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Наночастицы с высоким атомным номером представляют интерес в качестве радиосенсибилизато-
ров для лучевой терапии онкологических заболеваний. Широкий выбор наночастиц и источников
излучения делает актуальной задачу подбора их оптимальных комбинаций для достижения макси-
мальной эффективности облучения. В настоящей работе рассчитаны значения факторов увеличе-
ния дозы элементных композиций металлооксидных наночастиц (Al2O3, TiO2, MnO2, Fe2O3 и
Fe3O4, NiO, GeO2, ZrO2, CeO2, Gd2O3, Tm2O3, HfO2, Ta2O5, Bi2O3), а также GeO2 и HfO2, допиро-
ванных редкоземельными элементами лантаном или иттербием в комбинации с монохроматиче-
скими фотонами (1–500 кэВ) и рентгеновским излучением, соответствующим излучению рентгено-
терапевтических аппаратов. При концентрации наночастиц, равной 10 мг/мл, максимальные зна-
чения факторов увеличения дозы составили от 1.03 до 2.55 для монохроматического излучения и от
1.01 до 2.33 для рассмотренных спектров рентгеновского излучения. Допирование GeO2 20% ланта-
на или иттербия привело к увеличению максимального значения факторов увеличения дозы на
~10%. Допирование HfO2 не привело к существенным изменениям значения факторов увеличения
дозы. Таким образом, все исследованные элементные композиции наночастиц, за исключением
Al2O3 (фактор увеличения дозы ≤ 1.02), имеют перспективы использования в рентгенотерапии. В то
же время сложная зависимость факторов увеличения дозы от спектрального состава излучения тре-
бует детальных исследований влияния условий облучения на величину радиомодифицирующего
действия наночастиц. 

Ключевые слова: наночастицы, лучевая терапия, радиосенсибилизаторы, фактор увеличения дозы.

DOI: 10.31857/S0006302920040018

Лучевая терапия используется для радикаль-
ного и паллиативного лечения широкого спектра
новообразований, а также заболеваний неопухо-
левой природы [1, 2]. Несмотря на интенсивное
развитие, все еще существует значительный по-
тенциал для повышения эффективности лучевого
лечения [3, 4]: радиорезистентность опухолей и

дозовая нагрузка на окружающие нормальные
ткани могут существенно ограничивать примене-
ние лучевой терапии. Добиться увеличения эф-
фективности облучения позволяют различные
способы модификации радиочувствительности
клеток: гипербарическая оксигенация [5], гипер-
термия [6, 7], использование химических радио-
модификаторов, сенсибилизаторов и протекто-
ров [8–14].Сокращениe: ФУД – фактор увеличения дозы.
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МОРОЗОВ и др.

В последнее время внимание в этом качестве
привлекают продукты нанотехнологий [15–17].
Многообещающим классом радиосенсибилиза-
торов являются наночастицы, содержащие эле-
менты с высоким (относительно биологических
тканей) атомным номером (Z) [18–23]. Наиболее
перспективным для их использования считается
диапазон рентгеновских энергий фотонов (30–
300 кэВ): благодаря высокому сечению взаимо-
действия с излучением наночастицы продемон-
стрировали в этой области наибольшую эффек-
тивность [24–26], а методика с их использовани-
ем получила название NEXT (Nanoparticles
Enhanced X-ray Therapy) [27].

Нанотехнологии предлагают широкий выбор
наночастиц для лучевой терапии. Несмотря на то
что со времен пионерской работы [28] наиболь-
шее внимание уделяется наночастицам золота,
интерес привлекают и другие материалы, в том
числе оксиды металлов [18, 23, 29, 30]. Благодаря
своим физико-химическим свойствам, биосов-
местимости, широким возможностям синтеза и
модификации кристаллической решетки, метал-
лооксидные наночастицы перспективны для ши-
рокого круга биомедицинских приложений [31,
32]. В качестве противоопухолевых радиосенси-
билизаторов эффективность продемонстрирова-
ли наночастицы оксидов титана [33], железа [34,
35], тулия [36], церия [37], гафния [38, 39], тантала
[40], висмута [41].

Для достижения наибольшего радиомодифи-
цирующего эффекта наночастиц необходимо оп-
тимизировать сочетание их параметров с характе-
ристиками излучения. Поскольку поглощение
энергии фотонов зависит в первую очередь от
элементного состава, выбор материала наноча-
стиц, при прочих равных условиях, будет опреде-
ляться именно свойствами излучения. В NEXT
может быть использован широкий набор источ-
ников фотонов с различными спектральными ха-
рактеристиками: рентгенотерапевтические аппа-
раты, источники для брахитерапии, монохрома-
тические излучатели [42]. Опубликованные
результаты компьютерных расчетов эффективно-
сти наночастиц выполнены в основном для от-
дельных моноэлементных композиций частиц
или ограниченного набора источников излуче-

ния [43–46]. Таким образом, задача подбора оп-
тимальных комбинаций наночастиц и условий
облучения все еще остается актуальной. Откры-
тым также остается вопрос о влиянии допирова-
ния наночастиц. Целью настоящей работы явля-
ется расчет увеличения поглощенной дозы для
ряда элементных композиций металлооксидных
наночастиц, в том числе допированных редкозе-
мельными элементами, при использовании излу-
чения различного спектрального состава: моно-
хроматических фотонов и рентгеновского излу-
чения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для оценки эффективности исследуемых эле-
ментных композиций наночастиц рассчитаны
значения фактора увеличения дозы (ФУД), опре-
деляемого как отношение поглощенной дозы в
объеме интереса в присутствии наночастиц (D2) к
поглощенной дозе в том же объеме при их отсут-
ствии (D1):

ФУД = D2/D1.  (1)

Если известна поглощенная доза D1 в некото-
ром веществе «1», то при выполнении условий
электронного равновесия поглощенная доза D2 в
другом веществе «2» в той же самой точке радиа-
ционного поля определяется выражением

(2)

где (μ/ρ)i – массовый коэффициент поглощения
энергии фотонного излучения для i-го вещества.
В случае монохроматического излучения и не
очень больших величин объема условия элек-
тронного равновесия выполняются достаточно
хорошо, ошибка определения поглощенной дозы
по формуле (2) не превышает 10%. В случае излу-
чения непрерывного спектра область интереса
необходимо располагать на глубине, не меньшей,
чем пробег самых быстрых электронов, высво-
божденных в веществе фотонами. При этом дей-
ствующий спектр рентгеновского излучения в об-
ласти интереса будет отличаться от номинально-
го. В этом случае выражение (2) запишется в виде

(3)

В выражении (3) через ϕ(E)dE обозначен поток
фотонов, энергия которых заключена в интервале

(E, E + dE). Окончательно для рентгеновского из-
лучения имеем
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(4)

Значения массового коэффициента поглоще-
ния энергии фотонного излучения для различных
химических элементов были получены в про-
грамме XMuDat [47] на основе данных работы
[48]. Для вещества, представляющего собой смесь
различных химических элементов, массовый ко-
эффициент поглощения может быть рассчитан
как

(5)

где    – коэффициент поглощения энергии

фотонного излучения для i-го элемента в смеси, а
wi – массовое содержание данного элемента в
смеси.

Увеличение поглощенной дозы было рассчи-
тано для следующих элементных композиций ме-
таллооксидных наночастиц: Al2O3 (ZAl = 13), TiO2
(ZTi = 22), MnO2 (ZMn = 25), Fe2O3 и Fe3O4
(ZFe= 26), NiO (ZNi = 28), GeO2 (ZGe = 32,
полуметалл), ZrO2 (ZZr = 40), CeO2 (ZCe = 58),
Gd2O3 (ZGd = 64), Tm2O3 (ZTm = 69), HfO2 (ZHf =
72), Ta2O5 (ZTa=73), Bi2O3 (ZBi = 83). Концентра-
ции наночастиц в воде принимали равной 10
мг/мл. Для оценки влияния допирования на ве-
личину ФУД были выбраны редкоземельные эле-
менты La (ZLa= 57) и Yb (ZYb = 70). Содержание
допантов в элементных композициях наночастиц
принимали равным 20%.

Расчеты выполнены для моноэнергетических
фотонов с энергией от 1 до 500 кэВ (c шагом
1 кэВ), а также рентгеновского излучения со
спектральными характеристиками, соответству-
ющими излучению различных рентгенотерапев-
тических аппаратов. Энергетические спектры

2

1

УД .Ф
μ
=
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ρ 

фотонов рассчитаны методом Монте-Карло в
программном коде Geant4 [49] для рентгеновских
трубок с параметрами, представленными в
табл. 1. Подробное описание методики расчета
спектров приведено в работе [50].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С физической точки зрения механизм радио-
модифицирующего действия наночастиц с высо-
ким атомным номером основан на локальном
увеличении поглощенной дозы и генерации вто-
ричного излучения. Эффективность наночастиц
определяется увеличением поглощенной энергии
первичного излучения и продуктивностью ее
конверсии в энергию вторичных частиц. Если на
выход вторичного излучения влияет множество
параметров наночастиц [51–56], то вероятность
взаимодействия с первичными фотонами в ос-
новном определяется значением массового коэф-
фициента поглощения энергии, соответствующе-
го данному элементному составу наночастиц.
На рис. 1а приведены отношения массовых

коэффициентов поглощения энергии фотонного
излучения для исследуемых элементных компо-
зиций и воды. Зависимости ФУД исследуемых
элементных композиций наночастиц (10 мг/мл)
от энергии фотонов для случая моноэнергетиче-
ского излучения приведены на рис. 1б. Энергия,
при которой наблюдается максимальное значе-
ние ФУД для данной элементной композиции
наночастиц, соответствует оптимальной энергии
моноэнергетического излучения. При облучении
фотонами такой энергии ожидается наибольшее
увеличение поглощенной дозы, следовательно,
наибольшая эффективность радиосенсибилиза-
ции. Наибольшую эффективность в различных
областях энергий фотонов продемонстрировали
следующие элементные композиции: 20–57 кэВ
(Bi2O3), 58–60 кэВ (CeO2), 61–70 кэВ (Gd2O3),
71–85 кэВ (Tm2O3), 86–105 кэВ (HfO2), 106–
500 кэВ (Bi2O3). Наибольшее значение ФУД,

Таблица 1. Характеристики рентгеновских трубок, используемых при моделировании рентгеновских спектров 

Напряжение, кВ Материал анода Фильтрация*

300 W 0.4 мм Cu

250 W 1.6 мм Cu + 4.0 мм Al

200 W 1.2 мм Cu + 4.0 мм Al

160 W Без дополнительной фильтрации

110 W 1.3 мм Cu + 5.5 мм Al

85 W 2.0 мм Al

40 W 0.8 мм Al

Примечание. * – Для всех вариантов фильтрации по умолчанию учтено бериллиевое окно толщиной 4.0 мм.
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Рис. 1. (а) – Отношение массовых коэффициентов поглощения энергии исследуемых элементных композиций нано-
частиц и воды; (б) – зависимости величины фактора увеличения дозы элементных композиций металлооксидных на-
ночастиц (10 мг/мл) от энергии фотонов.

равное 2.55 продемонстрировал Bi2O3. Макси-
мальные значения ФУД CeO2 (2.25), Gd2O3 (2.19)
и Tm2O3 (2.11) оказались выше, чем соответству-
ющие элементным композициям с более высо-
ким Z – HfO2 (2.03) и Ta2O5 (2.04). Максималь-
ные значения ФУД элементных композиций
TiO2, MnO2, Fe2O3, Fe3O4, NiO и GeO2 составили
от 1.17 до 1.51. Существенного увеличения погло-
щенной дозы в присутствии Al2O3 установлено не
было.

В рентгенотерапевтических аппаратах, клас-
сических установках для близкофокусной луче-
вой терапии, источником излучения являются
рентгеновские трубки, генерирующие фотонное
излучение в диапазоне энергий от 30 до 300 кэВ.
Спектральный состав излучения помимо напря-
жения на трубке определяется конструктивными
особенностями аппарата (материал анода, ис-
пользуемые фильтры) [57]. Рассчитанные энерге-
тические спектры излучения рентгеновских тру-
бок с характеристиками, представленными в
табл. 1, приведены на рис. 2.

Рассчитанные значения ФУД для различных
комбинаций наночастиц и спектров рентгенов-
ского излучения представлены в табл. 2. Как и в
случае моноэнергетического излучения, наи-
меньшее увеличение поглощенной дозы (≤ 2%)
продемонстрировал Al2O3. Увеличение погло-
щенной дозы на ~5–30% было обнаружено для
TiO2, MnO2, Fe2O3, Fe3O4, NiO и GeO2. Значи-
тельно большие значения ФУД продемонстриро-
вали ZrO2, CeO2, Gd2O3, Tm2O3, HfO2, Ta2O5,
Bi2O3. Однако все эти значения оказались суще-

ственно меньше максимальных ФУД, получен-
ных для моноэнергетического излучения.

Сложный характер зависимости ФУД от спек-
трального состава излучения не позволяет сде-
лать однозначных выводов по подбору оптималь-
ных энергетических спектров для каждой эле-
ментной композиции. В то же время полученные
данные демонстрируют, что не всегда наночасти-
цам с более высоким Z соответствуют наиболь-
шие значения ФУД [43]. Так, значение ФУД
Bi2O3, продемонстрировавшего наибольшее уве-
личение поглощенной дозы среди всей исследо-
ванной линейки элементных композиций нано-
частиц, для спектров с максимальной энергией 
фотонов 110 и 250 кэВ оказалось меньше, чем зна-
чение ФУД Gd2O3. Аналогично, для спектров с
максимальной энергией 85, 110 и 300 кэВ некото-
рым элементным композициям с меньшим Z (на-
пример, CeO2 и Gd2O3) соответствовали большие
значения ФУД. Однако поскольку для аппаратов
различных производителей спектры излучения
могут значительно отличаться, а их виды не огра-
ничиваются исследованными в настоящей рабо-
те, установление зависимости эффективности
различных элементных композиций наночастиц
от спектральных характеристик источников излу-
чения является достаточно сложной задачей.
Кроме того, по мере проникновения фотонов в
вещество происходит изменение спектрального
состава излучения, которое также необходимо
учитывать при расчетах.

Отличительной особенностью металлооксид-
ных наночастиц являются широкие возможности
допирования кристаллической решетки, благода-
ря которому они приобретают новые свойства:
люминесценцию в ультрафиолетовом, видимом и
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инфракрасном диапазонах, способность высту-
пать контрастными агентами для магниторезо-
нансной томографии [58–62]. В то же время из-

менение элементного состава наночастиц может
оказывать влияние на поглощение первичных
фотонов и генерацию вторичного излучения, что,

Рис. 2. Спектры рентгеновского излучения при напряжении на лучевых трубках 40 кВ (а), 85 кВ (б), 110 кВ (в),
160 кВ (г), 200 кВ (д), 250 кВ (е) и 300 кВ (ж).
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в свою очередь, может сказаться на эффективно-
сти радиосенсибилизации.

На рис. 3 представлены зависимости ФУД от
энергии фотонов для оригинальных и допирован-
ных  редкоземельными элементами La и Yb (20%)
элементных композиций GeO2 (рис. 3а) и HfO2

(рис. 3б). Такое содержание допантов было вы-
брано как обеспечивающее эффект люминесцен-
ции при сохранении кристаллической структуры
наночастиц. Допирование GeO2 привело к увели-

чению максимального значения ФУД на ~12%
(La) со сдвигом положения максимума с 34 до

Таблица 2. Значения фактора увеличения дозы исследуемых элементных композиций металлооксидных
наночастиц для различных рентгеновских спектров 

Материал
Максимальная энергия фотонов в спектре

40 кэВ 85 кэВ 110 кэВ 160 кэВ 200 кэВ 250 кэВ 300 кэВ

Al2O3 1.01 1.02 1.01 1.02 1.01 1.01 1.01

TiO2 1.09 1.13 1.07 1.08 1.0 4 1.05 1.08

MnO2 1.14 1.21 1.12 1.08 1.06 1.07 1.12

Fe2O3 1.16 1.25 1.14 1.08 1.09 1.08 1.14

Fe3O4 1.18 1.28 1.15 1.08 1.10 1.09 1.15

NiO 1.21 1.36 1.20 1.08 1.13 1.08 1.13

GeO2 1.21 1.42 1.24 1.0 6 1.16 1.09 1.15

ZrO2 1.21 1.73 1.46 1.10 1.30 1.18 1.29

CeO2 1.25 1.99 1.93 1.18 1.64 1.43 1.54

Gd2O3 1.33 1.89 1.96 1.18 1.68 1.47 1.55

Tm2O3 1.41 1.89 1.90 1.17 1.67 1.44 1.45

HfO2 1.45 1.93 1.86 1.17 1.66 1.44 1.46

Ta2O5 1.45 1.92 1.81 1.17 1.63 1.42 1.45

Bi2O3 1.56 2.33 1.88 1.21 1.69 1.47 1.59

Примечание. Полужирным шрифтом отмечены наибольшие значения ФУД для данного рентгеновского спектра.

Рис. 3. Зависимости величины фактора увеличения дозы оригинальных и допированных 20% La и 20% Yb элементных
композиций GeO2 (а) и HfO2 (б) от энергии фотонов.
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47 кэВ и на ~10% (Yb) без существенного сдвига.
Увеличения ФУД в результате допирования HfO2
не наблюдалось, напротив, ФУД допированной
20% La элементной композиции оказался замет-
но меньше оригинального в области энергий 10–
40 кэВ. Сдвиг положения максимума ФУД для
HfO2 с 37 кэВ наблюдался при использовании
обоих допантов: до 42 кэВ (La) и до 69 кэВ (Yb).

Значения ФУД оригинальных и допирован-
ных GeO2 и HfO2 для спектров рентгенотерапев-
тических аппаратов приведены в табл. 3. Видно,
что значения ФУД допированных композиций
GeO2 оказались заметно выше оригинальной для
всей линейки энергетических спектров. Допиро-
вание HfO2 не привело к существенным измене-
ниям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе эффективность металло-
оксидных наночастиц в качестве радиосенсиби-
лизаторов для рентгенотерапии была рассмотре-
на исключительно с физической точки зрения.
Все исследованные элементные композиции на-
ночастиц, за исключением Al2O3, продемонстри-
ровали значительное по клиническим (и радио-
биологическим) меркам (≥ 10%) увеличение по-
глощенной  дозы,  что  свидетельствует  о
перспективности их использования в технологии
NEXT. Следует отметить, что кроме физических
факторов радиосенсибилизация может быть обу-
словлена также химическим и/или биологиче-
ским действием наночастиц. Таким образом, эф-
фект, наблюдаемый в рамках эксперимента, мо-

жет существенно превосходить предсказанный
теоретически.

Наибольшие значения ФУД исследованных
элементных композиций наночастиц были полу-
чены в комбинации с моноэнергетическим излуче-
нием, таким образом, его использование может
позволить наиболее эффективно раскрыть способ-
ность наночастиц с высоким атомным номером к
радиомодификации. Обнаружено, что различия в
спектральном составе излучения могут приводить
к значительному разбросу значений ФУД отдель-
ных элементных композиций, что свидетельствует
о важности дальнейших исследований с использо-
ванием большего набора источников излучения.
Полученные результаты позволяют в целом поло-
жительно оценить влияние допирования, посколь-
ку помимо приобретения новых свойств, присут-
ствие примесей может способствовать повыше-
нию  радиомодифицирующего  потенциала
наночастиц, в особенности элементных компози-
ций с небольшими значениями Z.
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Таблица 3. Значения фактора увеличения дозы оригинальных и допированных 20% La и 20% Yb элементных
композиций GeO2 и HfO2 для различных рентгеновских спектров 

Материал
Максимальная энергия фотонов в спектре

40 кэВ 85 кэВ 110 кэВ 160 кэВ 200 кэВ 250 кэВ 300 кэВ

GeO2

GeO2 1.21 1.42 1.243 1.060 1.156 1.092 1.152

GeO2:La 1.22 1.59 1.439 1.09 4 1.293 1.186 1.265

GeO2:Yb 1.28 1.57 1.452 1.099 1.321 1.206 1.251

HfO2

HfO2 1.45 1.93 1.86 1.17 1.66 1.44 1.46

HfO2:La 1.41 1.94 1.86 1.17 1.65 1.43 1.47

HfO2:Yb 1.45 1.92 1.86 1.18 1.66 1.44 1.46

Примечание. Полужирным шрифтом отмечены наибольшие значения ФУД для данного рентгеновского спектра.
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Perspectives of Metal Oxide Nanoradiosensitizers: Impact of Elemental Composition 
of Particles, Characteristics and Effects of Radiation Sources on Enhancement 

of the Absorbed Dose 

 V.N. Morozov*, **, A.V. Belousov*, V.I. Zverev***, A.A. Shtil*, ****, *****,
M.A. Kolyvanova*, **, and P.V. Krivoshapkin****

*Burnasyan Federal Medical Biophysical Center of Federal Medical Biological Agency,
Zhivopisnaya ul. 46, Moscow, 123182 Russia

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

***Department of Physics, Lomonosov Moscow State University, Leninskye Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

****Biochemistry Cluster, ITMO University, ul. Lomonosova 9, St. Petersburg, 119002 Russia

*****Blokhin National Medical Center of Oncology, Kashirskoye shosse 24, Moscow, 115478 Russia

Nanoparticles of high atomic number materials have gained interest as they seem to be perfect as radiosensi-
tizers for radiation therapy used in cancer treatment. A variety of nanoparticles and radiation sources make
actual the challenge to select their optimal combinations to improve as much as possible the therapeutic out-
come of radiation therapy. In this study the values of dose enhancement factors were calculated for elemental
compositions of metal oxide nanoparticles (Al2O3, TiO2, MnO2, Fe2O3 and Fe3O4, NiO, GeO2, ZrO2,
CeO2, Gd2O3, Tm2O3, HfO2, Ta2O5, Bi2O3) as well as GeO2 and HfO2 doped with rare earth La or Yb in
combination with monochromatic photons (1-500 keV) and X-ray radiation equivalent to that generated by
kilovoltage X-ray therapy  machines. The maximum values of dose enhancement factors, which were
achieved with 10 mg/ml of nanoparticles, for monochromatic photons and tested X-ray spectra were found
to fall in the range of 1.03 to 2.55 and 1.01–2.33, respectively. Doping of GeO2 with 20% La or Yb increased
maximum dose enhancement factor by ~10%. Doping of HfO2 occurred without significant changes in the
value of dose enhancement factor. Thus, all investigated elemental compositions of nanoparticles, except
Al2O3 (dose enhancement factor ≤ 1.02), are promising for kilovoltage X-ray radiotherapy. However, com-
plex dependence of DEF on the composition of  X-ray radiation spectra requires detailed studies of the im-
pact of irradiation conditions on the magnitude of the radiomodifying effect of nanoparticles.

Keywords: nanoparticles, radiation therapy, radiosensitizers, dose enhancement factor
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Наночастицы золота являются перспективными радиосенсибилизаторами для протонной лучевой
терапии, физические механизмы действия которых до сих пор не до конца изучены. В настоящей
работе для протонного пучка c энергией 150 МэВ методом Монте-Карло в программном коде
Geant4 оценены изменения вкладов в поглощенную в дозу первичных и вторичных частиц, средне-
дозового значения линейной передачи энергии и относительной биологической эффективности,
вызванные добавлением 50 мг/мл наночастиц золота в облучаемый водный фантом. Присутствие
наночастиц золота не привело к существенному изменению поглощенной дозы и положения пика
Брегга, однако привело к перераспределению вкладов вторичных частиц: в области ~10 мм за пиком
наблюдалось увеличение вкладов протонов (~16%), ядер отдачи (~58%), α-частиц (~400%), дейтро-
нов (~900%), тритонов (~3000%) и фотонов (~7000%); вклад вторичных электронов уменьшился на
~35%. Такое перераспределение привело к примерно пятикратному увеличению среднедозового
значения линейной передачи энергии на дистальном краю кривой Брегга, что в свою очередь может
приводить к росту относительной биологической эффективности в этой области от ~1.4 до ~2.2 раза.
Таким образом, во избежание нежелательных повреждений перифокальных тканей критически
важным является учет наличия наночастиц золота при планировании протонной лучевой терапии. 

Ключевые слова: наночастицы золота, радиосенсибилизация, протонная лучевая терапия, относитель-
ная биологическая эффективность, Geant4. 

DOI: 10.31857/S000630292004002X

Ионизирующие излучения повсеместно ис-
пользуются для лечения широкого спектра забо-
леваний. Помимо наиболее распространенных
фотонов могут быть использованы электроны и
различные тяжелые частицы: нейтроны, ионы, а
также протоны [1–3]. Тяжелые частицы привле-
кательны благодаря высокой биологической эф-
фективности [4], кроме того, ионам и протонам

свойственно специфическое взаимодействие с
веществом:  количество  передаваемой  ему
энергии резко возрастает в конце пробега частиц,
в области пика Брегга [5]. Это означает, что ли-
нейная передача энергии (ЛПЭ), линейная плот-
ность ионизации, выход вторичных частиц и сво-
бодных радикалов в области пика Брегга резко
возрастают. Изменяя начальную энергию адрон-
ного пучка, можно регулировать глубинное поло-
жение пика Брэгга с точностью до миллиметра,
что позволяет лучше контролировать размер и

Сокращения: ЛПЭ – линейная передача энергии, НЧЗ –
наночастицы золота, ОБЭ – относительная биологическая
эффективность.
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форму облучаемой области, а также значительно
уменьшить нежелательное лучевое воздействие
на окружающие нормальные ткани.

Несмотря на доказанную для ряда случаев эф-
фективность протонной лучевой терапии [6, 7] и
интенсивное развитие этого метода (по данным
на февраль 2020 года по всему миру действует уже
89 установок протонной лучевой терапии, 4 из
которых открылись в 2017 году, 11 – в 2018 году,
13 – в 2019 году [8]), ее возможности значительно
менее изучены по сравнению с классической фо-
тонной терапией. Актуальными вопросами про-
тонной лучевой терапии остаются сочетание с
химио- и иммунотерапией, а также использова-
ние противоопухолевых радиосенсибилизаторов,
среди которых в отдельный класс выделяются на-
ночастицы с высоким атомным номером, такие
как наночастицы золота (НЧЗ) [9–11]. Хотя нано-
частицы продемонстрировали высокую эффек-
тивность в комбинации с протонным облучением
как in vitro, так и in vivo [12–17], физические меха-
низмы радиосенсибилизации представляются не
до конца понятными. Компьютерные расчеты
показали, что в присутствии наночастиц наблю-
дается локальное увеличение поглощенной дозы
[18, 19], однако экспериментально значительного
макроскопического увеличения поглощенной
дозы в присутствии элементов с высоким атом-
ным номером выявлено не было [20, 21]. При
протонном облучении наночастицы способны
увеличивать радиационно-химический выход
свободных радикалов [22], а также генерировать
вторичное излучение [21–24]. При этом помимо
прямой ионизации вторичные электроны могут
образовываться при возбуждении плазмонных
колебаний на поверхности НЧЗ [25].

Рассмотрение роли вторичных частиц, образу-
ющихся под действием протонного пучка в при-
сутствии НЧЗ, представляется крайне важным
для изучения физико-химических механизмов
радиосенсибилизации. Из-за разных значений

ЛПЭ эти частицы могут иметь различную биоло-
гическую эффективность, кроме того, со вторич-
ными частицами связаны риски повреждения
окружающих  опухоль  нормальных  тканей
[26, 27].

В настоящей работе методом Монте-Карло
оценивали вклады в поглощенную дозу в водном
фантоме различных первичных и вторичных ча-
стиц, образующихся при прохождении монохро-
матического протонного пучка, в том числе в
присутствии НЧЗ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вычисления методом Монте-Карло были вы-
полнены в программном коде Geant4 [28] на су-
перкомпьютерном  кластере  «Ломоносов-1»
(МГУ имени М.В. Ломоносова, Москва). В каче-
стве облучаемой мишени использовали водный
фантом размером 20 × 20 × 30 см. Присутствие
НЧЗ моделировали изменением элементного со-
става образца, полагая однородное распределе-
ние частиц в объеме. Золото добавляли в пять об-
ластей в фантоме на различной глубине проник-
новения протонного пучка: 20–24 мм, 40–44 мм,
80–84 мм, 120–124 мм и 155–159 мм (рис. 1). Кон-
центрация НЧЗ составляла 50 мг/мл [29, 30]. Вы-
числения проводили для двух моделей: фантома,
однородно заполненного водой (без НЧЗ), и фан-
тома с пятью заполненными НЧЗ областями по
ходу протонного пучка. Для накопления данных
фантом делили на 500 слоев толщиной 0.08 см, в
каждом из которых определяли энергию всех пер-
вичных и вторичных частиц. При моделировании
устанавливали минимальный пробег вторичных
частиц в 10 мкм, при меньшем пробеге их энергия
выделялась локально в точке рождения. Средне-
дозовое значение ЛПЭ (LD) рассчитывали по сле-
дующей формуле [31]:

Рис. 1. Схематичное изображение используемой модели.

150 МэВ
Вода

Вода + золото

25 50 75 100 125 150 175
Глубина, мм

0

22 мм 42 мм 82 мм 122 мм 157 мм

4мм
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(1)

где Ei – энергия выделяющаяся на i-м шаге моде-
лирования; li – длина i-го шага.

Значение относительной биологической эф-
фективности (ОБЭ) определяли по формуле

ОБЭmax = 1.00 + εLD,  (2)

где значения коэффициента ε варьируют от 0.006
до 0.16 кэВ/мкм [32].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Нормированное глубинное распределение по-
глощенной дозы, формируемое в фантоме моно-
энергетическим пучком протонов с начальной
энергией 150 МэВ, представлено на рис. 2а. Доза
на входе в фантом составляет ~20% от максималь-
ного значения, пик Брегга располагается на глу-
бине ~156 мм. Ширина области l80–80 между
проксимальным и дистальным краями пика со-
ставляет ~4 мм, а ширина дистального спада дозы
l80–20 равна ~2 мм.

Поскольку взаимодействие протонов с веще-
ством сопровождается образованием большого
количества вторичных частиц [5, 33], поглощен-
ная в фантоме доза формируется как первичными
протонами, так и вторичными частицами. Вкла-
ды первичных и вторичных частиц в поглощен-
ную дозу на различных глубинах проникновения
протонного пучка представлены на рис 2б. На
графике показаны только те типы вторичных ча-
стиц, чей вклад в поглощенную дозу составляет

более 10-6, а именно α-частицы, He-3, дейтроны,
тритоны, электроны, γ-кванты и ядра отдачи.
Наибольший вклад (~70–90% в области пика
Брегга) вносят первичные и вторичные протоны.
Вклад вторичных электронов на различных
участках кривой Брегга составляет ~10–30%,
ядер отдачи и α-частиц ~1%, прочих частиц – ме-
нее 1%.

Присутствие в водном фантоме НЧЗ не приве-
ло к значительному изменению поглощенной до-
зы, а также не повлияло на положение пика Брег-
га и величины l80–80 и l80–20. В то же время наблю-
далось заметное перераспределение вкладов
вторичных частиц в поглощенную дозу, причем
наиболее значительные изменения отмечены на
дистальном краю кривой Брегга, в области
~10 мм за пиком. Отношения вкладов вторичных
частиц в поглощенную дозу при наличии и в от-
сутствии НЧЗ в облучаемом фантоме приведены
на рис. 3. Для всех частиц, за исключением вто-
ричных электронов и He-3, в присутствии НЧЗ
наблюдалось увеличение вкладов в поглощенную

2

D ,

i
i i

ii

E
l

L
E

=



дозу на дистальном краю пика Брегга. Для прото-
нов максимальное увеличение составило ~16%
(рис. 3а), для ядер отдачи ~58% (рис. 3в), для α-ча-
стиц ~400% (рис. 3г), для дейтронов ~900%
(рис. 3ж), для тритонов ~3000% (рис. 3е). Наибо-
лее значительно увеличивается вклад в погло-
щенную дозу вторичных фотонов (рис. 3з): в об-
ластях локализации НЧЗ наблюдалось увеличе-
ние более чем в 10 раз, а в области за пиком Брегга
более чем в 70 раз. Такое увеличение вклада вто-
ричных фотонов может быть связано с различия-
ми в сечении образования характеристического
излучения для золота и воды. Однако несмотря на
столь значительное увеличение, вклад фотонов в
поглощенную дозу на всем участке кривой Брегга
составляет не более 0.1%, что в очередной раз [34,
35] демонстрирует ошибочность выдвинутого в
работе [12] предположения об основной роли вто-
ричных фотонов в эффекте радиосенсибилиза-
ции наночастиц в комбинации с протонным об-
лучением.

Вторичные электроны играют важную роль
при радиационно-индуцированных повреждени-
ях биомолекул [36], а увеличение выхода этого
вида частиц в присутствии НЧЗ считается ключе-
вым механизмом радиосенсибилизации [9].
Однако в настоящей работе увеличения вклада
вторичных электронов в поглощенную дозу обна-
ружено не было. Результаты расчетов свидетель-
ствуют об уменьшении вклада этого типа частиц в
области пика и на дистальном краю кривой Брег-
га до 35% (рис. 3б). Отсутствие изменений в обла-
сти до пика Брегга и последующее уменьшение
наблюдалось также для вклада в поглощенную
дозу He-3 (рис. 3д).

Перераспределение вкладов вторичных ча-
стиц, наблюдаемое в присутствии НЧЗ, привело к
изменению среднедозового значения ЛПЭ LD.
Глубинное распределение LD в водном фантоме в
отсутствии НЧЗ приведено на рис. 4а. Начиная от
входа в фантом, значение LD монотонно снижа-
ется с ~8.5 до ~6 кэВ/мкм. Затем в области
пика Брегга наблюдается резкий подъем до
~13 кэВ/мкм, спадающий на дистальном краю
кривой. В присутствии НЧЗ на начальном участ-
ке кривой Брегга, проксимальном крае, а также в
области пика существенные изменения LD не на-
блюдались. Однако на дистальном краю кривой
Брегга в присутствии НЧЗ наблюдается резкое,
более чем пятикратное, увеличение LD (рис. 4б).

На рис. 5 показаны отношения глубинных за-
висимостей ОБЭ в присутствии и в отсутствие
НЧЗ, рассчитанных по формуле (2) для значений
коэффициента наклона ε, равных 0.01, 0.02 и 0.04

мкм⋅кэВ–1 согласно методике [32]. Наглядно вид-
но отсутствие изменения ОБЭ в области от входа
протонного пучка в фантом плоть до дистального
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Рис. 2. Глубинное распределение поглощенной дозы при прохождении пучка протонов с начальной энергией 150 МэВ
через водный фантом (а); вклады в поглощенную дозу первичных и вторичных частиц: (б) – протоны, (в) – электроны,
(г) – ядра отдачи, (д) – α-частицы, (е) – дейтроны, (ж) – He-3, (з) – тритоны, (и) – фотоны. Показаны типы частиц,
чей вклад составляет более10–6.
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Рис. 3. Отношение вкладов в поглощенную дозу первичных и вторичных частиц при наличии и в отсутствии 50 мг/мл
НЧЗ в фантоме: (а) – протоны, (б) – электроны, (в) – ядра отдачи, (г) – α-частицы, (д) – He-3, (е) – тритоны, (ж) –
дейтроны, (з) – фотоны.
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Рис. 4. (а) – Глубинная зависимость среднедозового
значения ЛПЭ в отсутствие НЧЗ (на вставке – в при-
сутствии 50 мг/мл НЧЗ); (б) – отношения среднедо-
зовых значений ЛПЭ в присутствии и в отсутствие
50 мг/мл НЧЗ в фантоме.
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края кривой Брегга. Увеличение среднедозового
значения ЛПЭ в присутствии НЧЗ может приво-
дить к росту ОБЭ на дистальном краю кривой
Брегга, т.е. на границе опухоли и здоровой ткани,
от ~1.4 до ~2.2 раза в зависимости от величины
коэффициента ε.

Следует отметить, что вклад в дозу в области
пика Брэгга максимален именно на дистальном
конце мишени облучения из-за суперпозиции
пучков с разной энергией, применяемой для со-
здания равномерного по объему мишени дозово-
го распределения [37, 38]. Вторым важным мо-
ментом является высокая чувствительность про-
бега протонов и, следовательно, позиции пика
Брэгга от анатомических изменений и точности
определения физического состава тканей паци-
ента вдоль пробега протонов [39]. Таким образом,
поскольку основой протонной лучевой терапии

является высокая точность воздействия на опу-
холь, применение НЗЧ в качестве радиосенсиби-
лизаторов требует повышенной осторожности.

Рис. 5. Отношение глубинных распределений ОБЭ в
присутствии и в отсутствие 50 мг/мл НЧЗ в фантоме
при различных значениях коэффициента ε: (а) –
ε=0.01, (б) – ε = 0.02, (в) – ε = 0.04.

От
но
ше
н
ие
 
О
Б
Э

1 6

5

4

3

2

1

.

1.

1.

1.

1.

1.

1.0

Глубина, мм
25 50 750 100 150 175125

()а

= 0.01

От
но
ше
н
ие
 
О
Б
Э

2.0

2

1.8

1.6

1.4

1.

1.0

Глубина, мм
25 50 750 100 150 175125

()б

= 0.02
От
но
ше
н
ие
 
О
Б
Э

Глубина, мм
25 50 750 100 150 175125

()в

= 0.04

2.6

2.4

2.2

2.0

1.8

1.6

0.4

1.2

1.0



644

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

БЕЛОУСОВ и др.

Увеличение среднедозового значения ЛПЭ и,
следовательно, ОБЭ на дистальном краю кривой
Брегга, т.е. в области границы опухоли и нор-
мальной ткани, может приводить к незапланиро-
ванным повреждениям последней, что может
сказаться на качестве и безопасности лечения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Присутствие НЧЗ в облучаемом фантоме в
концентрации 50 мг/мл не привело к значитель-
ным изменениям характеристик дозных полей, в
том числе к увеличению поглощенной дозы. В
присутствии НЧЗ показано существенное пере-
распределение вкладов первичных и вторичных
частиц в поглощенную дозу в водном фантоме.
Основные изменения наблюдались на дисталь-
ном краю кривой Брегга, т.е. на границе между
опухолью и нормальной тканью. Перераспреде-
ление вкладов в поглощенную дозу привело к бо-
лее чем пятикратному увеличению среднедозово-
го значения ЛПЭ на дистальном краю кривой
Брегга, что в свою очередь привело к росту ОБЭ
от ~1.4 до ~2.2 раза. Полученные результаты сви-
детельствуют о необходимости учета НЧЗ при
планировании протонного облучения во избежа-
ние нежелательных повреждений граничащих с
опухолью нормальных тканей.
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Change in Linear Energy Transfer of Clinical Proton Beam 
in the Presence of Gold Nanoparticles

 A.V. Belousov*, V.N. Morozov*, **, G.A. Krusanov*, ***, A.N. Moiseev****, A.S. Davydov*,
A.A. Shtil*, *****, V.A. Klimanov*, ******, M.A. Kolyvanova*, **, and A.S. Samoylov*

*Burnazyan Federal Medical Biophysical Center, Federal Medical Biological Agency of Russian Federation,
ul. Marshala Novikova 23, Moscow, 123182 Russia

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia
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*****Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Kashirskoye Shosse 24, Moscow, 115478 Russia
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Gold nanoparticles are promising radiosensitizers for proton beam therapy. However, the physical mecha-
nisms of action of gold nanoparticles remain unclear. In the present study, GEANT4 Monte Carlo toolkit was
used to make estimations of the changes in the contribution to the absorbed dose of primary and secondary
particles, in dose-averaged linear energy transfer values, and the relative biological effectiveness of 150 MeV
proton beam, caused by addition of 50 mg/ml of gold nanoparticles in the irradated water. In the presence of
gold nanoparticles no significant changes were found in the absorbed dose and the Bragg peak position while
redistribution of the contribution of secondary particles to the absorbed dose was occured. An increase in the
contributions of protons (~16%), recoil nuclei (~58%), α-particles (~400%), deuterons (~900%), tritons
(~3000%) and photons (~7000%) was observed ~10 mm beyond the Bragg peak region. Contributions from
the secondary electrons decreased by ~35%. This redistribution led to the ~ 5-fold increase in the dose-aver-
aged linear energy transfer value along distal end of a Bragg curve, that, in turn, may cause an increase in rel-
ative biological effectiveness within this region by ~1.4 to ~2.2. Thus, it is critical to take in account the pres-
ence of gold nanoparticles in planning proton radiotherapy in order to avoid unwanted damage to the normal
tissues around the tumor.

Keywords: gold nanoparticles, radiosensitization, proton radiotherapy, relative biological effectiveness, Geant4
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Обзор посвящен литературным данным и собственным исследованиям нетривиального
хиноидного пути окисления адреналина. Подобным образом могут окисляться все катехоламины с
образованием соответствующих аминохромов. Этот процесс моделируется in vitro в щелочной среде
и известен как цепная реакция автоокисления адреналина, продуктами которой являются
адренохром и соединения радикальной природы – супероксид-анионы (О2

−●)  и другие. Как
супероксидгенерирующая модель эта реакция была ранее использована для определения
активности супероксиддисмутазы. Нами были предложены различные новые методические
подходы, которые позволяют определять активность фермента и выявлять анти/прооксидантные
свойства различных соединений и материалов. Этот путь превращения одного из катехоламинов
(дофамина) в настоящее время описан как «доклиническая модель болезни Паркинсона». В связи с
этим реакция автоокисления адреналина предложена нами для поиска веществ, способных
ингибировать процесс хиноидного окисления, т.е. выявлять потенциальные нейропротекторы.
Экспериментальные и теоретические исследования этой реакции расширяют представления о
механизмах свободно-радикальных процессов, происходящих в организме 

Ключевые слова: катехоламины, аминохромы. адреналин, адренохром, супероксид, хиноидное окисление.
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ХИНОИДНЫЙ ПУТЬ ОКИСЛЕНИЯ 
АДРЕНАЛИНА

Гормон-медиатор адреналин, участвующий в
регуляции функционального состояния симпато-
адреналовой системы, вырабатываемый в основ-
ном хромаффинной тканью мозгового слоя над-
почечников, метаболизируется в организме, как
и другие катехоламины, несколькими путями.
Основные пути его превращения – оксиметили-
рование с образованием метанефрина (~70%) и
окислительное дезаминирование с участием мо-
ноаминооксидазы (~20%). Кроме того, при опре-
деленных условиях может происходить и так на-
зываемое хиноидное окисление адреналина с об-
разованием хинонов – до адренохрома и далее,
возможно, до адренолютина и индола [1, 2]. Спе-
цифические ферменты этого пути окисления ад-
реналина не выявлены, но образующиеся про-
дукты существуют и известны ферменты, их
утилизирующие [2–6]. Удаление продуктов хино-
идного окисления адреналина и других амино-

хромов происходит с участием ферментов глута-
тион-S-трансферазы [2, 3] и хинонредуктазы [4].
Адренохром может быть также субстратом гидро-
лазы, липазы, эстеразы [5] и ксантиноксидазы
[6]. Подобным образом способны окисляться до
соответствующих аминохромов все известные
природные катехоламины (биогенные амины)
[7–10].

Процесс хиноидного окисления адреналина
in vitro происходит при внесении его в щелочной
карбонатный буфер. Этапы процесса превраще-
ния адреналина представлены на рис. 1.
Кроме конечного продукта реакции адренохрома
в процессе автоокисления происходит и образо-

вание О2
−●. При попадании адреналина в буфер

происходит внутримолекулярная перестройка его
молекулы, депротонизация с последующей цик-
лизацией и образование промежуточных продук-
тов, таких как радикал семихинон (II), адрена-
линхинон и другие, до соединения хиноидной
природы – адренохрома (VI) (рис. 1а). Этот про-
цесс сопровождается высвобождением электро-
нов и последующим одноэлектронным восста-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода; БП –
болезнь Паркинсона, СОД – супероксиддисмутаза.

УДК 577.32; 57.03 
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новлением растворенного в среде кислорода и та-
ким образом происходит образование супер-

оксидных радикалов (рис. 1б), т.е. химическое
превращение адреналина сопряжено с образова-

нием О2
−●.  На рис. 2 представлена результирую-

щая схема этого процесса. Эта модельная система
известна как супероксидгенерирующая и су-
пероксиддетектирующая цепная реакция авто-
окисления адреналина [7–11].

Нетривиальный путь окисления относят к
аномальному метаболизму катехоламинов, с ко-
торым связывают его нейро- и кардиотоксич-
ность [7, 9, 10, 12–23]. Причина токсичности, как

предполагается, обусловлена не только накопле-
нием продуктов окисления катехоламинов ами-
нохромов, но и образующимися в этом процессе
активными формами кислорода (АФК), а именно

О2
−● [13–17]. При недостаточности антиокси-

дантной защиты АФК могут вызывать окисли-
тельный стресс и воспаление. Нейротоксическое
действие адренохрома и последующего продукта
окисления адренохрома – адренолютина – свя-
зывают с так называемой «адренохромной» гипо-
тезой этиологии шизофрении [12, 14–17]. Они из-
вестны также как адреномиметики, обладающие
галлюциногенными свойствами [12]. 

Рис. 1.  (а) – Химические превращения адреналина в процессе его хиноидного окисления до адренохрома (VI).
Промежуточные продукты реакции – II–V; возможные взаимные переходы конечных продуктов от адренохрома (VI)
до VII, VIII и IX. (б) – схема сопряженного процесса образования супероксид-анионов. Составлено согласно работам
[7, 8] с некоторыми изменениями и добавлениями [9, 11].
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СИРОТА

Описанный много лет назад хиноидный путь
окисления адреналина в настоящее время актив-
но обсуждается в литературе в связи с его способ-
ностью генерировать АФК. Интерес к этой теме
обусловлен также и тем, что продукты окисления
адреналина, белки-хиноны, глутатионовые конъ-
юганты адреналина и адренохрома, влияют на ре-
докс-состояние клеток и тканей [15–18]. Их дей-
ствие обусловлено участием в митохондриальных
процессах [19, 20], в регуляции NO-зависимой гу-
анилатциклазы [21] и функционировании тирео-
идных гормонов [22]. Следует отметить, что АФК
важны при выполнении нормальных физиологи-
ческих функций как вторичные мессенджеры
внутриклеточной сигнализации, однако избы-
точное их накопление, нарушение баланса между
образованием и их утилизацией приводит к раз-
витию патологического процесса [23].

Особо следует отметить участие аминохрома,
производного от катехоламина дофамина, в этио-
логии болезни Паркинсона (БП) [16, 18] (см. ни-
же в отдельном разделе).

МЕТОДИЧЕСКИЕ АВТОРСКИЕ ПРИЕМЫ 
РЕГИСТРАЦИИ ПРОЦЕССА 

АВТООКИСЛЕНИЯ АДРЕНАЛИНА

Как описано выше, в условиях in vitro хиноид-
ное превращение адреналина с образованием ад-
ренохрома происходит в щелочной среде. Мето-
дически специально создается высокое значение
рН среды, необходимое для более продолжитель-
ного существования супероксид-аниона, чтобы
была возможность его детектировать. Известные
супероксидгенерирующие модели, такие как
ферментативная ксантин–ксантиноксидаза [24],
химическая ФМС/НАДН [25], адреналиновая по
Misra & Fridovich [26] и наши новые разработки
«адреналинового» метода [27–29], функциониру-
ют при щелочных условиях, что позволяет реги-

стрировать О2
−●.  Процесс автоокисления проис-

ходит по механизму цепной реакции и начинает-
ся после внесении адреналина в щелочной
раствор (рис. 1 и 2).

Впервые этот процесс окисления адреналина
был описан в работе [30] и впоследствии исполь-

зован в работе [26] для определения активности
фермента супероксиддисмутазы (СОД). СОД, пе-

рехватывая О2
−●,  тормозит накопление адрено-

хрома, регистрацию которого проводили спек-
трофотометрически при длине волны 480 нм [26].
Таким способом определяют активность фермен-
та, а именно по его способности ингибировать
скорость образования адренохрома. Нами было
установлено, что образование адренохрома в ре-
акции автоокисления адреналина можно реги-
стрировать и в другой области спектра – в диапа-
зоне 330–365 нм [27–29]; используемая длина
волны – 347 нм (рис. 3а). Величина оптической
плотности в выявленном диапазоне существенно
выше (почти на порядок), чем при 480 нм [26].
Рис. 3б иллюстрирует преимущество использова-
ния длины волны 347 нм в сравнении с длиной
волны 480 нм для регистрации адренохрома. СОД
и анти/прооксидантые соединения ингибирова-
ли или активировали процесс автоокисления ад-
реналина при регистрации кинетики реакции на
этой длине волны [27–29, 31–37, 39].

Последующие исследования этой реакции,
связанные с использованием полярографическо-
го метода [11] и применением красителя нитроси-
него тетразолия [38], напрямую показали генера-

цию О2
−● в этом процессе и затем, в результате

диспропорционирования, образование перокси-
да [11]. На основании этих исследований нами
были разработаны новые методические приемы,
позволяющие оценивать активность СОД и выяв-
лять анти/прооксидантные свойства различных
биологических материалов и химических ве-
ществ, используя полярографическую установку
или применяя краситель нитросиний тетразолий
[29, 31–37]. Обобщенные данные и выработанные
критерии оценки антиоксидантной активности и
активности СОД, включая стандартизацию усло-
вий, описаны в работе [39] и представлены на
рис. 4. 

Рис. 2.  Краткая схема-резюме хиноидного окисления адреналина.
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УЧАСТИЕ КАРБОНАТ/БИКАРБОНАТНЫХ 
ИОНОВ В ПРОЦЕССЕ АВТООКИСЛЕНИЯ 

АДРЕНАЛИНА

Обнаружено, что скорость накопления адре-

нохрома и скорость образования О2
−● (опыты с

нитросиним тетразолием) существенно зависят
от  концентрации  карбонат/бикарбонатных
ионов в используемом буфере и что эти ионы су-
щественно ускоряют автоокисление адреналина,
проявляя прооксидантные свойства [40]. Кроме
того, графики исследования зависимости степе-
ни ингибирования процесса образования адрено-

хрома и О2
−● от концентрации СОД показали,

что в реакции автоокисления адреналина образу-
ются не только супероксид-анионы, но и другие
радикальные соединения, т.е. происходит не
только одноэлектронное восстановление кисло-
рода, растворенного в буфере, с образованием

О2
−●,  но и одноэлектронное восстановление
компонентов буфера с образованием продуктов
радикальной природы [40]. Вероятными претен-
дентами могут быть растворенный в буфере диок-
сид углерода (СО2) и собственно карбонат/би-
карбонатные ионы. В рабочем 0.2 М карбонат-
бикарбонатном буфере, рН 10.5 диффузно рас-
творены как атмосферный кислород, так и СО2,
причем растворимость последнего, как известно,
в 70 раз выше, чем растворимость О2 [41–43]. Ве-
роятно, СО2, подобно кислороду, может прини-
мать электроны, высвобождающиеся в процессе
автоокисления адреналина, что приводит к обра-
зованию радикалов диоксида углерода. Анализ
литературных данных позволил сделать такое
предположение [44–49]. На представленной схе-
ме (рис. 5), позиции (1), (2) и (3а) иллюстрируют
это положение. 

Образование карбонатных анион-радикалов в
данной модели также возможно, поскольку все
необходимые для этого компоненты присутству-
ют в среде: буфер Na2CO3/NaHCO3, растворен-
ные в буфере атмосферный О2 и СО2 и вносимый
в систему адреналин, в процессе окисления кото-
рого высвобождаются электроны. Эти электроны
поступают на кислород, образуя супероксидные
анион-радикалы. Супероксид-радикалы могут
спонтанно диспропорционировать с образовани-
ем пероксида водорода, присутствие которого на-
ми было установлено в полярографических экс-
периментах с использованием каталазы [11]. Та-
ким образом, в реакционной среде, где
происходит автоокисление адреналина, присут-
ствует и образовавшийся пероксид водорода. Со-
гласно литературным данным, бикарбонатный

ион НСО3
−, взаимодействуя с пероксидом, обра-

зует промежуточный интермедиат пероксимоно-

карбонат (НООСО2−) (рис. 5, позиция 3б), фор-
мирующий впоследствии карбонатный анион-

радикал (СО3
−●)  [44–49]. Такая логика событий

позволяет предположить возможность образова-
ния карбонатных радикалов в реакции автоокис-
ления адреналина, что и было показано нами ра-
нее [40]. В пользу этих представлений указывают
и работа [50], где описаны интересные «взаимо-
отношения» в карбонат/бикарбонатных водных
системах и цитируются работы относительно воз-
можности одноэлектронного восстановления ди-
оксида углерода с образованием анион радикала

СО2
−●.  Кроме того, в работе [50] также показано,

что в обычных условиях в водных растворах кар-
бонат/бикарбонатных ионов постоянно проду-
цируются супероксид-радикалы и другие АФК и
особую роль играют именно эти ионы. Сигнал

Рис. 3. (а) – Кинетика автоокисления адреналина в
0.2 М карбонатном буфере, рН 10.5; (б) – измерение
величины оптической плотности при длине волны
480 нм (кривая 1) и 347 нм (кривая 2). Пояснения в
тексте. 
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тайрона, специфического ЭПР-зонда суперок-
сидных анион-радикалов, не обнаруживается, ес-
ли в исследуемой системе рН доведен с помощью
NaOH и отсутствуют бикарбонатные ионы. По-
казано также, что амплитуда сигнала ЭПР тайро-
на  возрастает  с  ростом  концентрации

НСО3
−/СО3

2− (рис. 5, позиция 3в) [50].

В исследуемой нами реакции в результате пре-
образования адреналина происходит активная
«доставка» в буфер электронов, которые, очевид-
но, «потребляются» как кислородом и СО2, так и
другими компонентами буфера. Полученные ре-
зультаты и анализ литературных данных впервые
позволили предположить, что в данной модель-
ной системе реакции автоокисления адреналина,
а это возможно и в организме, образуются не
только супероксид-анионы, но и карбонатные
радикалы и радикалы диоксида углерода. Уни-
кальная биологическая активность карбонат/би-
карбонатных ионов, несомненно, связана и с
этой их способностью.

Представленная на рис. 5 схема обобщает на-
ши и литературные данные, показывая, как воз-
можно образование АФК в процессе автоокисле-
ния адреналина. 

Окисляющийся до адренохрома адреналин и
его промежуточные продукты – доноры электро-
нов (этап 1). Высвобождающиеся электроны мо-
гут поступать не только на растворенный в буфе-
ре кислород, образуя супероксидные анион-ра-
дикалы (этап 2), но и на другие компоненты
используемого буфера, а именно – на растворен-
ный в буфере атмосферный диоксид углерода, что
приводит к образованию радикала диоксида угле-
рода (этап 3а). При взаимодействии бикарбонат-
ных ионов буфера и пероксида водорода, продук-
та спонтанного диспропорционирования су-
пероксида, могут образовываться карбонатные

радикалы (этап 3б, согласно работе [48]). Карбо-
натные анион-радикалы также могут образовы-
ваться из бикарбонатных ионов при участии гид-

роксил-радикала (НО●), продукта одноэлектрон-
ного окисления воды (этап 3в, согласно работе
[50]).

Поскольку в организме карбонат/бикарбонат-
ные ионы присутствуют повсеместно, нельзя ис-
ключить их участие как акцепторов, а затем доно-
ров электронов. Эти буферы – не инертные си-
стемы, а биологически активные участники в
окислительно-восстановительных реакциях и
могут быть мощными прооксидантами. Необхо-
димо это учитывать при использовании подоб-
ных буферов в ситуациях, где происходят свобод-
но-радикальные реакции. А это, как известно,
постоянно протекающие в организме нормаль-
ные окислительно-восстановительные процессы,
определяющие редокс-статус и возникающие па-
тологические случаи, связанные с окислитель-
ным стрессом. 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЕАКЦИИ 
АВТООКИСЛЕНИЯ АДРЕНАЛИНА 
ДЛЯ ПОИСКА НЕЙРОПРОТЕКТОРОВ

Как было отмечено выше, один из механизмов
этиопатогенеза болезни Паркинсона (БП) связы-
вают с процессом хиноидного окисления катехо-
ламина дофамина, прогрессирующего нейродеге-
неративного заболевания, приводящего к гибели
(аутофагии) дофаминергических нейронов [15–
19, 51–54]. Этот путь превращения катехолами-
нов описывается как «доклиническая модель БП
для поиска нового фармакологического лечения,
которое остановило бы развитие этого заболева-
ния» [18, 52, 53]. Катехоламин дофамин – это
нейротрансмиттер, который играет важную роль
в осуществлении движений. При БП происходит

Рис. 4.  Различные авторские методические приемы регистрации продуктов реакции автоокисления адреналина (схе-
ма). Обозначения: ППОА – промежуточные продукты окисления адреналина, НСТ – нитросиний тетразолий. Стрел-
ками показано нарастание оптической плотности при соответствующей длине волны или убыль (потребление) кисло-
рода из кюветы.
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неконтролируемое цитоплазматическое накопле-
ние продукта хиноидного окисления дофамина
вещества меланина (он же нейромеланин) в ка-
техоламиноергических нейронах, происходит от-
ложение белка альфа-синуклеина, Parkin-белков,
образование телец Леви, ингибирование протеа-
сом, дисфункция митохондрий, а на ранних эта-
пах заболевания – окислительный стресс и ней-
ровоспаление. Нейромеланину приписывают
роль нейротоксина, его избыточное образование
и вызывает вышеназванные процессы. В работе
[18] детально представлена биохимия БП и хи-
мизм процесса хиноидного окисления дофамина,
объясняющий один из возможных молекулярных
механизмов развития этой болезни. В биохимию
БП вовлечены различные ферментативные си-
стемы – моноаминооксидаза, катехол-орто-ме-
тилтрансфераза, DT-диафораза и другие [18, 54–
56]. И особое место принадлежит нефермента-
тивному хиноидному окислению дофамина, при
нарушении метаболизма которого происходит
избыточное образование нейротоксина нейроме-
ланина [18, 51–56]. Из аминохрома дофамина в
результате его последующих химических превра-
щений возникает нейромеланин: аминохром →
5,6-дигидроксииндол → 5,6-индолхинон → после-
дующая полимеризация с образованием нейро-
меланина [18]. Процесс происходит в дофаминер-
гических нейронах, а также астроцитах и микро-
глии в конкретных структурах мозга: s. nigra, locus
ceruleus, nucleus dorsalis п. vagi. В норме этот про-
цесс происходит в этих структурах мозга, однако
при БП характерно чрезмерное накопление ней-
ромеланина. 

В своей работе мы использовали модельную
реакцию автоокисления катехоламина адренали-
на как модель хиноидного окисления катехола-
мина для поиска соединений, способных тормо-
зить этот процесс [57]. В проведенном исследова-
нии была сделана переоценка применения
реакции автоокисления адреналина, и она ис-
пользована не только как супероксидгенерирую-
щая модель, но и как модель хиноидного окисле-
ния катехоламина с целью поиска веществ нейро-
протекторов.

Было показано, что вещества, содержащие
сульфгидрильную и, что особенно интересно и
важно и впервые показано в нашей работе, ди-
сульфидную группу, могут быть ингибиторами
хиноидного окисления. Установлено, что серосо-
держащие соединения цистеин и восстановлен-
ный глутатион, а также окисленный глутатион
ингибируют этот процесс. Они рассматриваются,
таким образом, как ингибиторы хиноидного
окисления и оцениваются как антиоксиданты.
IC50 цистеина и восстановленного глутатиона
близки и составляют 7.5 мкМ. Ингибирование
окисленным глутатионом слабее и составляет
приблизительно 50–70% относительно цистеина
и восстановленного глутатиона. Другие серосо-
держащие соединения, отличающиеся химиче-
ским строением, – аминокислоты таурин и
метионин – были неэффективны. Сделано за-
ключение, что биологически активные серосо-
держащие соединения цистеин, а также восста-
новленный и окисленный глутатион являются
специфическими ингибиторами хиноидного
окисления катехоламина и смогут, вероятно, вы-
полнять роль нейропротекторов. Предлагается

Рис. 5.  Схема, иллюстрирующая окисление адреналина в щелочной среде и связанные с ним процессы образования
различных радикалов. Объяснения в тексте. Этап 3б – цитировано по работе [48], этап 3в – цитировано по работе [50].
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использовать эти вещества в лечении и профи-
лактике БП путем направленного воздействия на
систему синтеза этих соединений в организме.
Такой подход может быть одним из способов за-
щиты клетки от токсического действия продук-
тов хиноидного окисления катехоламина и окис-
лительного стресса [57]. 

ДЕЙСТВИЕ ИОНОВ МЕТАЛЛОВ Са2+ и Mg2+ 

НА РЕАКЦИЮ АВТООКИСЛЕНИЯ 
АДРЕНАЛИНА

Известно, что ионы металлов переменной ва-
лентности (Fe, Mn, Cu, Mo и др.) являются непо-
средственными участниками цепных и окисли-
тельно-восстановительных каталитических реак-
ций. Информация об участии в таких процессах
ионов металлов постоянной валентности, биоло-

гически активных ионов Са2+ и Mg2+, не найде-
на. В нашей работе [58] было изучено действие

ионов Са2+ и Mg2+ на свободно-радикальный
процесс автоокисления адреналина. Показано,

что Са2+ и Mg2 ускоряли реакцию, причем более
эффективными были ионы кальция по сравне-
нию с ионами магния. Активация процесса авто-
окисления адреналина, наблюдаемая при 25–100

мкМ Са2+ или 100–200 мкМ Mg2+, проявлялась в
сокращении времени инициации цепной реак-
ции (лаг-период реакции) и увеличении как ско-
рости потребления кислорода, так и образования
продукта реакции окисления адреналина адрено-
хрома [58]. Хотя феномен действия ионов метал-
лов был обнаружен значительно раньше [29], объ-
яснить механизм их действия нам помогла работа
[59]. Используя методы спектроскопии, поляро-
графии и ЭПР, авторы установили механизм ак-
тивирующего действия «редокс-инертного каль-
ция и других металлов II группы с постоянной ва-
лентностью на процесс хиноидного окисления
катехоламина дофамина и пирокатехина». Авто-

ры заключили, что ионы Са2+ активируют про-
цесс автоокисления пирокатехина и дофамина за
счет дополнительного депротонирования при об-

разовании комплексов с Са2+, что и ускоряет пе-
ренос электронов на кислород, а также за счет об-

разования комплексов Са2+ с семихиноном, про-
межуточным  продуктом  автоокисления
катехоламина, продолжая таким образом процесс
окисления [59]. Следовательно, причина иссле-
дуемого феномена – комплексообразование с
кальцием, приводящее к изменению кислотно-
основных свойств с ускорением переноса элек-
тронов на кислород и ростом концентрации
орто-семихиноната кальция в реакции окисле-
ния [59]. Адреналин авторы этой работы не ис-
следовали. Очевидно, что такой механизм дей-
ствия имеет место и в процессе автоокисления

катехоламина адреналина, который исследован в
нашей работе [58]. Условия проведения экспери-
ментов в каждом их этих исследований [58, 59] су-
щественно различаются, и тем ценнее получен-
ный результат: биологически важные ионы ме-

таллов постоянной валентности Са2+ и Mg2+

активируют процесс хиноидного окисления ис-
следованных катехоламинов – адреналина [58],
дофамина и пирокатехина [59]. 

Обнаруженное действие вышеназванных ка-
тионов может указывать на их участие в свобод-
но-радикальных процессах, связанных с окисли-
тельно-восстановительными реакциями в клетке. 

Наше исследование на модельной реакции ав-
тоокисления адреналина [58] и работа [59] с ис-
пользованием непосредственно дофамина пока-
зали, что ионы металлов с постоянной валентно-
стью активируют процесс хиноидного окисления
катехоламинов. Возвращаясь к теме БП: извест-
но, что ионы металлов переменной валентности
(марганец, железо) участвуют в патогенезе БП
[18, 23, 51]. Вероятно, и ионы металлов постоян-

ной валентности Са2+ и Mg2+, которые, как пока-
зано, активируют процесс хиноидного окисления
катехоламинов, также могут принимать участие в
этих событиях, и скорее, именно ионы кальция,
поскольку они непосредственно задействованы в
синаптической передаче. Свободно-радикальные
процессы, происходящие при окислении катехо-
ламинов и восстановлении аминохромов и со-
провождающиеся образованием АФК, имеют ме-
сто при патогенезе многих заболеваний: как от-
мечено выше – в случае БП, при различных
формах шизофрении, кардиологических и онко-
логических заболеваниях [7, 12, 16, 18, 23, 60, 61].

Биологически активные ионы Са2+ и Mg2 могут,
таким образом, модулировать действие катехола-
мина в организме. 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЕАКЦИИ 
АВТООКИСЛЕНИЯ АДРЕНАЛИНА 
КАК СУПЕРОКСИДГЕНЕРИРУЮЩЕЙ 
И СУПЕРОКСИДДЕТЕКТИРУЮЩЕЙ 

СИСТЕМЫ И КАК МОДЕЛИ ХИНОИДНОГО 
ОКИСЛЕНИЯ КАТЕХОЛАМИНОВ

Наши предыдущие работы и материал
настоящего обзора, где описаны методические
возможности данной модельной системы, поды-
тоживают и определяют область практического ее
применения. Можно определять активность фер-
мента СОД и антиоксидантную активность био-
логических материалов – цитоплазматических
фракций гомогенатов тканей и биологических
жидкостей, в том числе гемолизата цельной кро-
ви и гемолизата отмытых эритроцитов; также ан-
тиоксидантную/прооксидантную  активность
фармацевтических форм (настойки, экстракты и
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т. д.), растворов различных субстанций и веществ
[27–29, 31–39, 62–64]. Особо необходимо отме-
тить, что данная методика позволяет определять
антиоксидантную/прооксидантную активность
гидрофобных соединений [34, 35], а именно жид-
ких масел. Обнаруженное проксидантное свой-
ство амарантового масла проявилось, по нашим
данным, в его биологическом действии [34, 35]. 
Следует отметить, что данная модель, ранее

обозначенная только как супероксидгенериру-
щая система, «раскрыла» и иные свои возможно-
сти: использована нами и как модель хиноидного
окисления катехоламина, открывая большие пер-
спективы ее применения для поиска нейропро-
текторов (см. выше соответствующую главу и ра-
боту [57]). Выявлена специфическая ингибирую-
щая активность серосодержащих соединений
(цистеина, восстановленного и окисленного глу-
татиона): эти вещества тормозили именно хино-
идный процесс окисления катехоламина и не
проявили своих антиоксидантных свойств в дру-
гой супероксидгенерирующей системе in vitro –
ксантин–ксантиноксидазе [57]. Известны важ-
ность и значимость гомеостаза тиолов при болез-
ни Паркинсона [51, 65–67], поэтому нами и были
выбраны именно эти вещества для исследования
в используемой модели. Лекарственные формы
цистеина и глутатиона имеются на фармацевти-
ческом рынке («Цистеин», «N-ацетил-L-цисте-
ин» и «Цистин», а также «Глутатион» и «N-аце-
тил-глутатион»), однако применение их неодно-
значно: существует проблема их биодоступности
и дороговизна, а прием перорально этих препара-
тов – исключительно для микрофлоры желудоч-
но-кишечного тракта [68–72]. Перспективно, на
наш взгляд, активировать внутриклеточный син-
тез этих соединений, которые могут предотвра-
щать хиноидное окисление, и вести поиск путей
воздействия на систему антиоксидантной защи-
ты в нейронах. Подобный подход (активации
синтеза тиоловых соединений) был предложен
ранее, но не был связан с БП [65]. Современные
знания дают возможность пытаться это делать
на уровне генетических и молекулярно-клеточ-
ных действий, а именно, через активацию пути
Nrf2-ARE (ARE-редокс-чувствительная сигналь-
ная система), что может быть эффективным сред-
ством предотвращения гибели нейронов [73–76]. 
Необходимо также отметить следующее: по-

скольку установлено, что ионы кальция активи-
руют эту реакцию и механизм их действия выяс-
нен [58, 59], следует учитывать возможность при-

сутствия Са2+ в тестируемых препаратах,
особенно растительных и других биологических
образцах, что может приводить к сокрытию анти-
оксидантного эффекта собственно субстанции. 
Уникальность данной модели и в том, на наш

взгляд, что многостадийность химических пре-

вращений катехоламинов в этой реакции, сопря-
женных также с образованием различных радика-
лов, позволяет устанавливать механизм действия
тестируемых материалов, а не только выявлять
феноменологию. Для уточнения механизма дей-
ствия исследуемых субстанций также следует
привлекать и другие модельные системы. 

Список изучаемых нами веществ из биохими-
ческого/химического и фармацевтического арсе-
нала как известных, так и новых, достаточно ин-
тересен. Антиоксидантные свойства некоторых
веществ подтверждаются [37], а некоторых, на-
пример таурина [57], ставятся под сомнение. Сле-
дует отметить, что достаточно большое количе-
ство нами исследованных веществ были не эф-
фективны. Те же соединения, которые имеют
отношение к окислительно-восстановительным
процессам, были сильнейшими анти- или проок-
сидантами, т.е. ингибировали или активировали
автоокисление адреналина (данные не опублико-
ваны). В настоящее время нами проводится скри-
нинг различных биологически активных соеди-
нений. Подобные исследования in vitro не только
выявляют  наличие  анти/прооксидантных
свойств изучаемого препарата, но и определяют в
дальнейшем стратегию исследований in vivo.

Таким образом, полученные эксперименталь-
ные данные и теоретические исследования этой
реакции расширяют представления о механизмах
свободно-радикальных процессов, происходя-
щих в организме. Разработанные нами подходы
имеют и важное практическое значение, по-
скольку дают возможность использовать реак-
цию автоокисления адреналина как супероксид-
генерирующую и супероксиддетектирующую си-
стему и также как модель хиноидного окисления
катехоламинов, что позволяет выявлять потенци-
альные нейропротекторы.
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A Chain Reaction of Adrenaline Autoxidation Is a Model 
of Quinoid Oxidation of Catecholamines 

 T.V. Sirota

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
ul. Institutskaya 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The focus of this review is on published data and our own studies of the non-trivial quinoid pathway for the
oxidation of adrenaline. Similarly, all catecholamines can be oxidized with the formation of the correspond-
ing aminochromes. This process is simulated in vitro in alkaline medium and is known as a chain reaction of
adrenaline autoxidation, the reaction products of which are adrenochrome and compounds in the radical
form such as superoxide anions (О2

− ●)  and others. As a superoxide-generating model, this reaction was used
to determine the activity of superoxide dismutase. In our studies, some new approaches have been proposed
to determine the activity of the enzyme and reveal the anti/prooxidant properties of various compounds and
materials. This pathway of the conversion of one of catecholamines (dopamine) currently is described as “a
preclinical model of Parkinson's disease”. In this regard, we offered that the reaction of adrenaline autoxida-
tion can be used for a search for substances that are able to inhibit the process of quinoid oxidation, in other
words, to detect potential neuroprotectors. Experimental and theoretical studies of this reaction provide new
insights into understanding the mechanisms of free radical processes that occur in the body. 

Keywords: catecholamines, aminochromes, аdrenaline, adrenochrome, superoxide, quinoid oxidation 
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Проведены исследования действия электрического поля на активность рекомбинантной люцифе-
разы в системе «люцифераза–люциферин–АТФ-Mg2+». Ферментативную активность определяли
по уровню биохемилюминесценции на стандартном хемилюминометре. Выявлены эффективные
частоты, вызывающие необратимые изменения активности фермента. Критерием уровня активно-
сти люциферазы служили интенсивность хемилюминесценции (Iхл) после ее выхода на стационар-
ный уровень свечения и величина постоянной времени кривой затухания после окончания стацио-
нарного свечения в связи с расходом АТФ. При действии поля с частотой 6 Гц величина I0 резко
возрастала по сравнению с контролем от (250 ± 47) имп/с до (1250 ± 75) имп/с. При этом длитель-
ность стационарного свечения сократилась приблизительно в пять раз (от 30 до 5.5 мин). Затухание
свечения τ также значительно ускорилось (в девять раз относительно контроля). При исследовании
влияния остальных экспериментально отобранных частот был обнаружен противоположный эф-
фект. Так, на частотах 12, 48 и 96 Гц активность люциферазы по сравнению с контролем была по-
давлена от двух (48 и 96 Гц) до четырех (12 Гц) раз. При действии поля с частотой 24 Гц активность
люциферазы не отличалась от контроля. 

Ключевые слова: фермент, активность, люцифераза, электромагнитное поле.

DOI: 10.31857/S0006302920040043

В основе биолюминесценции – свечения жи-
вых организмов – лежит катализируемая хеми-
люминесцентная реакция, обусловленная окис-
лением субстрата люциферина в присутствии
фермента люциферазы [1–3]. При этом люминес-
центные методы лабораторного анализа с ис-
пользованием современных высокочувствитель-
ных физических детекторов люминесценции об-
ладают явными преимуществами по сравнению с
визуальными люминесцентными и флуоромет-
рическими методами. В обзоре И.В. Березина с
соавт. [4] достаточно подробно описаны физико-
химические особенности данной системы. Там
же приводятся наиболее общепринятые пред-
ставления о механизме реакции, который удобно
описывать в две стадии:

Mg2+

1)Е + LH2 + ATФ   →   E
•LH2–AMФ + PP

–CO2

2)E•LH2–AMФ + O2  →  [P*–E
•AMФ] → hν

где: Е – люцифераза (фермент), LH2 – люцифе-
рин, ATФ – аденозинтрифосфосная кислота,

PP – пирофосфат, AMФ – аденозинмонофос-
форная кислота, P* – продукт реакции, образо-
вавшийся в элетронно-возбужденном состоянии
и служащий источником люминесценции.

Кинетической особенностью данной реакции
является жесткое соответствие уровня биохеми-
люминесценции, сопровождающей окисление
субстратов (люциферина и MgATФ), скорости
реакции (скорости образования продукта) (фор-
мула 1):

(1)

где Iхл – интенсивность биохемилюминесцен-
ции; N – количество квантов света; ЕР – количе-
ство образовавшегося продукта. 

Квантовый выход люминесценции продукта
равен единице. Реакция суммарно подчиняется
уравнению Михаэлиса–Ментен. Поэтому до тех
пор, пока фермент насыщен по обоим субстра-
там, уровень свечения имеет стационарный ха-

хл ,
[ ]

I V
dN d EP
dt dt

== =

УДК 577.3
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рактер. Дефицит какого-либо из субстратов при-
водит к быстрому затуханию свечения.

Следует отметить, что сегодня также успешно
развиваются работы в направлении исследования
воздействия колебаний акустической природы на
различные биологические объекты. Хотя одно-
значной теории формирования частотно-зависи-
мых ответов на акустическое воздействие все еще
не выработано, показаны существенные отличия
на уровне ткани в биологических эффектах не-
прерывных и модулированных волн различной
физической природы [5–7]. При этом вызывае-
мые изменения при воздействии модулирован-
ных волн выше, а степень и выраженность в боль-
шой степени зависят от частоты модуляций. Так-
же  было  показано,  что  модулированное
электромагнитное или ультразвуковое воздей-
ствие на некоторых частотах модуляции могут
вызывать изменение ферментативной активно-
сти как в сторону активирования, так и ингиби-
рования [8, 9]. В исследованиях на мозге золотых
рыбок выявлены эффективные частоты модуля-
ции, активирующие и подавляющие активность
нейронов [10] после действия амплитудно-моду-
лированных ультразвуковых волн терапевтиче-
ского диапазона интенсивностей. При работе с
непрерывным ультразвуком нами на модельном
объекте – клетках бактериальной культуры
Aliivibrio fischeri – были найдены оптимальный ре-
жим и закономерности химико-биологического и
физического воздействия при использовании по
отдельности и комбинированно для стимуляции
пролиферации и эмиссионной активности светя-
щихся бактерий [11, 12]. Увеличение интенсивно-
сти фотоэмиссии после воздействия ультразвука

интенсивностью 0.4 Вт/см2 составила 35–45% по
сравнению с контролем.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на кафедрах биофизики и
физики Московской государственной академии
ветеринарной медицины и биотехнологии имени
К.И. Скрябина. В связи с тем, что лабораторный
стенд и часть биофизических методов разработа-
ны непосредственно авторским коллективом, ни-
же будет полностью представлено описание мето-
дов, использованных в данной работе.

При исследовании действия электрических
полей на активность люциферазы применяли си-

стему «люцифераза–люциферин–АТФ-Mg2+»,
для чего использовали биолюминесцентный реа-
гент из стандартного набора «ЛЮМТЕК» № К-10
(на основе люциферазы, выделенной из рекомби-
нантных клеток E. coli, содержащих плазмиду с
геном люциферазы светлячков).

Концентрации реагентов. Содержимое флакона
лиофильно высушенного АТФ-реагента предва-

рительно разводили в 2 мл «раствора для рекон-
струкции АТФ-реагента» (также из набора
«ЛЮМТЕК» № К-10). Реконструированный рас-
твор АТФ-реагента инкубировали в течение часа;
для измерений использовали стандартные разве-
дения – к 2 мл воды для инъекций добавляли
0.05 мл реконструированного АТФ-реагента, в
результате чего рабочий раствор АТФ-реагента
содержал рекомбинантную люциферазу и люци-
ферин в избытке [13].

Активность рекомбинантной люциферазы опре-
деляли по уровню биохемилюминесценции
на стандартном  хемилюминометре  ХЛ-003
((УГАТУ, Уфа, Россия)). Регистрация сигнала
происходила в режиме подключения хемилюми-
нометра к компьютеру; в качестве программного
обеспечения служила универсальная программа
«PowerGraph». Критерием уровня активности
люциферазы служили: интенсивность хемилю-
минесценции (Iхл), после ее «выхода» на стацио-
нарный уровень свечения и величина постоянной
времени кривой затухания после окончания ста-
ционарного свечения в связи с расходом АТФ.

Кюветное отделение хемилюминометра было
дополнительно оборудовано гнездом-вкладышем
квадратного сечения (2 × 2 см). В одну пару про-
тивоположных сторон вкладыша были встроены
металлические пластины, к которым подводи-
лось переменное напряжение от специального
низкочастотного генератора лабораторного изго-
товления (рис. 1).

Генератор обеспечивал сигнал, по форме
близкий к симметричным прямоугольным бипо-
лярным импульсам (меандр, скважность близка к
единице), с частотой следования в диапазоне от 6
до 100 Гц. Максимум амплитудного значения –

Рис. 1.  Фрагмент схемы модифицированного хеми-
люминометра: 1 – низкочастотный генератор, 2 –
конденсаторные платины (металлические обкладки)
кюветы люминометра, 3 — механическая мешалка
(тефлон), 4 — кювета люминометра с реакционной
средой, 5 — фотокатод ФЭУ, 6 — ФЭУ. 
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100 В. Исследование активности фотоэмиссии
проводили на частотах 6, 12, 24, 48 и 96 Гц, кото-
рые были экспериментально установлены авто-
рами в серии предварительно проведенных испы-
таний на биологических объектах разной приро-
ды. Расстройка по частоте составляла около
±2 Гц. Электрическое поле подавали на кювету в
течение всего времени измерения. Контролем
служили аналогичные измерения без подачи на-
пряжения от генератора на конденсаторные пла-
стины кюветы.

Исходно в кювете люминометра реакционная
среда содержала люциферазу и в избытке люци-
ферин. Далее шла регистрация фонового значе-
ния хемилюминесценции. Затем реакцию иници-
ировали введением в кювету через штуцер раство-
ра АТФ (рис. 2а). Во всех случаях использовали

одну и ту же начальную концентрацию АТФ –
5⋅10–7 М.

В качестве критериев активности люциферазы
использовали интенсивность хемилюминесцен-
ции (Iхл) после выхода на стационарный уровень
свечения и величину постоянной времени кри-
вой затухания после окончания стационарного
свечения в связи с расходом АТФ (рис. 2б, форму-
ла 2):

Iст = I0exp(–t/τ) (2)

где I0 – стационарный уровень свечения; t – вре-
мя от начала затухания; τ – постоянная времени
экспоненты затухания свечения (увеличению τ
соответствует рост скорости расхода АТФ и более
высокая активность фермента).

Рис. 2.  (а) – Динамика хемилюминесценции «системы люциферин–люцифераза» (зависимость интенсивности лю-
минесценции от времени от момента внесения АТФ в систему – регистрация в реальном времени). Выход на стацио-
нарный уровень хемилюминесценции. (б) – Динамика хемилюминесценции системы «люциферин–люцифераза».
(в) – «Измерительный конденсатор»: 1 – стеклянная пластина-подложка; 2 – металлические пластины-обкладки
конденсатора; 3 – полистироловая кювета с измеряемой средой; 4 – стеклянные ограничители; 5 – клеммы для под-
ключения. (г) – Электрическая схема измерения заряда конденсатора: 1 – аккумулятор; 2 – кнопка-замыкатель («нор-
мально разомкнута») цепи; 3 – «измерительный конденсатор»; 4 – потенциометр. 
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Оценка коэффициента поглощения энергии. По-
лагая, что

SAR = σE2/ρ, (3)

где SAR – коэффициент поглощения энергии,
Е– напряженность электрического поля внутри
образца. В приближении об однородности поля
внутри образца:

Е = Е0/ε, (4)

где Е0 – внешнее приложенное поле; ε – относи-
тельная диэлектрическая проницаемость внут-
реннего содержимого кюветы-конденсатора.

Определение диэлектрической проницаемости
инкубационных смесей, использованных в работе.
Проводили измерение емкости конденсатора при
наличии между обкладками исследуемых сред
(смесей), с последующим сравнением с емкостью
того же конденсатора без наличия между обклад-
ками исследуемых смесей (сред). В этом случае
относительная диэлектрическая проницаемость
среды равнялась 

ε = Cj/C0, (5)

где Сj – емкость конденсатора со средой, С0 – ем-
кость аналогичного воздушного конденсатора.

Определение статической величины относитель-
ной диэлектрической проницаемости. Для проведе-
ния измерений был собран лабораторный стенд
(рис. 2в,г).

Металлические пластины-обкладки размером
10 × 10 см устанавливали на стеклянную подлож-
ку (во избежание утечки). Между обкладками по-
мещали полистироловую кювету (объем 50 мл,
толщина 9 мм). Для предотвращения утечки по
поверхности кюветы был предусмотрен зазор
(около 0.5 мм) между стенкой кюветы и обклад-
кой, что обеспечивалось стеклянным капилля-
ром.

Замыканием кнопки к обкладкам конденсато-
ра подключали аккумулятор. Величину разности

потенциалов (U0 = 1.5 В) регистрировали высоко-

омным (Rвх =10
12 Ом) потенциометром. При по-

мещении в кювету измеряемой среды разность
потенциалов падает до величины U1. Относитель-
ная статическая диэлектрическая проницаемость
среды (e1) в этом случае составляет

ε1 = U1/U0. (6)

Аналогичным образом определяли статиче-
скую диэлектрическую проницаемость полисти-
роловой кюветы без среды (ε2). Измеряли вели-
чину U1 для конденсатора без кюветы, а величину
U2 – вставляя кювету; избегали соприкосновения
обкладок со стенками кюветы:

εкр = ε1 + ε2. (7)

Определение величины относительной диэлек-
трической проницаемости при действии переменно-
го электрического поля. Определение проводили
мостовым методом с использованием стандарт-
ной аппаратуры. Особенность измерения состоя-
ла в том, что в соответствующую диагональ изме-
рительного моста вместо синусоидальных коле-
баний подавалось напряжение от внешнего
генератора импульсов (меандр) в диапазоне ча-
стот следования 10–100Гц. (параметры импуль-
сов те же, что и в основном тексте статьи)

ε = ε1 + ε2. (8)

Измеряемая среда (реакционная смесь). К 50 мл
воды для инъекций добавляли 0.125 мл АТФ-реа-
гента ЛЮМТЕК (лиофильно высушенный реа-
гент из набора, разведенный в 2 мл раствора для
реконструкции АТФ-реагента).

Значения диэлектрической проницаемости
реакционной смеси и полистироловой кюветы,
напряженности электрического поля внутри об-
разца, при которых проводили эксперименталь-
ные исследования, приведены в табл. 1 и 2.

Таблица 1. Диэлектрическая проницаемость реакционной смеси и полистироловой кюветы 

Параметр
Частота, Гц

0 6* 10 12 24 48 96

ε1 84.2 99.2 81.4 83.2 87.0 86.0 84.7

Стандартное отклонение 8.1 21.9 8.6 11.3 7.9 9.6 9.0

ε2 3.1 3.0 3.0 3.0 3.1 3.0 2.8

Стандартное отклонение 0.2 0.9 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1

Примечание. * – На частоте 6 Гц ошибка воспроизводимости превышала 25%, что вызвано неустойчивой работой генератора
на граничной частоте.
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Массовую плотность реакционной смеси (ρ,

кг/м3) определяли гравиметрически стандартным
способом, используя пикнометр на 2 мл. В ре-
зультате шестикратного измерения была получе-

на средняя величина, равная 1004.4 ± 0.2 кг/м3.
Удельную электропроводность инкубационной

смеси (σ, См/м) определяли на кондуктометре
стандартным способом (мостовая схема измере-
ния) на переменном (импульсном) токе при тех
же частотах. Результаты определения (табл. 3)
свидетельствуют о примерно равных значениях
удельной проводимости реакционной смеси.
Большая точность совпадения заданных значе-
ний в данном эксперименте авторам не требова-
лась.

Расчетные экспериментальные значения SAR
(табл. 4) позволяли контролировать допустимое
колебание физических параметров.

Воспроизводимость результатов. На каждой из
частот было проведено по семь повторных изме-
рений + одно контрольное измерение при вы-
ключенном поле, т. е. после каждых семи измере-
ний под действием поля проводили одно кон-
трольное для поправки на изменение реагентов

во времени (ферментативная активность не ме-
нялась; реагент хранится без изменения активно-
сти до семи-десяти суток при комнатной темпе-
ратуре).

Статистическая обработка данных проведена в
пакете прикладных программ Statistiсa 6.0. Досто-
верными считали различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При проведении исследований по поиску не-
контактных способов управления активностью
ферментов in vitro изучали действие переменного
(пульсирующего) электрического поля на интен-
сивность биохемилюминесценции – активность
люциферазы, системы «люцифераза–люцифе-

рин–АТФ-Mg2+». Авторами выявлены эффек-
тивные частоты, вызывающие необратимые из-
менения активности фермента. Влияние пере-
менных магнитных полей в последнее время
изучается в многочисленных химических и био-
химических экспериментах [14, 15]. Известно, что
взаимодействие физических полей с биологиче-
скими объектами вследствие разной глубины

Таблица 2. Напряженность электрического поля внутри образца 

Напряженность
Частота, Гц

0 6* 10 12 24 48 96

Е, В/м 57 49 59 58 55 56 57

Примечание. ε1 – Значения диэлектрической проницаемости реакционной смеси, ε2 – полистироловой кюветы. * – На
частоте 6 Гц ошибка воспроизводимости превышала 25%, что вызвано неустойчивой работой генератора на граничной
частоте.

Таблица 3. Значения удельной проводимости реакционной смеси (σ, См/м), определенные при ряде частот
следования импульсов 

σ, См/м
Частота, Гц

6 12 24 48 96

Среднее значение 1586 1576 1577 1574 1575

Стандартное отклонение 18 9 9 7 5

Примечание. σ – Удельная проводимость. При измерении величин σ и ε на частотах 6 и 12 Гц мостовым методом в качестве
нуль-индикатора баланса моста использовали специально сконструированный измерительный усилитель. На остальных
частотах нуль-индикатором служил стандартный осциллограф.

Таблица 4. Значения коэффициента поглощения энергии реакционной смеси, рассчитанные для исследуемых
частот 

Частота, Гц 6 12 24 48 96

SAR, Вт/кг 1602 1574 1572 1568 1570

Примечание. SAR – коэффициент поглощения энергии. При измерении величин σ и ε на частотах 6 и 12 Гц мостовым методом
в качестве нуль-индикатора баланса моста использовали специально сконструированный измерительный усилитель. На
остальных частотах нуль-индикатором служил стандартный осциллограф.
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проникновения может происходить как инте-
грально – на низких частотах, так и локально – на
частотах электромагнитного излучения милли-
метрового диапазона, когда во взаимодействие с
полями включаются только клетки или фермен-
ты. Так как биологические макро- и микросисте-
мы являются колебательными и динамическими,
они могут находиться на разных стадиях функци-
онирования, следовательно, каждая из них может
как иметь разную чувствительность к фактору
воздействия, так и проявлять «индивидуальный»
ответ. А в системе будут возникать вынужденные
колебания с частотой внешнего электрического
поля.

Анализ полученных нами результатов показал,
что при действии поля с частотой 6 Гц величина I0
резко возрастала по сравнению с контролем – от
250 ± 47 имп/с до 1250 ± 75 имп/с. При этом
(p< 0.05) длительность стационарного свечения
сократилась приблизительно в пять раз – от
30 мин до 5.5 мин. Затухание свечения также зна-
чительно ускорилось: значение t возросло в де-
вять раз относительно контроля (рис. 3).

Таким образом, воздействие электрического
поля с частотой 6 Гц значительно повысило ак-
тивность фермента.

При исследовании на остальных частотах был
обнаружен противоположный эффект. Так, на
частотах 12, 48 и 96 Гц активность люциферазы по
сравнению с контролем была подавлена от двух
(48 и 96 Гц) до четырех (12 Гц) раз (рис. 4).

При действии поля с частотой 24 Гц актив-
ность люциферазы не отличалась от контроля.
Сводные данные приведены в табл. 1.

Теория, объясняющая механизмы биологиче-
ского действия магнитных полей на биологиче-
ские системы, основана на факте существования
биологических эффектов комбинированных (по-
стоянного и переменного) магнитных полей при
определенных, теоретически предсказуемых зна-
чениях частот переменной компоненты поля,
формально соответствующих циклотронным ча-
стотам ряда ионов (кальция, калия, магния). В
основе расчета частот воздействия лежит Лармо-
рова прецессия как результат влияния магнитно-
го поля на электронную орбиту с появлением до-
полнительного орбитального электронного тока

Рис. 3.  Динамика хемилюминесценции при действии
поля 6 Гц. 
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Рис. 4.  Динамика хемилюминесценции при действии
поля 12 Гц. 
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Таблица 5. Параметры хемилюминесценции системы люциферин-люцифераза при действии электрического
поля различных частот 

Параметр
Частота электрического поля, Гц

Контроль 6 12 24 48 96

Iст, имп/с 250 ± 47 1250 ± 75  48 ± 17 212 ± 33 115 ± 41 123 ± 44

tст, мин 30 ± 7 5 ± 1,5 > 120 34 ± 6 67 ± 19 55 ± 12

Τ, c 29 ± 3 3 ± 1,7
Не 

установлено
32 ± 6 50 ± 7 44 ± 6
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ОЛЕШКЕВИЧ и др.

и индуцированного магнитного момента элек-
трона [16].

Особое внимание следует обратить на дей-
ствие физических полей на активность фермен-
тов из-за особенностей функционирования как
отдельных клеток (систем активного транспорта,
участие в проведении нервного импульса, в нара-
ботке энергетических эквивалентов и так далее),
так и биологических систем в целом. В связи с
этим изменение активности ферментов и показа-
телей углеводного обмена при воздействии физи-
ческих полей и вибрации может приводить к фа-
тальным для клеток и тканей последствиям [17].

Результаты изучения особенностей импеданса
биологических объектов животного происхожде-
ния под действием переменного электрического

тока в диапазоне частот от 20 до 106 Гц выявили
сложный характер частотной зависимости [18]. В
ряде работ была теоретически рассмотрена воз-
можность резонансного поглощения электромаг-
нитного поля белковыми молекулами в связи с
так называемыми дисперсионными силами взаи-
модействия [19, 20]. В белках, содержащих ряд
нейтральных и отрицательно заряженных основ-
ных боковых групп, среднеквадратичная величи-
на дипольного момента отлична от нуля, даже ес-
ли их средний постоянный момент равен нулю.
Это обусловлено тем, что число поляризованных
боковых групп в белковой молекуле обычно пре-
вышает число связанных с ними протонов, по-
этому существует множество возможных конфи-
гураций распределения протонов в молекуле, ма-
ло отличающихся по свободной энергии (за
исключением случая сильно кислых растворов).
Если предположить непрерывное распределение
основных групп молекул ферментов, то происхо-
дящие за счет флуктуации распределения прото-
нов диполь-дипольные взаимодействия между
группами могут вызывать поглощение кванта
энергии, соответствующего частоте 10 ГГц. Одна-
ко в наших экспериментах и ингибирующая, и

активирующая частота были в 109 раз ниже.

Ранее [20] уже было изучено изменение отно-
сительной активности холинэстеразы при дей-
ствии модулированного сверхвысокочастотного
электромагнитного излучения в опытах in vitro.
Анализ результатов экспериментов позволил
установить, что значимое влияние на активность
холинэстеразы – от выраженного стимулирую-
щего действия до уровня исходной активности и
наоборот – оказывали частота и интенсивность
воздействия. Это позволяет выделить модулиро-
ванное электромагнитное поле в особую группу
излучений, биологический эффект которых зави-
сит и от величины поглощенной энергии, и от ти-
па модуляции, «адресованной» к первичной ми-
шени в функционирующей системе. Все выяв-
ленные нами и другими авторами особенности

могут быть связаны с параметрическими резо-
нансными воздействиями модулирующих частот
на процессы жизнедеятельности. Следовательно,
для выработки практических рекомендаций по
применению электромагнитных и других видов
полей необходимо будет учитывать амплитудно-
частотную структуру воздействия наравне с вели-
чиной поглощенной энергии.

ВЫВОДЫ

1. Выбранный объект (система «люциферин–
люцифераза») и критерии хемилюминесценции в
качестве модели для изучения влияния перемен-
ных электрических (и других) полей на актив-
ность ферментов хорошо соответствует постав-
ленной задаче.

2. Существуют частоты колебаний электриче-
ского поля, при которых возможна значительная
активация фермента, равно как и существуют ча-
стоты, на которых возможно подавление актив-
ности фермента.

3. Выраженный характер частотной зависимо-
сти (активация при 6 Гц) не связан с амплитудой
воздействия: при всех частотах была использова-
на одна и та же амплитуда.

4. Показанные в работе эффекты по значи-
тельному неконтактному влиянию слабых элек-
трических полей на активность ферментов
позволяют считать данное направление перспек-
тивным в плане совершенствования методов био-
технологии.

Результаты, послужившие основой для данной
статьи, были предварительно представлены на
VI съезде биофизиков России (Сочи, 16–21 сен-
тября 2019 г.) [21].
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Effects of Low-Frequency Electric Field on Recombinant Luciferase Activity

 A.A. Oleshkevich, V.E. Novikov, and M.A. Danilova

Skryabin Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology, ul. Scryabina 23, Moscow, 109472 Russia 

Studies on the effects of electromagnetic field on recombinant luciferase activity in the "luciferase–luciferin–
ATP-Mg2+" system were conducted. The enzymatic activity was measured with a standard chemiluminom-
eter by the intensity of biochemiluminescence. Frequencies which cause effectively irreversible changes in
enzyme activity were identified. The criteria for the luciferase activity level were the intensity of chemilumi-
nescence (Icl), after it “reached” the stationary level of luminescence and the value of a time constant of the
decay curve after cessation of the stationary luminescence coupled to ATP consumption. In the 6 Hz elec-
tromagnetic field exposure system, the I0 value sharply increased from (250 ± 47) imp/s to (1250  75) imp/s
as compared to control while the duration of the stationary luminescence decreased by approximately five
times (from 30 to 5.5 min). Also, the decay of luminescence taccelerated significantly (by nine times relative
to control). In contrast, the opposite results were obtained while studying the effects of electromagnetic field
in other experimentally chosen frequencies. Thus, exposure to electromagnetic field in the frequency bands
of 12, 48, and 96 Hz caused a decrease of luciferase activity by 2 (48 and 96 Hz) and 4 (12 Hz) times as com-
pared to control. Following the 24 Hz electromagnetic field exposure, no difference was found between lu-
ciferase activity and control.

Keywords: enzyme, activity, luciferase, electromagnetic field
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С помощью иммуноферментного анализа определено содержание повреждений азотистых основа-
ний 8-гидрокси-2-деоксигуанозина в ДНК крови здоровых доноров и больных буллезным эпидер-
молизом после воздействия переменным магнитным полем напряженностью 550 ± 30 А/м в диапа-
зоне частот от 3 до 60 Гц in vitro. Степень окислительного повреждения ДНК при буллезном эпидер-
молизе почти в два раза выше по сравнению со здоровыми донорами. Показано, что после
обработки магнитным полем наблюдается достоверное повышение уровней содержания 8-оксогу-
анина в ДНК для обеих групп, сложным образом зависящее от частоты. Полученный эффект объ-
ясняется генерацией активных форм кислорода при воздействии магнитного поля и нарушением
процессов репарации ДНК. 

Ключевые слова: окислительное повреждение ДНК, 8-оксогуанин, низкочастотное электромагнитное
поле, активные формы кислорода, флуоресцентная спектроскопия. 

DOI: 10.31857/S0006302920040055

Переменные магнитные поля (МП) низкой
частоты занимают особое место в медицинских
исследованиях особенно в области лечения рака и
обезболивании [1–4]. Сообщается, что сочетание
МП с химиотерапевтическими препаратами дает
многообещающие результаты [4]. Предполагает-
ся, что под действием электромагнитного поля
может изменяться скорость диффузии через био-
логические мембраны, ориентация и конформа-
ция биологических макромолекул, а также состо-
яние свободных радикалов [1, 5].
Известными проявлениями стресс-реакции в

клетках являются повреждения биологически
значимых молекул и, прежде всего, ДНК. Опре-
деленные клеточные процессы, и среди них гене-
рация активных форм кислорода (АФК), многи-
ми авторами считаются ответственными за влия-
ние на структуру ДНК [5–8]. Образование АФК
приводит к повреждению первичной структуры
ДНК и накоплению однонитевых разрывов при
воздействии на лимфоциты периферической
крови человека электромагнитного поля [7]. МП
низкой частоты не вызывают тепловые эффекты

напрямую, эти поля могут воздействовать опо-
средованно, изменяя концентрацию или актив-
ность некоторых кинетически значимых молекул
в водном растворе, в частности перекиси водоро-
да, как это теоретически было показано в работе
[9].

Наиболее часто образующимся продуктом мо-
дификации азотистых оснований и одним из
ключевых биомаркеров окислительных повре-
ждений нуклеиновых кислот, опосредованных с
генерацией активных форм кислорода, является
образование  8-гидрокси-2-деоксигуанозина
(8-ОНdG) в ДНК [10, 11]. Появление в генетиче-
ском материале клетки 8-оксогуанина (8-oxoG)
приводит к дестабилизации генома, повышение
уровней содержания 8-ОНdG и его аналогов
8-гидроксигуанозина и 8-гидроксигуанина свя-
зывают с мутагенезом, старением и воспалением
[12]. 

Буллезный эпидермолиз (БЭ) – это клиниче-
ски и генетически гетерогенная группа орфанных
заболеваний, характеризующихся врожденной
склонностью к образованию булл (пузырей) на
коже и слизистых оболочках пищевода, кишеч-
ника, дыхательной системы. Эрозивно-язвенные
дефекты могут сохраняться на коже от одного ме-
сяца до нескольких лет, являясь предрасполагаю-

Сокращения: МП – магнитные поля, АФК – активные
формы кислорода, 8-ОНdG – 8-гидрокси-2-деоксигуано-
зин, 8-oxoG – 8-оксогуанин, БЭ – буллезный эпидер-
молиз.
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щим фактором к образованию плоскоклеточного
рака кожи – основной причины преждевремен-
ной смерти больных [13]. Заболевание обусловле-
но 1500 мутациями более чем в восемнадцати раз-
личных генах структурных белков дермо-эпидер-
мального соединения (KRT5 и KRT14, LAMB3,
LAMA3, LAMC2, COL17A1 и др.).

Вопросы, связанные с возможностью инициа-
ции окислительного стресса низкоинтенсивны-
ми факторами, такими как низкочастотное МП, а
также с вкладом МП в поддержание уже развив-
шегося окислительного стресса, остаются мало-
изученными.

Цель работы заключалась в оценке степени
окислительных повреждений ДНК перифериче-
ской крови здоровых доноров и больных буллез-
ным эпидермолизом после воздействия перемен-
ным МП в диапазоне частот от 3 до 60 Гц in vitro
путем определения уровня содержания 8-ОНdG в
ДНК с использованием иммуноферментного
анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследований были образцы пери-
ферической крови, собранные у добровольцев и
больных БЭ, а также водные растворы ДНК.

Выделение ДНК из крови человека. Выделение
ДНК проводили с помощью реактивов готовых
коммерческих наборов «ДНК–сорб–В» («Ам-
плиСенс», ЦНИИ эпидемиологии МЗ РФ,
Москва) сорбционным способом по методике,
подробно описанной в работе [14]. Концентра-
цию ДНК в конечном растворе определяли спек-
трофотометрически, используя коэффициент
экстинкции Е260нм = 200.

Обработка проб магнитным полем. В ходе экс-
периментов использовали разработанное нами
устройство для автоматизированного исследова-
ния биологических жидкостей в переменном МП
[15]. Обработку растворов ДНК и образцов крови
МП низкой частоты проводили в химически чи-
стой стерильной пластиковой посуде при толщи-
не слоя 2 мм. Образец помещали в центр солено-
ида, где МП с достаточной точностью можно счи-
тать однородным, поскольку размеры соленоида
много больше размеров образца. Эффективное
значение напряженности МП в месте нахожде-
ния образца составляло 550 ± 30 А/м. Измерение
напряженности МП проводили с помощью при-
бора «Экофизика-110А» (ООО «ПКФ Цифровые
приборы», Москва) с цифровым измерительным
преобразователем для измерения переменных
электрических и магнитных полей П3-80-ЕН500
(ГК «Новые технологии», Москва).

В модуль для измерения физических характе-
ристик биологических жидкостей помещали вод-
ный раствор ДНК или образцы крови. Темпера-

туру контролировали с помощью датчика темпе-
ратуры с точностью до 0.2°С, она составляла
22°С. Задавали начальную частоту МП и соответ-
ствующую напряженность и проводили обработ-
ку образца в течение 30 мин. Затем регистрирова-
ли интенсивность флуоресценции раствора ДНК
при соответствующей длине волны возбуждения,
а для образцов крови измеряли содержание
8-ОНdG. Далее микроконтроллер изменял часто-
ту МП с шагом в 0.2 Гц. 

Степень окислительных повреждений ДНК.
Степень повреждений ДНК оценивали по уров-
ням концентрации 8-оксогуанина (8-oxoG) в сы-
воротке крови, полученным в выборке из шести
больных БЭ и такого же количества здоровых до-
норов (мужчины 20–25 лет, некурящие). Сведе-
ния о больных БЭ в регионах Краснодарского
края, их возрасте и типе заболевания были полу-
чены по данным информационного центра Де-
партамента здравоохранения Краснодарского
края. 

Взятие крови проводили в пластиковые про-
бирки объемом 2.5 мл с добавлением в качестве
антикоагулянта динатриевой соли этиленди-
аминтетрацетата в конечной концентрации
2.0 мг/мл. Определение проводили методом им-
муноферментного анализа с использованием мо-
ноклональных антител к 8-oxoG. Использовали
готовый набор DNA Damage ELISA Kit, опреде-
ление осуществляли согласно протоколу. После
внесения стоп-растворов измеряли оптическую
плотность образцов при длине волны 450 нм на
микропланшетном ридере Multiskan (Thermo
Fisher Scientific, США). В каждом опыте проводи-
ли измерение не менее трех раз, определяли сред-
нее значение. Количественную оценку содержа-
ния 8-oxoG в ДНК проводили с использованием
предварительно построенной калибровочной
кривой, которая была линейной в диапазоне кон-
центраций 8-oxoG 0.94–60 нг/мл. Чувствитель-
ность метода Stress Xpress DNA Damage ELISA со-
ставила 0.59 нг/мл. 

Флуоресцентные исследования проводили на
спектрофлуориметре F-2700 (Hitachi, Япония).

Результаты обрабатывали статистически (про-
граммное обеспечение StatPlus, AnalystSoft
Inc., США). Достоверность различий между вы-
борками оценивали, используя непараметриче-
ский U-критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Водные растворы ДНК, выделенной из крови
здоровых доноров, обрабатывали магнитным по-
лем в диапазоне частот от 3 до 60 Гц при напря-
женности 550 ± 30 А/м. На рис. 1 приведены
спектры флуоресценции растворов ДНК с кон-
центрацией 0.25 мкг/мл и длиной волны возбуж-
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дения 320 нм, полученные после обработки рас-
творов МП. Наблюдаемые на спектрах максиму-
мы интенсивности в районе от 350 до 450 нм
связаны с флуоресценцией основных хромофо-
ров нуклеиновых кислот – сопряженных π-свя-
зей пуриновых и пиримидиновых оснований
нуклеотидов. Как видно из рис. 1, интенсивность
флуоресценции значительно изменялась в райо-
не второго пика при длине волны 642 ± 2 нм для
всех изучаемых концентраций ДНК в растворе.
Это, по-видимому, связано с изменением содер-
жания АФК в растворе, преимущественно с обра-
зованием синглетного кислорода, поскольку, как
известно, молекулы синглетного кислорода могут

образовывать возбужденные эксимеры (1O2)2,
которые переходят в основное состояние с испус-
канием фотона в видимом диапазоне в районе
635–645 нм [7, 16].

На рис. 2 приведена усредненная зависимость
интенсивностей флуоресценции в диапазоне вто-
рого пика водных растворов ДНК, выделенных из
крови здоровых доноров, от частоты МП. Изме-
нение концентрации ДНК в растворе в целом не
сказывалось на вид полученной зависимости.
Интенсивности флуоресценции растворов ДНК
при λmax = 642 нм были максимальны после обра-
ботки растворов МП с частотами 3, 30 и 50 Гц
(рис. 2).

Образцы периферической крови доноров об-
рабатывали МП с частотами 3, 30 и 50 Гц.
При этих частотах наблюдалось наибольшее об-
разование АФК в растворах ДНК, согласно дан-

ным, приведенным на рис. 2. Уровни концентра-
ции 8-oxoG в ДНК сыворотки крови здоровых
лиц (контрольная группа) и больных БЭ до и по-
сле обработки ЭПМ частотами 3, 30 и 50 Гц пред-
ставлены на рис. 3. В контрольной группе этот па-
раметр варьируется от 4 до 11 нг/мл, в среднем со-
ставляя 7.70 ± 1.41 нг/мл. В группе больных БЭ
уровень содержания 8-oxoG в ДНК изменяется от
10 до 22 нг/мл и в среднем достигает 14.8 ±
2.12 нг/мл. Это свидетельствует о том, что степень
окислительного повреждения ДНК при БЭ почти
в два раза выше по сравнению с контрольной
группой. После обработки образцов МП наблю-
дается достоверное повышение уровней содержа-
ния 8-oxoG в ДНК сыворотки крови для обеих
групп (рис. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Обнаруженное двукратное увеличение содер-
жания 8-oxoG в ДНК сыворотки крови больных
БЭ могло привести к структурным изменениям
спирали ДНК, представляющей из себя практи-
чески жесткие кольца оснований с несколькими
протон-донорными и протон-акцепторными
центрами и конформационно лабильный сахаро-
фосфатный остов со множеством степеней свобо-
ды [17, 18]. При повышении содержания 8-oxoG в
ДНК возможно изменение конформации ДНК за
счет изменения торсионных углов сахаро-фос-
фатного остова из-за увеличения массы окислен-
ных азотистых оснований [19] или нарушения
стэкинга азотистых оснований [20]. Это может

Рис. 1.  Спектры флуоресценции водного раствора ДНК, выделенной из крови здорового донора, после обработки МП
разной частоты, Гц: 1 – 3 Гц, 2 – 5 Гц, 3 – 10 Гц, 4 – 15 Гц, 5 – 20 Гц, 6 – 25 Гц, 7 – 30 Гц, 8 – 35 Гц, 9 – 40 Гц, 10 –
45 Гц, 11 – 50 Гц. Длина волны возбуждения λвозб = 320 нм, время облучения образцов – 30 мин, СДНК = 0.25 мкг/мл,
t = 22°C.
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оказывать определенное влияние на изменение
активности соответствующих генов в промотор-
ных участках ДНК больных БЭ [13].

Изменение количества 8-oxoG в ДНК крови
как здоровых доноров, так и больных БЭ при воз-
действии низкочастотного МП не может быть
вызвано депуринизацией модифицированных
оснований, поскольку данная модификация при-
водит не к ослаблению, а к повышению устойчи-
вости гликозидной связи. Известно, что гуанин в
ДНК имеет самый низкий окислительно-восста-
новительный потенциал среди природных осно-
ваний [17] и в большей степени подвержен окис-
лению. Как донор электронов, он способен отда-
вать свой электрон различным акцепторам,
образуя гуанин-радикал-катион, который затем
мигрирует вдоль цепи ДНК по гуанинам прыжко-
вым способом, пока не происходит его окисление
с образованием 8-oxoG [21]. Возможно, что под
действием МП с частотами 3, 30 и 50 Гц происхо-
дит и дальнейшее окисление 8-oxoG до таких
продуктов, как оксазолон, гуанидиногидантоин. 

Увеличение уровня окисленных модификаций
азотистых оснований 8-oxoG в ДНК сыворотки
крови здоровых доноров после обработки МП и
еще более существенное увеличение для уже из-
мененной ДНК больных БЭ (рис. 3), по-видимо-
му, связано с генерацией АФК при воздействии
низкочастотного МП [5, 7, 20]. Установлено, что
первичной мишенью при воздействии таких низ-
коинтенсивных физических факторов, как тепло,
видимый свет и лазерное излучение (632.8 нм),
является растворенный в водной фазе кислород
[9, 16]. Как отмечают авторы, начальным этапом
для этого процесса является переход кислорода
из триплетного в синглетное состояние. Этот пе-
реход осуществляется под воздейcтвием квантов
света с длинами волн, cоответcтвующими по-
лоcам поглощения молекуляpного киcлоpода. В
работах [22, 23] было показано, что образование

синглетного кислорода (1O2) может быть надеж-
но обнаружено при прямом лазерном возбужде-
нии кислорода в насыщенных воздухом растворах
с помощью оксигенации ловушек синглетного
кислорода. Молярные коэффициенты поглоще-
ния молекулярного кислорода, растворенного
при нормальных условиях в воде, составляют при

765 нм 1.2 ⋅ 10–3 М–1 см–1 [23]. По оценке, прове-
денной в работе [24], время жизни синглетного
кислорода в биологических системах невелико –
от 0.2 для цитоплазмы до 1 мкс для плазмы крови
и 0.05 мкс для мембраны эритроцитов, коэффи-

циент диффузии находится в пределах от 4 ⋅ 10–6

до 7 ⋅ 10–7 см2 с–1. Даже этого короткого времени
достаточно для запуска дальнейших процессов –
восстановления синглетного кислорода до су-
пероксидного анион-радикала, протонированная

форма которого дисмутирует с образованием
наиболее долгоживущей АФК – перекиси водо-
рода. Процессы образования АФК в водной среде
происходят по типу химического осциллятора
[10, 20] и постепенно затухают, если не поддержи-
ваются внешней энергией низкоинтенсивных
факторов, к которым можно отнести низкоча-
стотное МП. Процессы такого характера крайне
чувствительны к слабым резонансным воздей-
ствиям [16].

Несмотря на то что энергия низкочастотного
МП чересчур мала для какого-нибудь значитель-

Рис. 2.  Усредненная зависимость интенсивности
флуоресценции при λmax = 642 нм растворов ДНК,
выделенной из крови здоровых доноров, после обра-
ботки МП от частоты магнитного поля (n = 5, р = 0.95,
t0,95 = 2.78), СДНК= 2.5 мкг/мл, t = 22°C.

I ф
л
,
от
н.
ед
.

16

14

12

10

8

6

4

2

0
0 10

Частота, Гц
20 30 40 50 60

Рис. 3.  Содержание 8-oxoG в сыворотке крови здоро-
вых доноров (контроль) и больных буллезным эпи-
дермолизом (БЭ), после обработки переменным маг-
нитным полем с частотами 3, 30 и 50 Гц (Uэмп = 1.5,
Uкр = 3 при p < 0.01; Uкр = 7 при p < 0.05). .

С, /нг мл
30

25

20

15

10

5

0
До

обработки Частота, Гц
3 30 50

Здоровые доноры
БЭ



668

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

ТЕКУЦКАЯ и др.

ного повреждения ДНК, ее может быть достаточ-
но для перехода растворенного кислорода из три-
плетного в синглетное состояние и дальнейшей
генерации каскада АФК. В хромосомах ДНК-свя-
зывающие белки защищают ее от окислительных
повреждений, что связано как с компактной упа-
ковкой молекулы ДНК, так и с взаимодействием
белковых молекул с образующимися АФК. Одна-
ко установлено [21], что долгоживущие белковые
радикалы являются источниками продолжитель-
ного образования АФК, посредниками окисли-
тельного стресса в биологических системах и спо-
собны к переносу радикальных повреждений на
ДНК. Так, гидропероксиды гистона Н1 индуци-
руют образование 8-оксогуанина в ДНК [21]. Та-
ким образом, все образующиеся при воздействии
на растворы ДНК и образцы крови переменным
магнитным полем АФК и белковые радикалы мо-
гут атаковать молекулу ДНК, тем самым приводя
к окислительным повреждениям азотистых осно-
ваний и накоплению 8-oxoG в ДНК. Это согласу-
ется с результатами, полученными в эксперимен-
тальной работе [25], в которой на суспензии ней-
трофилов мышей была показана зависимость
величины эффекта МП (изменение внутрикле-
точной продукции АФК) от концентрации моле-
кулярного кислорода.

В работе [26] показано, что воздействие низко-
частотного МП вызывает намагниченность сре-
ды, в которой протекают химические реакции. В
частности, рассмотрена реакция взаимодействия
молекулярного кислорода с произвольным ради-
калом с образованием перекисного радикала. На-
личие ядерной поляризации снимает вырожде-
ние между квартетным и дуплетным состояниями
реакционного центра. При этом МП увеличивает
выход перекисного радикала, поскольку продукт
реакции образуется из дуплетного состояния.

В организме выработана многоуровневая си-
стема защиты и репарации повреждений, возни-
кающих при действии АФК на ДНК. Повышен-
ное содержание 8-oxoG в ДНК сыворотки крови
больных БЭ может служить биологическим мар-
кером физиологического неблагополучия орга-
низма. Очевидно, что для восстановления повре-
ждений ДНК, вызванных действием АФК, требу-
ются не только ферменты антиоксидантной
защиты, но и ферменты эксцизионной репара-
ции. По-видимому, их функционирование при
БЭ резко снижено, что не позволяет обеспечить
восстановление структуры ДНК. С другой сторо-
ны, накопление 8-oxoG в ДНК, возникающее при
воздействии низкочастотного МП, может приво-
дить к появлению новых мутаций, в том числе и
таких, которые в целом ослабляют процессы ре-
паративной регенерации. Тем самым воздействие
низкочастотного МП поддерживает и усиливает
уже развившийся окислительный стресс у боль-
ных БЭ.

Таким образом, появление и накопление
окислительных повреждений 8-ОНdG в ДНК по-
сле обработки крови здоровых доноров и больных
БЭ МП может свидетельствовать, с одной сторо-
ны, о генерации АФК при воздействии низкоча-
стотного МП, а с другой – об участии АФК в по-
вреждении ДНК.

ВЫВОДЫ

Повышение уровня концентрация 8-oxoG в
ДНК почти в два раза в выборке больных БЭ сви-
детельствует о нарушении структуры молекулы
ДНК и о значительных окислительных поврежде-
ниях в ней при данной патологии. Генерация ак-
тивных форм кислорода при воздействии пере-
менным  магнитным  полем  на  образцы
кровиin vitro приводит к накоплению содержа-
ния 8-oxoG в ДНК и дальнейшему нарушению
процессов репарации ДНК, тем самым оказывая
существенное влияние на функциональные мета-
болические свойства биосистем в целом. Полу-
ченный эффект объясняется генерацией актив-
ных форм кислорода при воздействии МП и на-
рушением процессов репарации ДНК.
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Oxidative Damage to DNA under the Influence of an Alternating Magnetic Field

 E.E. Tekutskaya*, M.G. Baryshev*, L.R. Gusaruk**, and G.P. Ilchenko*

*Kuban State University, ul. Stavropolskaya 149, Krasnodar, 350040 Russia

**Kuban State Medical University, ul. Sedina, 4, Krasnodar, 350000 Russia

An enzyme-linked immunosorbent assay was used to determine the content of nitrogenous bases, 8-hydroxy-
2'-deoxyguanosine, the form of oxidative damage, in DNA from blood of healthy donors and patients with
epidermolysis bullosa after exposure to an alternating magnetic field of strength 550 ± 30 A/m in the frequen-
cy ranging from 3 to 60 Hz in vitro. The degree of oxidative damage to DNA during epidermolysis bullosa is
almost two times higher as compared to that in healthy donors. It was shown that after exposure to a magnetic
field, a significant increase in the level of 8-oxoguanine in DNA was observed in all groups. This increase de-
pended on the frequency in a complex manner. The resulting effect is explained by the generation of reactive
oxygen species under the influence of a magnetic field and DNA repair defects.

Keywords: oxidative damage to DNA, 8-oxoguanine, low-frequency electromagnetic field, reactive oxygen species,
fluorescence spectroscopy
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Исследовано связывание лигандов с ДНК-дуплексами в ДНК-биосенсоре, когда под воздействием
флуктуаций среды (внешнего шума) флуктуирует количество лигандов в растворе. Для случая
малого заполнения получено стохастическое дифференциальное уравнение мультипликативного
типа, описывающее изменение во времени числа адсорбированных лигандов на ДНК-дуплексах.
Вычислены средняя величина и время релаксации выходного сигнала ДНК-биосенсора,
обусловленные адсорбцией лигандов на ДНК-дуплексы в флуктуирующей среде. Показано, что
мультипликативный шум уменьшает среднюю величину выходного сигнала ДНК-биосенсора.
Уменьшение сигнала имеет пороговый характер – при некотором соотношении между
параметрами адсорбции и интенсивностью внешнего шума не происходит уменьшение сигнала.
Показано, что с увеличением интенсивности внешнего шума увеличивается время релаксации
выходного сигнала ДНК-биосенсора. 

Ключевые слова: адсорбция лигандов, флуктуация среды, мультипликативный шум, ДНК-биосенсоры. 
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В настоящее время широко используются ана-
литические устройства нового поколения – био-
сенсоры. Наиболее важными и актуальными из
всех видов биосенсоров являются ДНК-биосенсо-
ры, которые применяются как в фундаментальных
исследованиях, так и в прикладных областях – в
медицине, сельском хозяйстве, охране окружаю-
щей среды и т. д. [1–5]. Следует отметить, что, в от-
личие от традиционных аналитических устройств,
ДНК-биосенсоры обладают высокой избиратель-
ностью и огромной чувствительностью [6]. Прин-
цип работы ДНК-биосенсора чрезвычайно прост
– в основе всех ДНК-биосенсоров лежит регистра-
ция высокоспецифического распознавания после-
довательностей распределения нуклеиновых кис-
лот [7]. Конструкция ДНК-биосенсора такова, что
одноцепочная молекула ДНК иммобилизована на
подложке и образует слой для распознавания. Ес-
ли в растворе есть одноцепочные ДНК, компле-
ментарные иммобилизованной ДНК, то при их ги-
бридизации образуются дуплексы ДНК. Образова-
ние дуплекса активизирует сигнал, который
передается регистрирующему устройству. Величи-

на выходного сигнала ДНК-биосенсора пропор-
циональна числу ДНК-дуплексов. 
Проблеме гибридизации ДНК посвящено

большое число работ и имеются впечатляющие
успехи [8–11]. Исследования в области термоди-
намики [8] и кинетики гибридизации ДНК [9]
представляют большой практический интерес,
поскольку их результаты используются на прак-
тике при изготовлении и использовании ДНК-
сенсоров. Следует отметить важную работу [10],
где показано, что методы статистической физики
позволяют исследовать фундаментальную про-
блему биологии – регуляцию генетической экс-
прессии. Теоретически разработан подход, опи-
сывающий процесс гибридизации ДНК на мик-
рочипах [11], который служит основой не только
для анализа многочисленных эксперименталь-
ных данных по гибридизации ДНК, но и для
практики изготовления микрочипов. 
В подавляющем большинстве случаев ДНК-

биосенсор «работает» в среде, содержащей боль-
шое количество разнообразных лигандов, кото-
рые могут адсорбироваться как на дуплексы
ДНК, так и на одиночные иммобилизованные
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молекулы ДНК. Наибольший интерес представ-
ляет случай, когда изменение выходного сигнала
происходит в результате обратимой адсорбции
лигандов на ДНК-дуплексы. Адсорбированные
лиганды неизбежно приводят к изменению вели-
чины выходного сигнала ДНК-биосенсора. Рас-
смотрим более естественный случай малости
константы скорости диссоциации ДНК-дуплек-
са, когда относительно быстрая адсорбция и де-
сорбция лигандов происходит в условиях посто-
янства числа ДНК-дуплексов. Отметим, что па-
раметры среды, в которой «работет» ДНК-
биосенсор, как правило, не строго постоянны, а
случайно флуктуируют. Эти случайные флуктуа-
ции среды (внешний шум) влияют на процесс
формирования выходного сигнала ДНК-биосен-
сора. Внешние флуктуации не имеют микроско-
пического происхождения и избавиться от них
практически невозможно. В работе [12] были
определены характерные особенности выходного
сигнала ДНК-биосенсора, когда под воздействи-
ем флуктуаций среды флуктуировало число ад-
сорбционных центров (фактически сродство) на
ДНК-дуплексе. Было показано, что шум выход-
ного сигнала ДНК-биосенсора, обусловленный
адсорбцией лигандов на ДНК-дуплексы, являет-
ся ланжевеновским. В данной работе рассмотрен
случай, когда под воздействием флуктуаций сре-
ды флуктуирует число лигандов в растворе. В
этом случае шум, связанный с адсорбцией и де-
сорбцией лигандов на ДНК-дуплексы, оказыва-
ется мультипликативным. Определены харатер-
ные особенности выходного сигнала ДНК-био-
сенсора, обусловленные адсорбцией лигандов на
ДНК-дуплексы. 

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

Чтобы исследовать «работу» ДНК-биосенсора
в флуктуирующей среде, исключим влияние
осложняющих факторов. Для этой цели примем,
во-первых, что ДНК-биосенсор работает в про-
странственно-однородной системе, т.е. нет диф-
фузионных ограничений в кинетике связывания
лиганда с ДНК; во-вторых, что ДНК-биосенсор
работает в макроскопически большой системе,
такой, что можно пренебречь внутренними флук-
туациями, интенсивность которых уменьшается с
увеличением размеров системы. Квазихимиче-
ская реакция, описывающая связывание лиганда
с адсорбционным центром на ДНК-дуплексе, бу-
дет иметь вид

k1
L + M ↔ LM, (1)

k–1

где LM – комплекс лиганда с адсорбционным
центром на ДНК-дуплексе, k1 и k–1 – константы
скоростей образования и распада комплекса ли-

ганда с ДНК-дуплексом. ДНК-дуплекс предста-
вим в виде одномерного кристалла с числом ад-
сорбционных центров N, а лиганд, имеющий на-
много меньшие линейные размеры, при
адсорбции занимает n подряд расположенных
центров адсорбции на ДНК-дуплексе. Если при-
нять, что число адсорбированных лигандов равно
x, для случая малого заполнения уравнение, опи-
сывающее изменение во времени числа адсорби-
рованных на ДНК-дуплексе лигандов, будет
иметь следующий вид [12, 13]:

dx/dt = k1cf(N – (2n – 1)x),  (2)

где cf – число свободных лигандов в растворе. За-
метим, что при n = 1 уравнение (2) описывает ад-
сорбцию при произвольном заполнении. Чтобы в
дальнейшем при переходе к концентрациям не
вводить новые обозначения, будем считать, что
адсорбция происходит в единичном объеме. Рас-
смотрим случай, когда флуктуирует число сво-
бодных лигандов в растворе cf. Чтобы анализ ре-
зультатов сделать однозначным, оставим значе-
ния других параметров на уровне их средних
значений. В подавляющем больщинстве случаев
причиной флуктуации является действие не од-
ного выделенного фактора, а действуют множе-
ство независимых факторов. В этом случае, как
известно, их суммарное воздействие, согласно
центральной предельной теореме, имеет гауссово
распределение, cf(t) можно представить в виде

суммы среднего   и гауссового шума ξ(τ), сред-

нее значение которого равно нулю, т.е.  :

(3)

где σ2с – интенсивность шума. Примем, что ин-
тенсивность шума не зависит от t, т.е. имеем ста-
ционарный шум. Принимаем, что время корреля-
ции флуктуаций внешней среды намного меньше
характерного времени изменения переменной в
системе, так что, согласно работе [14], в выраже-
нии (3) можно перейти к пределу гауссового бело-
го шума. Таким образом, принимаем, что имеем

гауссов белый шум с характеристиками:  ,

, где δ(t) – дельта-функция. Под-
ставив выражение (3) в выражение (2), получим

(4)

 Чтобы не вводить новых обозначений в урав-
нении (4) и далее, знак черты усреднения над па-
раметрами опущен, оставлен лишь у параметра,
флуктуирующего под воздействием внешнего
шума. Поскольку, как это видно из уравнения (4),

fc

() 0tξ =

2
f f с() (),ct c t= +σ⋅ξ

() 0tξ =

(0) ( ) ( )t tξ ⋅ξ =δ

c c

c 1f 1

1

() () (),

() ( (2 1)) ,

() ( (2 1)).

dx f x gx t
dt

fx kc N n x kx

gx k N n x
−

= +σ⋅ ⋅ξ

= − − −

= − −
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АРАКЕЛЯН и др.

случайная функция умножается на переменную
x, то уравнение (4) относят к классу мультиплика-
тивных стохастических дифференциальных урав-
нений. Процедура решения уравнения (4) следу-
ющая. Вначале для уравнения (4) выписывается
соответствующее уравенение Фоккера–Планка,
а затем, используя это уравнение, получают урав-

нение для моментов. Поскольку флуктуирующий
параметр аппроксимирован гауссовым белым
шумом, то, согласно работе [14], в этом случае
стохастическое дифференциальное уравнение (4)
интерпретируется в смысле Стратановича и соот-
ветствующее уравнение Фоккера–Планка для не-
го, как показано в работе [14], имеет вид

(5)

где P(x,t) – вероятность того, что в системе в момент
времени t имеется ровно x адсорбированных на

ДНК-дуплексе лигандов. Для получения уравнения
для моментов перепишем уравнение (5) в виде

(6)

 В работе [15] приводится подробный вывод
уравнений для моментов произвольного порядка.
Следуя работе [15], легко получить дифференци-

альное уравнение для  , которое имеет вид

(7)

 Подставив в уравнение (7) значение A(x) из
уравнения (6) с учетом явных выражений для fc(x)
и g(x), получим следующее окончательное урав-
нение, описывающее изменение во времени
среднего числа адсорбированных на ДНК-дуп-

лексе лигандов   в виде

(8)

Принимаем, что в начальный момент времени
на ДНК-дуплексе не было лигандов, т.е. при на-

чальном условии  . Из решения уравнения
(8) получим следующее выражение для среднего
числа адсорбированных на ДНК-дуплексе лиган-
дов:

(9)

Для случая малого шума, когда можно принять
α > 0, из уравнения (9) при стремлении времени к
бесконечности получим стационарное значение
среднего числа адсорбированных на ДНК-дуп-

лексе лигандов   в виде

(10)

Принимаем, что выходной сигнал ДНК-био-
сенсора через единицу площади биосенсора I(t),
обусловленный адсорбцией лигандов на ДНК-
дуплексе, пропорциален числу адсорбированных
на ДНК-дуплексе лигандов x(t), т.е. I(t) = γx(t), где
γ – коэффициент пропорциональности. В этом
случае среднее значение выходного сигнала

ДНК-биосенсора равно  , т.е.

(11)

 а стационарное значение сигнала равно

(12)

 Важной характеристикой выходного сигнала
ДНК-биосенсора является время релаксации
сигнала. Из формулы (11) следует, что время ре-
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лаксации выходного сигнала ДНК-биосенсора
равно

(13)

Из уравнения (13) видно, что с увеличением
концентрации лигандов в растворе время релак-
сации сигнала уменьшается. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как и следовало ожидать, при отсутствии
внешнего шума, т.е. при условии σс = 0, стацио-
нарное значение среднего числа адсорбирован-
ных на ДНК-дуплексе лигандов (10) в точности
совпадает с соответствующим решением детер-
минированного уравнения (2) (для определения
стационарного значения адсорбированных на
ДНК-дуплексе лигандов следует приравнять пра-
вую часть уравнения (2) к нулю и найти xst). Как
следует из уравнений (10) и (11), стационарное
значение среднего числа адсорбированных на
ДНК-дуплексе лигандов и среднее значение сиг-
нала зависят от интенсивности внешнего шума
σ2с,  что является прямым следствием мультипли-
кативности шума [14]. Заметим, что в случае ад-
дитивного ланжевеновского шума это не так –
стационарное значение среднего числа адсорби-
рованных на ДНК-дуплексе лигандов не зависит
от интенсивности внешнего шума [12]. Из урав-
нения (11) видно, что зависимость среднего вы-
ходного сигнала ДНК-биосенсора, обусловнен-
ного адсорбцией лигандов на ДНК-дуплексе, от
интенсивности внешнего шума имеет пороговый
характер. Анализ уравнения (11) показывает, что
при заданном уровне интенсивности внешнего

12
2 2c

1 1f 1(2 1) (2 1) .
2

k n kc k n

−

−

 σ
τ= + − − − 
 

шума сигнал отсутствует, когда число лигандов в
растворе меньше некоторого определенного зна-
чения, которое определяется из условия равен-
ства нулю числителя в выражении (12). Это значе-
ние равно

(14)

Для удобства построения графиков и анализа
результатов, перепишем выражение (12) в безраз-
мерном виде:

(15)

где Y – безразмерный сигнал ДНК-биосенсора,
X– безразмерная концентрация лигандов в рас-
творе, K – константа равновесия квазихимиче-
ской реакции (1). Графики зависимостей (15)
представлены на рис. 1. Кривые построены при
n= 1 (при других значениях n кривые качествен-
но не отличаются от случая n = 1). Из рис. 1 вид-
но, что наличие внешнего мультипликативного
шума приводит к уменьшению сигнала ДНК-
биосенсора, обусловленного адсорбцией и де-
сорбцией лигандов на ДНК-дуплексы. Из рис. 1
также видно, что если интенсивность внешнего
шума отлична от нуля, то существует область ма-

лых чисел лигандов в растворе   (малых концен-
траций), при которых отсутствует сигнал ДНК-
биосенсора. Из выражения (12) также следует, что
с увеличением как интенсивности внешнего шу-
ма, так и k1 эта область расширяется.
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Рис. 1.  Зависимости сигнала ДНК-биосенсора Y от концентрации лигандов в растворе X. Графики рассчитаны по
формуле (15) при n = 1. Верхняя кривая соответствует детерминированному случаю, когда отсутствует внешний шум
(σc = 0). Средняя кривая соответствует случаю, когда C = D = 0.2, нижняя кривая когда C = D = 0.4.
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АРАКЕЛЯН и др.

Для удобства построения графиков и анализа результатов перепишем уравнение (13) в безразмер-
ном виде:

(16)

где Y – безразмерное время релаксации сигнала,
X– безразмерная концентрация лигандов в рас-
творе, K – константа равновесия квазихимиче-
ской реакции (1). На рис. 2 представлена зависи-
мость времени релаксации выходного сигнала
ДНК-биосенсора от концентрации лигандов в
растворе. Кривые построены при n = 1 (при дру-
гих значениях n кривые качественно не отлича-
ются от случая n = 1). Из рис. 2 видно, что с уве-
личением интенсивости как внешнего шума, так
и k1 увеличивается время релаксации, причем
при малых концентрациях лигандов это увеличе-
ние проявляется более значительно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в работе в условиях, когда под
воздействием внешнего шума флуктуирует число
лигандов в растворе, вычислены среднее число
лигандов, адсорбированных на ДНК-дуплексе, а
также средняя величина сигнала ДНК-биосенсо-
ра, обусловленная адсорбцией лигандов на ДНК-
дуплексах ДНК-биосенсора. Определены неко-
торые характерные особенности выходного сиг-
нала ДНК-биосенсора.
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Adsorption of Ligands on DNA Duplexes under the Influence of the Fluctuating Medium 
Causes a Change in DNA-Biosensor Output Signal

 V.B. Arakelyan*, A.P. Antonyan**, M.A. Parsadanyan**, M.A. Shahinyan**, and P.O. Vardevanyan**

*Faculty of Physics, Yerevan State University, ul. A. Manoogiana 1, Yerevan, 0025 Armenia

**Faculty of Biology, Yerevan State University, ul. A. Manoogiana 1, Yerevan, 0025 Armenia

In this study we report on ligand binding to DNA-duplexes in DNA-biosensor when the number of ligands
in the solution fluctuates under the influence of the fluctuating medium (external noise). A multiplicative
stochastic differential equation, which takes into account the time-dependent change in the number of bound
ligands to DNA-duplexes is obtained for a system with small amounts of the studying samples. DNA-biosen-
sor output signal average value and relaxation time that depend on adsorption of ligands on DNA-duplexes
in fluctuating medium have been calculated. It is shown that multiplicative noise decreases the average value
of DNA-biosensor output signal. The deterioration in the signal has its threshold level –at a certain ratio be-
tween the adsorption parameters and the intensity of external noise no deterioration in the signal occurs. It is
shown that the relaxation time of the output signal of DNA-biosensor increases along with increasing external
noise intensity.

Keywords: adsorption of ligands, medium fluctuation, multiplicative noise, DNA-biosensors
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Построены несколько типов нейросетей с памятью. Каждая из них была обучена на полном геноме
мыши для предсказания интрон-экзонной структуры гена. Было проведено сравнение нейросетей
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Сплайсинг – один из ключевых механизмов в
обеспечении белкового разнообразия у эукарио-
тических организмов. Сплайсинг также регули-
рует стабильность различных вариантов мРНК.
Сравнение экспрессии транскриптов в разных
тканях человека показало, что мозг, печень и се-
менники имеют самые высокие уровни альтерна-
тивного сплайсинга, при этом в разных тканях
могут преобладать разные типы альтернативного
сплайсинга [1].
В нервной системе важным фактором, завися-

щим от альтернативного сплайсинга, является
пространственная локализация транскриптов [2].
Кроме того, обнаружено, что активность нейро-
нов может оказывать влияние на вырезание ин-
тронов [3], что, в свою очередь, влияет на экс-
прессию целевых белков и является механизмом
тонкой настройки работы нейронов в различных
условиях их функционирования [4]. 
Альтернативный сплайсинг обеспечивает раз-

нообразие транскриптов не только внутри кле-
ток, но и между ними. При формировании
нервной системы происходит дифференцировка
клеток-предшественников в различные типы
нейронов и глии. С помощью выделения рибосо-
мо-ассоциированной РНК из разных типов ней-
ронов было обнаружено достоверное различие
наборов альтернативных сплайс-изоформ РНК в
разных типах клеток, что может свидетельство-
вать о том, что альтернативный сплайсинг вовле-
чен в процесс дифференциации нейронов в ходе
развития нервной системы [5].
В настоящее время существует множество ал-

горитмов для поиска и аннотации сплайс-изо-

форм in silico. В качестве основы алгоритма могут
быть использованы графы де Брюина, жадные ал-
горитмы, графы перекрытий и другие. Однако
почти все алгоритмы предназначены для обра-
ботки данных, полученных с помощью различ-
ных вариаций секвенатора Illumina. Если же для
получения данных используется иной секвена-
тор, алгоритмы могут ошибаться, так как боль-
шая часть современных алгоритмов для определе-
ния сплайс-изоформ работает с множеством
небольших отдельных чтений (100 п.н.), выров-
ненных на референсный геном. Последователь-
ности, получаемые с помощью таких приборов
как IonTorrent или Oxford Nanopore, представля-
ют собой небольшой набор достаточно длинных
(свыше 500 пар нуклеотидов) контигов, которые
должен последовательно обрабатывать алгоритм.
Еще одной возможной областью применения ал-
горитма, работающего с длинными последова-
тельностями нуклеотидов, является поиск и ан-
нотация интронов в NGS-данных различного
происхождения, уже собранных в транскрипты,
что может быть полезно при аннотации сборок. 

Чтобы выстроить достаточно эффективный
алгоритм выделения сплайс-изоформ, необходи-
мо воспользоваться методами, которые способны
эффективно выделять паттерны из последова-
тельности. К таковым можно отнести методы ма-
шинного обучения, которые успешно использу-
ются в самых разных областях вычислительной
молекулярной биологии. В частности, примера-
ми использования этих методов могут служить
классификация событий сплайсинга [6] и влия-
ния полиморфизмов на патогенность [7]. 
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МЕТОДЫ

Для поиска интрон-экзонной структуры генов
использовали несколько моделей машинного
обучения с памятью, подходящих для обработки
одномерных последовательностей. Модель долж-
на запоминать самые устойчивые паттерны и за-
бывать незначимые. Такие задачи очень распро-
странены в различных областях вычислительной
лингвистики и обработки изображений. Для этих
целей используются различные виды рекуррент-
ных нейронных сетей. Дополнительным аргумен-
том в пользу выбора этих моделей может служить
то, что, при правильной стратегии обучения, мо-
дель может быть устойчива к ошибкам секвени-
рования. 

В качестве первого слоя нашей нейронной се-
ти (см. рис. 1) мы использовали одномерный
сверточный слой нейронов с размером окна в
2 п.н. На втором слое нашей модели мы использу-
ем два вида рекуррентных сетей – однонаправ-
ленная GRU-сеть [9] и LSTM-сеть [8], двунаправ-
ленная GRU и LSTM-сеть. Третий слой исполь-
зуется для предотвращения переобучения модели
с помощью дропаута. Все реализации нейросетей
строили с помощью пакета keras для языка про-
граммирования Python версии 3.8.

Тестирование нейросетей проходило в два эта-
па – на первом этапе нейросеть обучалась с помо-
щью искусственных данных. Данные об интрон-
экзонной структуре генов брали из аннотации.
При помощи аннотации генома мыши были вы-
делены полные последовательности генов, для
которых были сформированы характеристиче-
ские векторы по следующему правилу: 0 соответ-
ствует нуклеотидам, попавшим в интроны, 1 – в
экзоны. Далее выборка делилась на обучающую и
тестовую в соотношении 80% (обучающая выбор-
ка) и 20% (тестовая). Вычислительные экспери-
менты по обучению сетей проводили для разных
объемов окон последовательности, а именно 600,
700, 800, 1000 п.н. Для поиска коэффициентов
моделей использовался метод оптимизации AD-
AM [10]. Результаты для наших моделей показаны
в таблице.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В определенных условиях вырезание интронов
может быть подавлено, поэтому сети, обученные
отличать участки интронов от участков экзонов,
могут использоваться для опознавания ситуации,
в которой происходит такое подавление. Это дает
возможный путь для экспериментальной провер-
ки разработанного алгоритма.

На втором этапе уже предобученную сеть те-
стировали на наборе экспериментальных данных,
полученных с помощью секвенатора IonTorrent.
Для этого были отсеквенированы транскриптомы
образцов нейроглиальной культуры гиппокампа
крысы [11], два из которых были обработаны пла-
диенолидом – реагентом, который ингибирует
процесс сплайсинга, два же были оставлены в ка-
честве контроля. Экспериментальный и кон-
трольный образцы были собраны с помощью
сборщика SPAdes [12] в контиги. N50 для полу-
чившейся сборки был равен 1022 п.н. для кон-

Рис. 1.  Схема нейросети, используемой для предска-
зания интрон-экзонной структуры гена.

‚2̂ 5‡6†4 ̂ 1†5̂ 2‡0

conv d_1: Conv DI I

bidirectional_   (gru_1): ‚2idirectional (GRU)1

dropout_1: Dropout

den e_1: Den es s

Таблица 1. Средняя величина корректно предсказанной принадлежности нуклеотидов для разных типов
нейронных сетей

Тип сети 600 700 800 1000

Однонаправленная GRU 65% 74% 71% 80%

Двунаправленная GRU 82% 84% 91% 92%

Однонаправленная LSTM 72% 72% 80% 82%

Двунаправленная LSTM 93% 71% 67% 81%
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трольных образцов и 913 п.н. для эксперимен-
тальных образцов. 

Вычислительный эксперимент заключался в
следующем: разделить контрольные и экспери-
ментальные (с «застрявшими» интронами) кон-
тиги. С этой целью для каждой группы были вы-
браны 50 случайных контигов, для которых была
произведена разметка интрон-экзонной структу-
ры с помощью разработанной программы. Пред-
полагалось, что те последовательности, в которых
длина интронов больше пороговой, – экспери-
ментальные. В противном случае контиг опреде-
лялся как принадлежащий к контрольной группе.
Далее на основе количества обнаруженных ин-
тронов контиги классифицировались на кон-
трольные и экспериментальные. Для иллюстра-
ции классификации построена ROC-кривая
(рис. 2) для нейросети, которая на этапе тестиро-
вания показала наилучший результат. Как видно,
полученные нейросети обеспечивают достаточно
неплохой уровень классификации, даже при ис-
пользовании обучения на организмах, с близкой,
хотя и иной видовой принадлежностью.

Работа большей части нейросетей, в том числе
свойства обучающей выборки и архитектура каж-
дой отдельно взятой сети по-прежнему является
«черным ящиком» для исследователей, и пара-
метры, обеспечивающие эффективную работу се-
ти на тех или иных данных, подбираются эмпири-
чески. В дальнейших исследованиях планируется
подробно разобрать вопросы эффективности той
или иной архитектуры, особенно связанные с ме-
тодами выбора и обучения тех или иных нейрон-
ных сетей. Например, в ходе подготовки данной
работы были также рассмотрены архитектуры Se-
q2Seq и сети, основанные на механизмах внима-
ния. Несмотря на более сложное внутреннее
устройство, эти сети не показали каких-либо зна-

чимых результатов в предсказании интрон-эк-
зонной структуры. 

Отдельным вопросом для исследования явля-
ются границы применимости нейросетей, обу-
ченных на одних видах, для предсказания интро-
нов в геномах других видов, эволюционно доста-
точно далеких. Это чрезвычайно важно для
аннотации геномов новых модельных организ-
мов, таких как, например, виноградная улитка. С
одной стороны, ее геном и транскриптом чрезвы-
чайно важны для задач по исследованию памяти
[13]. С другой стороны, из-за обилия повторов и
отсутствия близкородственных видов ее аннота-
ция имеющимися алгоритмами крайне затруд-
нена. 
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This paper suggests several models of long short-term memory neural networks. We trained every model on
a full mouse genome to predict the exon-intron structure of a gene. In this work we compare the performance
of the neural networks in the test sample and experimental material obtained after screening rat brain cells
treated with splicing inhibitors. 
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Изучено участие изохинолизиновых производных кумарина в пероксидазной реакции, катализиру-
емой комплексом цитохрома c с кардиолипином. Исследованы производные кумарина, известные
как C-314 (coumarin-314), C-334 (coumarin-334) и C-525 (coumarin-525) и считающиеся специфиче-
скими физическими активаторами хемилюминесценции, сопровождающей реакции липидной пе-
роксидации. Спектрофотометрически исследовано действие метанола на структуру цитохрома c,
изучены оптические свойства указанных веществ в среде фосфатного буфера. Также проведено
спектрофотометрическое исследование с параллельной регистрацией хемилюминесценции смеси,
в которой протекает липопероксидазная реакция, катализируемая комплексом цитохрома c с кар-
диолипином в присутствии изохинолизиновых производных кумарина. Установлена обратимость
действия метанола на структуру цитохрома c, что доказывает возможность использования данного
спирта при исследовании этого белка, определены положения максимумов поглощения и соответ-
ствующие им значения коэффициентов молярного поглощения в среде 20 мМ фосфатного буфера
(pH 7.4) для C-314 (λmax = 447.5 нм; ε = 32360.4 л/моль∙см), C-334 (λmax = 460 нм; ε = 44012 л/моль∙см)
и C-525 (λmax = 460 нм; ε = 32703.6 л/моль∙см). Показано, что изохинолизиновые производные ку-
марина являются субстратами пероксидазной реакции, катализируемой комплексом цитохрома c с
кардиолипином, расход этих веществ за время среднестатистического опыта по измерению хеми-
люминесценции (322 с) для C-314, C-334 и C-525 составляет 32, 38 и 26% соответственно. 

Ключевые слова: апоптоз, хемилюминесценция, комплекс цитохрома c с кардиолипином, пероксидаза,
изохинолизиновые кумарины, спектрофотометрия. 

DOI: 10.31857/S0006302920040080

Апоптоз, или запрограммированная гибель
клеток организма, является причиной многих па-
тологий [1–6]. Ключевую роль при запуске апо-
птоза по митохондриальному пути играет ком-

плекс цитохрома c с кардиолипином (ЦитC-КЛ),
обладающий липопероксидазной активностью,
обуславливающей разрушение мембран митохон-
дрий [7–23], что приводит к выходу различных
проапоптотических факторов в цитозоль [24–28].

Собственная и активированная хемилюминес-
ценция. Хемилюминесценция – это свечение, ко-
торое является результатом перехода различных
метаболитов из электронно-возбужденного со-

Сокращения: ЦитC-КЛ – комплекс цитохрома c с
кардиолипином, ТОКЛ –тетраолеилкардиолипин, C-314 –
изохинолизиновое производное кумарина, coumarin-314,
C-334 – изохинолизиновое производное кумарина, cou-
marin-334, C-525 – изохинолизиновое производное
кумарина, coumarin-525.
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стояния в основное, причем далеко не каждый
акт подобного перехода сопровождается высве-
чиванием фотона [29, 30].

Впервые испускание биообъектами светового
излучения очень слабой интенсивности было об-
наружено в конце первой трети прошлого века
В.В. Лепешкиным [31, 32] и А.Г. Гурвичем [33].
Впоследствии было показано, что хемилюминес-
ценция обусловлена протеканием свободноради-
кальных реакций, главным образом – взаимодей-
ствием жирнокислотных пероксил-радикалов
[34, 35].

Благодаря образованию большого количества
энергии в элементарном акте радикальной реак-
ции, часть которой выделяется в виде фотонов,
хемилюминесцентная методика изучения сво-
боднорадикальных процессов дает адекватное
представление об их протекании в исследуемой
системе [30, 37], позволяя оценить скорость реак-
ции образования свободных радикалов [29, 36],
на что не способен метод электронного парамаг-
нитного резонанса [30, 36].

С тех пор, как собственная хемилюминесцен-
ция была показана на объектах растительного [38]
и животного [39] происхождения, при помощи ее
регистрации исследуют различные биологиче-
ские системы [30, 35, 40–42]. Однако интенсив-
ность собственной хемилюминесценции крайне
мала, к тому же зачастую перед исследователями
стоит задача изучить не свободнорадикальные
процессы в исследуемом образце в общем и це-
лом, а исследовать вполне конкретные радикалы,
к примеру, оценить наличие в исследуемой систе-
ме радикалов липидов, но данный метод реги-
страции абсолютно неспецифичен [30].

В силу этого приходится применять так назы-
ваемые активаторы, обуславливающие гораздо
более высокий квантовый выход, нежели при
собственной хемилюминесценции. Их можно
разделить на две группы: 1) хемилюминесцент-
ные зонды, или химические активаторы, – веще-
ства, химически реагирующие с участниками или
продуктами свободнорадикальной реакции и пе-
реходящие при этом в электронно-возбужденное
состояние [30]; 2) физические активаторы –
вещества, которые усиливают свечение за счет
физического процесса миграции (перехвата)
электронно-возбужденного состояния от участ-
ников и/или продуктов свободнорадикальной ре-
акции без непосредственного химического взаи-
модействия с ними [30, 35, 36, 41, 43]. 
Изохинолизиновые производные кумарина. В

настоящей работе мы исследовали изохинолизи-
новые производные кумарина, известные в ан-
глоязычных источниках как coumarin-314, cou-
marin-334 и coumarin-525 (сокращенно С-314,
С-334 и С-525 соответственно, структурные фор-
мулы приведены на рис. 1), которые до настояще-
го исследования практически общепринято счи-
тались специфичными для липидных радикалов
физическими активаторами хемилюминесцен-
ции, не реагирующими с участниками реакции
[12, 41, 44–46]. 
Кумарины – группа ненасыщенных аромати-

ческих лактонов, в основе которых лежит лактон
цис-орто-оксикоричной кислоты – 5,6-бензо-α-
пирон (кумарин) [50]; многие из этих веществ ис-
пользуются в качестве лазерных красителей [51].
Из трех изучаемых нами производных кумари-

на в литературе уделяется наибольшее внимание
кумарину С-525, показанному в качестве актива-

Рис. 1.  Формулы кумарина и изучаемых изохинолизиновых его производных [47]: (а) – кумарин, базовое вещество
группы кумаринов, к которому присоединяются различные заместители и/или циклические группы; (б) – Coumarin-
314; (в) – Coumarin-334; (г) – Coumarin-525.
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тора хемилюминесценции в 1995 г. [46]. Он ис-
пользовался как физический активатор хемилю-
минесценции во многих работах с целью опреде-
ления гидропероксидов липидов в системе

«липидный субстрат – Fe2+» [41, 44–46, 49, 53]. В
данной системе механизм этого усиления хеми-
люминесценции – это, по-видимому, перенос
энергии от молекулы кетона в электронно-воз-
бужденном состоянии (первичного продукта ре-
комбинации пероксил-радикалов) на флуорес-
центный уровень С-525 [44]. Однако стоит заме-
тить, что С-525 за счет наличия в своей структуре
пуриновой группировки в определенных услови-
ях проявляет антиоксидантные свойства, т.е. вза-
имодействует со свободными радикалами [48]. В
работе [12] методом индуцированной C-525 хеми-
люминесценции изучалось радикальное окисле-
ние кардиолипина, находящегося в комплексе с
цитохромом c, т.е., по сути, эту работу можно в
определенной степени считать предтечей нашего
исследования. Авторами работы [51] в качестве
механизма действия C-525 был назван перенос
энергии из триплетных состояний карбонилов,
образующихся в самореакции перекисного ради-
кала через механизм Рассела или разложением
1,2-диоксетана. Исходя из вывода авторов [51],
что C-525 не подходит для изучения перекисного
окисления липидов, катализируемого пероксида-
зой хрена, в силу его нестабильности в этой си-
стеме, можно предположить, что в системе, где в
роли пероксидазы выступает цитохром c в ком-
плексе с кардиолипином [7, 12, 14, 18, 19, 48, 54–
57], C-525 может быть сам субстратом этой реак-
ции. 

Настоящее исследование проводилось нами с
целью выяснения того, справедливо ли считать
изохинолизиновые  производные  кумарина
C-314, C-334 и C-525 физическими активаторами
хемилюминесценции, не реагирующими с ком-
понентами изучаемой системы. Достижение ука-
занной цели предполагает выполнение задач: 

1). Отработка процедуры исследования: вы-
числение коэффициентов молярного поглоще-
ния изучаемых изохинолизиновых производных
кумарина, подтверждение допустимости наличия
метанола в экспериментальных пробах.

2). Спектрофотометрический анализ течения
пероксидазной реакции, катализируемой ЦитC-
КЛ в присутствии изохинолизинового производ-
ного кумарина.

3). Изучение хемилюминесценции, сопровож-
дающей катализируемую ЦитC-КЛ пероксидаз-
ную реакцию, без активатора и в присутствии
изохинолизинового производного кумарина.

4). Выдвижение гипотезы относительно того,
как именно изохинолизиновые производные ку-
марина участвуют в катализируемой ЦитC-КЛ
реакции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы следующие реак-
тивы: КH2PO4, 20 мМ буферный раствор (рН 7.4);
пероксид водорода, 8.6 М водный раствор (Sigma-
Aldrich, США); кумарин С-314, 500 мкМ мета-
нольный раствор, приготовленный из навески
необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); кума-
рин С-334, 1 мМ метанольный раствор, приготов-
ленный из навески необходимой массы (Sigma-
Aldrich, США); кумарин С-525, 250 мкМ мета-
нольный раствор, приготовленный из навески
необходимой массы (Sigma-Aldrich, США); цито-
хром с, 1 мМ раствор, приготовленный из навес-
ки необходимой массы (Sigma-Aldrich, США);
1,1’,2,2’-тетраолеилкардиолипин (ТОКЛ), 6 мМ
метанольный раствор, приготовленный из навес-
ки необходимой массы (Avanti Polar Lipids,
США).

Растворы вышеуказанных веществ в более
низких концентрациях приготовляли методом
последовательных разведений, кратность разбав-
лений не превышала десяти.

Спектрофотометрический анализ изменения
конформации (развертывания) цитохрома c в мета-
ноле и в комплексе с кардиолипином. Измерения
проводили на спектрофотометре Specord 200
(Analytik Jena, Германия) с использованием кю-
вет из кварцевого стекла с длиной оптического
пути 1 см. Спектры регистрировали в пробе объе-
мом 3 мл в диапазоне 650–750 нм, в качестве рас-
творителя использовали 100 мМ фосфатный бу-
фер с pH 7.4. Опытная проба, содержащая 50 мкМ
раствор цитохрома c и 50% (по объему) метанола,
для установления факта обратимости или необра-
тимости действия метанола на структуру цито-
хрома c была разбавлена в пять раз растворите-
лем. В качестве контролей выступали растворы
цитохрома c с концентрацией 50 и 10 мкМ.

Спектрофотометрические измерения для выве-
дения концентрационной зависимости оптической
плотности кумаринов C-314, C-334 и C-525. Из ме-
танольного 1 мМ раствора кумарина C-334,
500 мкМ раствора кумарина C-314 или 250 мкМ
раствора кумарина C-525 нами был приготовлен
25 мкМ раствор, который использовали в спек-
трофотометрических измерениях, проводимых
по следующей схеме: после измерения раствора
изначальной концентрации методом последова-
тельных разведений готовили растворы меньших
концентраций. 

Регистрация серии спектров поглощения смеси,
в которой протекает липопероксидазная реакция. В
кювету спектрофотометра добавляли 300 мкл
100 мкМ раствора цитохрома c, 150 мкл 6 мМ рас-
твора ТОКЛ, 75 мкл 1 мМ раствора С-334, или
150 мкл 500 мкМ раствора С-314, или 300 мкл
250 мкМ раствора С-525, а также – 300 мкл
2150 мкМ раствора перекиси водорода (в кон-
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трольных измерениях H2O2 заменяли фосфатным
буфером), общий объем пробы составлял 3 мл,
данный объем доводили добавлением необходи-
мого количестваа 20 мМ фосфатного буфера. Пе-
рекись водорода добавляли в последнюю очередь.
Далее в течение двух часов регистрировали спек-
тры поглощения при следующих параметрах:
диапазон измерения 300–600 нм, скорость изме-
рения 5 нм/с, шаг (дискретность) 0.5 нм, ширина
щели 5 нм, время регистрации спектра – пример-
но одна минута.

Объемы растворов и данные концентрации ре-
активов были подобраны нами по результатам
подготовительных экспериментов, а концентра-
ции цитохрома c и ТОКЛ взяты с расчетом на оп-
тимальное их соотношение, равное 1:30, как было
показано в работе [15].

Регистрация хемилюминесценции во время ли-
попероксидазной реакции. Исследования по изме-
рению хемилюминесценции проводили на хе-
милюминометре «Lum-5773» (ООО «ДИСофт»,
Россия), подключенном к компьютеру с про-
граммным обеспечением «PowerGraph». Перед
началом каждой серии измерений хемилюмино-
метр калибровали по ураниловому стеклу.

Кювету, содержащую: 300 мкл 100 мкМ цито-
хрома c, 150 мкл 6 мМ метанольного раствора
ТОКЛ, 75 мкл 1 мМ метанольного раствора
C-334, или 300 мкл 250 мкМ метанольного рас-
твора C-525, или 150 мкл 500 мкМ раствора C-314,
растворенных в 20 мМ фосфатном буфере объе-
мом 2175 мкл и 2100 мкл соответственно, помеща-
ли в кюветное отделение хемилюминометра и за-
пускали регистрацию, через 550 с извлекали кю-
вету и добавляли в нее 300 мкл 2150 мкМ перекиси
водорода с дальнейшей регистрацией свечения до
выхода его к фоновым значениям.

В итоге система имела следующий количе-
ственный состав на момент начала липоперокси-
дазной реакции: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкл
ТОКЛ, 215 мкМ H2O2.

Вычисление концентраций на основании серий
спектров поглощения. Концентрации цитохрома c
и кумариновых производных, изменяющиеся в
процессе течения липопероксидазной реакции,
катализируемой ЦитC-КЛ, вычисляли для каж-
дого зарегистрированного спектра. Вычисление
проводили на основании закона Бугера–Ламбер-
та–Бера для смеси веществ посредством решения
системы уравнений, характеризующих значение
оптической плотности смеси на длинах волн, со-
ответствующих пикам поглощения цитохрома c и
производного кумарина [52], по следующей фор-
муле:

где CC – концентрация производного кумарина,
моль/л; A1 – значение оптической плотности (по-
глощения) на длине волны, равной 409 нм (поло-
са Соре – пик поглощения порфириновой груп-
пы цитохрома c); A2 – значение оптической плот-
ности  (поглощения)  на  длине  волны,
соответствующей максимуму поглощения произ-
водных кумарина (447,5 нм для C-314 и 460 нм для
C-334 и C-525); ε1,P – коэффициент молярного
поглощения цитохрома c на длине волны 409 нм;
ε2,P – коэффициент молярного поглощения ци-
тохрома c на длине волны, соответствующей мак-
симуму поглощения производных кумарина;
ε1,C– коэффициент молярного поглощения ис-
следуемого производного кумарина на длине вол-
ны 409 нм; ε2,C – коэффициент молярного погло-
щения производного кумарина на длине волны,
соответствующей максимуму поглощения произ-
водных кумарина; l – толщина кюветы (длина оп-
тического пути), см, в нашем случае она равня-
лась 1 см; CP – концентрация цитохрома c,
моль/л.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отработка процедуры исследования. Спектро-
фотометрический анализ изменения конформации
(развертывания) цитохрома c в метаноле и в ком-
плексе с кардиолипином. При изучении ЦитC-КЛ
зачастую используются растворы, растворителем
в которых является метанол: это и стоковый рас-
твор кардиолипина, и стоковые растворы иссле-
дуемых в настоящей работе активаторы хемилю-
минесценции – производных кумарина. При
этом на определенных этапах эксперимента кон-
центрация спирта в образце может быть весьма
существенной.  Однако  низкомолекулярные
спирты вызывают изменение структуры белков,
заключающееся в частичном развертывании гло-
бул вследствие дегидратации белков [58], очевид-
но, что цитохром c в вышеупомянутых случаях
меняет свою конформацию, что может повлиять
на адекватность полученных экспериментальных
данных. Поэтому нами была поставлена задача
проверить, обратимо ли действие метанола на
структуру цитохрома c. Для этого в среде 100 мМ
фосфатного буфера при pH 7.4 было зарегистри-
ровано значение оптической плотности в пике
поглощения в области 700 нм, соответствующем
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РОМОДИН и др.

железосерным связям в молекуле цитохрома c. В
качестве опытной пробы мы использовали
50 мкМ раствор цитохрома c в 50% метаноле, да-
лее разбавленный в пять раз, в качестве контро-
лей использовали 50 мкМ и 10 мкМ растворы ци-
тохрома c; результаты эксперимента представле-
ны на рис. 2.

По данным из спектров на рис. 2 50% метанол
вызывает полное разрушение железо-серных свя-
зей в молекуле цитохрома c (кривая 1, контроль
без метанола – кривая 2), однако разбавление
этого раствора в пять раз фосфатным буфером
приводит к их восстановлению (кривая 3, кон-
троль без метанола – кривая 4). 

По данным проведенной нами с помощью па-
кета «MS Excel 2016» обработки, при разбавлении
в пять раз раствора цитохрома c с объемной долей
метанола 50% восстановилось, судя по значению
поглощения, (93.69 ± 1.04)%n=5;p=0,95 железо-
серных связей в растворе цитохрома c, причем не-
обходимо указать, что за 100% нами было взято
значение поглощения 10 мкМ раствора цитохро-
ма c, в котором полностью отсутствует метанол, а
в опытной пробе его объемная концентрация со-
ставляет 10%. Вышесказанное указывает на допу-
стимость использования метанольных растворов
без риска искажения результатов вследствие на-
рушения метанолом молекулярной структуры
цитохрома c. 

Спектрофотометрические свойства кумаринов
C-314, C-334 и C-525 в среде с 20 мМ фосфатного
буфера. При использовании математического вы-
ражения закона Бугера–Ламберта–Бера нами
были показаны следующие значения коэффици-
ентов молярного поглощения (ε) исследуемых
производных кумарина и цитохрома c в среде

20 мМ фосфатного буфера (pH 7.4). Пик погло-
щения C-314 приходится на длину волны 447.5 нм
(ε = 32360.4 л/моль∙см), C-334 – на 460 нм
(ε = 44012.0 л/моль∙см), C-525 – на 460 нм
(ε = 32703.56 л/моль∙см). Значение ε C-314, C-334
и C-525 на длине волны 409 нм составляет
12562.4, 9240.0 и 14987.26 л/моль∙см соответствен-
но. Значение ε для цитохрома c на длинах волн
409, 447,5 и 460 нм составляет 90740, 13890 и
8620 л/моль∙см соответственно.

Также необходимо сказать несколько слов о
растворимости изучаемых производных кумари-
на. C-334 в сравнении с двумя другими кумарино-
выми красителями показал более высокую рас-
творимость и в метаноле (получалось пригото-
вить даже 4 мМ растворы), и в среде фосфатного
буфера (видимых признаков коллоидного раство-
ра не наблюдалось вплоть до концентраций
40 мкМ).

Спектрофотометрический анализ течения пе-
роксидазной реакции, катализируемой ЦитC-КЛ, в
присутствии изохинолизинового производного ку-
марина. Для оценки участия или неучастия изохи-
нолизиновых производных кумарина в липопе-
роксидазной реакции нами при параллельной ре-
гистрации хемилюминесцентного сигнала была
зарегистрирована серия спектров поглощения
смеси, в которой протекала липопероксидазная
реакция, катализируемая комплексом цитохрома
c с тетраолеилкардиолипином.

Результаты экспериментов по регистрации се-
рии спектров поглощения и общего хемилюми-
несцентного сигнала показаны на рис. 3–5. На
основании значения оптической плотности в пи-
ке поглощения изохинолизинового производно-
го кумарина нами была вычислена его концен-
трация, также мы вычисляли концентрацию ци-
тохрома c, вычисление концентраций проводили
на основании закона Бугера–Ламберта–Бера [52]
с упрощением, заключающемся в том, что изуча-
емая реакционная смесь в математической моде-
ли представлена как смесь не реагирующих друг с
другом двух веществ – цитохрома c и изохиноли-
зинового производного кумарина (C-314, C-334
или C-525), так как на рассматриваемых длинах
волн кардиолипин и перекись водорода
имеют низкие значения оптической плотности и
практически весь вклад в общее поглощение сме-
си в диапазоне длин волн 405–465 нм вносят ци-
тохром c и изохинолизиновое производное кума-
рина.

На рис. 3 представлены результаты этого экс-
перимента с присутствием в реакционной смеси
кумарина C-314. Как видно из графиков, в первые
30 мин липопероксидазной реакции происходит
резкое уменьшение концентрации изохинолизи-
нового производного кумарина, C-314.

Рис. 2.  Обратимость действия метанола на состояние
связей Fe–S в молекуле цитохрома c. Кривая 1 –
50 мкМ цитохром c в 50%-м метаноле, кривая 2 –
50 мкМ цитохром c, кривая 3 – 10 мкМ цитохром c в
10%-м метаноле (разбавленная в 5 раз предыдущая
проба 1), кривая 4 – 10 мкМ цитохром c.

По
гл
о
ще
н
ие
 з
а 
в
ы
че
т
о
м

св
ет
ор
ас
се
я
н
ия
, 
от
н.
 е
д.

0.020

0.018

0.016

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

Длина волны, нм
750650 670 690 710 730

2

4

3
1



ИЗОХИНОЛИЗИНОВЫЕ ПРОИЗВОДНЫЕ КУМАРИНА 685

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

На рис. 4 представлены результаты аналогич-
ного эксперимента с присутствием в реакцион-
ной смеси C-334, он также расходуется в процессе
реакции.

Рис. 5 представляет эксперимент с C-525, кон-
центрация которого тоже резко снижается в тече-
ние первых 10 мин реакции.

Хемилюминесценция, сопровождающая катали-
зируемую ЦитC-КЛ реакцию. Была проведена ре-
гистрация хемилюминесценции, сопровождаю-
щей катализируемую ЦитC-КЛ реакцию при до-

бавлении каждого из изучаемых производных
кумарина, а также – без их добавления. В силу то-
го, что хемилюминесценция системы в присут-
ствии различных производных кумарина была
примерно одинакова как по кинетике, так и по
амплитуде вспышек, но отличалась от таковой
для системы без добавления кумариновых краси-
телей, на график мы решили вывести результат
измерения только с одним производным кумари-
на, сравнив его с хемилюминесценцией системы
без красителя.

Рис. 3.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-314,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-314 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-314 в первые минуты реакции.
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Рис. 4.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-334,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-334 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-334 в первые минуты реакции.
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Как видно из приведенных на рис. 6 хемилю-
минесцентных кривых, свечение, сопровождаю-
щее пероксидазную реакцию, катализируемую
ЦитC-КЛ, в присутствии изохинолизинового
производного кумарина ниже, чем наблюдаемое
в его отсутствие. Этот, на первый взгляд, стран-
ный результат объяснен ниже при обсуждении.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Из рис. 3–5 следует, что изохинолизиновые
производные кумарина, C-314, C-334 и C-525, яв-
ляются субстратами липопероксидазной реак-

ции, катализируемой ЦитC-КЛ. График на
врезках на рис. 3–5 характеризует снижение кон-
центрации изохинолизиновых производных ку-
марина в течение первых ≈5.4 мин пероксидазной
реакции. В подавляющем количестве работ по из-
мерению хемилюминесценции продолжитель-
ность этого измерения не превышает 5 мин. По-
этому для использования изохинолизиновых
производных кумарина в качестве активаторов
хемилюминесценции при изучении пероксидаз-
ной реакции, катализируемой ЦитC-КЛ, целесо-
образно определить степень расхода активаторов
за это время. Таким образом, в первые 322 с рас-
ходуется 32% C-314, 38% C-334 и 26% C-525. Ука-
занные данные позволяют в будущих работах вы-
числять поправочные коэффициенты для их ис-
пользования в интерпретировании данных
кумарин-активированной хемилюминесценции,
сопровождающей катализируемую ЦитC-КЛ пе-
роксидазную реакцию.

Появляется весьма логичный и закономерный
вопрос: как же быть с результатами авторов работ
[44–46, 51], показавших изохинолизиновые про-
изводные кумарина как физические активаторы
хемилюминесценции, не расходующиеся в ходе
пероксидазной реакции. Ответ на этот вопрос до-
статочно прост: в перечисленных исследованиях
происходила пероксидазная реакция, катализи-

руемая свободными ионами Fe2+ в водной фазе, в
случае же пероксидазной реакции, катализируе-
мой ЦитC-КЛ, взаимодействие с субстратом про-
текает скорее в липидной фазе, каковой является
кардиолипиновая оболочка, образующаяся во-
круг молекулы цитохрома c [15, 17]. В липидной
фазе производные кумарина, в отличие от водной

Рис. 5.  Пероксидазная реакция в системе начального состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ, 25 мкМ C-525,
215 мкМ H2O2. (а) – Серия спектров поглощения смеси: 1 – спектр поглощения смеси без H2O2, 2 – спектр
поглощения через 15 с после начала реакции, 3 – через 5 мин, 4 – через 59 мин, 5 – через 120 мин. (б) – Уменьшение
концентрации цитохрома c (кривая 1) и C-525 (кривая 2) в процессе реакции, на врезке – уменьшение концентрации
C-525 в первые минуты реакции.
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Рис. 6.  Суммарная интенсивность хемилюминесцен-
ции в диапазоне длин волн 300–650 нм смеси началь-
ного состава: 10 мкМ цитохрома c, 300 мкМ ТОКЛ,
215 мкМ H2O2 без добавления производного кумари-
на (кривая 1) и в присутствии 25 мкМ C-334
(кривая2).
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фазы, по нашим соображениям, являются непо-
средственными субстратами липопероксидазной
реакции, занимая место липидного субстрата в
пероксидазном цикле, подробно описанном в ра-
ботах [59, 60]. Также необходимо упомянуть, что
авторами работы [51] была замечена нестабиль-
ность концентрации C-525 в системе, в которой
протекала ферментативная липопероксидазная
реакция, катализируемая пероксидазой хрена.

Место изохинолизиновых производных кумари-
на в пероксидазном цикле. Напомним о процессах,
являющихся составляющими пероксидазного
ферментативного цикла – замкнутой последова-
тельности превращений, происходящих с фер-
ментом-пероксидазой, которым является и цито-
хром c в комплексе с кардиолипином [15]. Так на-
зываемый «исходный фермент-пероксидаза»
содержит гем с трехвалентным железом. После
взаимодействия исходного фермента с Н2О2 в ре-
зультате его двуэлектронного окисления образу-
ется так называемый компаунд 1 – это соедине-
ние со степенью окисления на 2 большей, чем та,
что была у исходного фермента (т.е. исходный
фермент с двумя окисленными эквивалентами):
соединение, в котором есть два «дополнитель-
ных» неспаренных электрона [60], представлен-
ное двумя переходящими друг в друга формами,
подробно описанными в работе [59] для перокси-
дазы хрена. В большинстве случаев компаунд 1
берет себе один электрон от субстрата окисления,

которым является липид, восстанавливаясь до
компаунда 2, который может вернуться к состоя-
нию исходного фермента путем окисления еще
одной молекулы липида [60], а образовавшиеся
липидные радикалы запускают каскад реакций
перекисного окисления липидов [61]. Необходи-
мо также заметить, что авторы работы [60] приво-
дят на схеме пероксидазного цикла способ вос-
становления компаунда 1, альтернативный ради-
кальному  окислению  липида:  окисление
перекиси водорода с образованием супероксид-

ного радикала ·O2
– и его восстановление до моле-

кулярного кислорода компаундом 2.

На основании полученных выводов нами была
составлена схема участия изохинолизиновых
производных кумарина в пероксидазном цикле,
представленная на рис. 7.

В предполагаемом нами механизме изохино-
лизиновое производное кумарина претерпевает
радикальное окисление компаундом 1 при его
превращении в компаунд 2 и компаундом 2 при
его восстановлении до исходного фермента. 

Далее нам необходимо ответить на вопрос, яв-
ляются ли кумариновые красители химическими
активаторами хемилюминесценции, индуциро-
ванной пероксидазной реакций. В работе [62]
предложен утвердительный ответ на этот вопрос
на основании предположения об уменьшении их
концентрации на основании снижения оптиче-

Рис. 7.  Предполагаемое участие изохинолизиновых производных кумарина в липопероксидазной реакции. Условные
обозначения: Enz – пероксидаза, содержащая трехвалентное железо, компаунд 1 – окисленная пероксидаза, содержа-
щая четырехвалентное железо и радикал), компаунд 2 – пероксидаза, содержащая четырехвалентное железо или ра-
дикал), CoumarinH – исходное изохинолизиновое производное кумарина, Coumarin* – радикал изохинолизинового
производного кумарина.
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ской плотности реакционной смеси (непосред-
ственные значения концентраций в той работе не
вычислялись). Однако тот факт, что C-314, C-334
и C-525 – субстраты реакции, еще не говорит о
том, что они подобно люминолу являются хими-
ческими активаторами хемилюминесценции
[63], так как, в отличие от последнего, продукты
окисления кумариновых красителей комплексом
ЦитC-КЛ не испускают фотонов. Доказатель-
ством этого служат хемилюминесцентные кривые
на рис. 6. Так как мы использовали ТОКЛ, прак-
тически не подвергаемый окислению в ходе пе-
роксидазной реакции, липидные радикалы почти
не образовывались, поэтому кумарины не акти-
вировали хемилюминесценцию. Однако при
этом сами кумариновые красители активно всту-
пали в реакцию (графики снижения концентра-
ций – на рис. 3–5). Следовательно, активно обра-
зовывались и их окисленные продукты, но ника-
кого сильного свечения они не давали. Кривая 1
на рис. 6 характеризует хемилюминесценцию от
изучаемой системы без кумаринов, собственную
хемилюминесценцию, индуцированную данной
реакцией.

ВЫВОДЫ

В работе показана допустимость применения
метанольных растворов в исследованиях функ-
ций цитохрома c при условии, что в момент непо-
средственного исследования объемная доля мета-
нола не превышает 10% и что на предварительных
стадиях выполнения метода приготовления экс-
периментальной пробы она не превышает 50%.

Определены длины волн положения максиму-
мов поглощения изохинолизиновых производных
кумарина и соответствующие им значения коэффи-
циентов молярного поглощения в среде 20 мМ фос-
фатного буфера (pH 7.4): 32360.4 л/моль∙см на
447.5 нм для C-314, 44012.0 л/моль∙см на 460 нм для
C-334 и 32703.6 л/моль∙см на 460 нм для C-525. Кон-
центрация изохинолизиновых производных кума-
рина, равная 25 мкМ, признана нами оптимальной
для исследования ферментативных реакций липид-
ной пероксидации в среде фосфатного буфера.

Показано, что изохинолизиновые производ-
ные кумарина расходуются в процессе катализи-
руемой комплексом цитохрома c с кардиолипи-
ном пероксидазной реакции. Методом спектро-
фотометрии определено, что в первые 322 с этой
реакции расходуется примерно: 32% C-314, 38%
C-334, 26% C-525. Это время равно продолжи-
тельности среднестатистического опыта по изме-
рению хемилюминесценции.

Показано, что хемилюминесценция, индуци-
рованная катализируемой комплексом цитохро-
ма c с кардиолипином пероксидазной реакцией,
при наличии в смеси кумаринового активатора

слабее, чем в его отсутствии. Это объясняется
различиями в механизме течения реакции.

Нами была выдвинута гипотеза, согласно кото-
рой изохинолизиновые производные кумарина –
субстрат катализируемой комплексом цитохрома c с
кардиолипином пероксидазной реакции, окисляю-
щийся при восстановлении окисленных форм пе-
роксидазы. 
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Isoquinoline Coumarin Derivatives as Chemiluminescence Activators 
in Reactions of Lipid Peroxidation
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*Skryabin Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology,
ul. Akademika Skryabina 23, Moscow, 109472 Russia

**Institute of Regenerative Medicine of Sechenov First Moscow State Medical University, Ministry of Health of the Russian 
Federation, Trubetskaya ul. 8/2, Moscow, 119991 Russia 

***Lomonosov Moscow State University, Leninskiye Gory 1, Moscow, 119991 Russia 

****Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation,
ul. Ostrovityanova 1, Moscow, 117997 Russia 

*****Shubnikov Institute of Crystallography, Federal Research Center “Crystallography and Photonics” of the Russian 
Academy of Sciences, Leninskii prosp. 59, Moscow, 119333 Russia 

******Lebedev Physical Institute, Russian Academy of Sciences, Leninskii prosp. 53, Moscow, 119991 Russia 

The objective of this study was to focus on participation of isoquinoline derivatives of coumarin in peroxidase
reaction catalyzed by the cytochrome c–cardiolipin complex. We have studied coumarin derivatives called
coumarin-314 (C-314), coumarin-334 (C-334) and coumarin-525 (C-525). These substances are known as
specific physical activators of the chemiluminescence accompanying lipid peroxidation reaction. The effect
of methanol on the structure of cytochrome c has been investigated employing spectrophotometry, phosphate
buffer has been used to explore the optical properties of these substances. A spectrophotometric study and the
measurements of the chemiluminescence intensity of a mixture in which lipoperoxidase reaction is catalyzed
by the complex of cytochrome c with cardiolipin in the presence of isoquinoline derivatives of coumarin have
been conducted simultaneously. Our findings show that the effect of methanol on the structure of cyto-
chrome c is reversible indicating possible use of this alcohol in the study of this protein. Positions of absorp-
tion maxima and corresponding values of molar absorption coefficients in 20 mM phosphate buffer
(pH 7.4) are determined for C-314 (λmax = 447.5 nm, ε = 32360.4 l/mol∙cm), C-334 (λmax = 460 nm,
ε = 44012 l/mol∙cm), and C-525 (λmax = 460 nm, ε = 32703.56 l/mol∙cm). We also demonstrated that iso-
quinoline derivatives of coumarin are substrates of peroxidase reaction catalyzed by the complex of cyto-
chrome c with cardiolipin. Mass f low of these substances during an average statistical experiment in measure-
ment of chemiluminescence (322 s) for C-314, C-334 and C-525 amounted to 32, 38 and 26%, respectively. 

Keywords: apoptosis, chemiluminescence, cytochrome c/cardiolipin complex, peroxidase, isoquinoline coumarin,
spectrophotometry
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Рассмотрено участие природных радикалов в одноэлектронных процессах жизнедеятельности кле-
ток. Показано, что коферменты, имея промежуточные свободно-радикальные хиноидные и семи-
хиноидные формы, могут взаимодействовать с каротиноидами, образуя комплексы с переносом за-
ряда с полосой поглощения 1030 нм. При этом комплекс может выполнять активную светособира-
ющую функцию при фотосинтезе вплоть до 1100 нм с передачей энергии от хлорофиллов a и b на
комплекс. Исследования сорбции фермент-кофакторной системы «алкогольдегидрогеназа–нико-
тинамидадениндинуклеотид» на гидрофобном электропроводном носителе показали, что макси-
мальная активность фермент-кофакторной системы проявляется при последовательной сорбции
кофермента, а затем апофермента. Важную роль играет ориентация биокаталитической системы на
матрице иммобилизации. 

Ключевые слова: радикалы, коферменты, каротиноиды, комплекс с переносом заряда, сорбция,
иммобилизация.
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Известно, что к радикалам относят атомы или
молекулы, имеющие неспаренный электрон, ко-
торый определяет их высокую нестабильность и
активность, связанную со стремлением радика-
лов захватить или отдать лишний электрон. В
биологических объектах различают природные и
чужеродные радикалы. Известно, что чужерод-
ные радикалы на основе кислорода образуются в
результате физического или химического воздей-
ствия на клетки живых организмов. Радикалы по-
вреждают аминокислоты и белки, дезорганизуют
клеточные структуры и биологические мембра-
ны. Доказана роль чужеродных свободных ради-
калов в развитии таких болезней, как рак, атеро-
склероз, инфаркт миокарда, инсульт, ишемия;
заболеваний нервной и иммунной систем, лег-
ких, печени, почек, крови, кожи; также они вы-
зывают преждевременное старение [1, 2].

Для снижения агрессивного влияния радика-
лов на организм человека и животных в биологи-
ческих объектах имеются специализированные
ферментные системы, а также природные биоор-
ганические соединения и синтетические соеди-

нения антиоксидантной защиты для нейтрализа-
ции радикалов. Роль антиоксидантной защиты
выполняют биокатализаторы: супероксиддисму-
таза, каталаза, глутатионзависимая пероксидаза,
трансфераза, которые понижают негативное воз-
действие радикалов путем удаления перекисных
соединений. В настоящее время выделено боль-
шое число фенольных соединений, которые об-
ладают антиоксидантными свойствами, напри-
мер, витамины Е (α-токоферол), К1 (филлохи-
нон) и К2 (менахинон), убихиноны, триптофан,
фенилаланин, а также значительное количество
растительных и животных пигментов: каротино-
иды, флавоноиды, фенолкарбоксильные кислоты
[3]. Механизм антиоксидантной защиты сводит-
ся к их взаимодействию со свободными радика-
лами и превращению последних в неактивные
молекулы, обеспечивая таким образом обрыв це-
пи свободнорадикального окисления. 
В отличие от чужеродных радикалов, в живых

системах преобладают природные радикалы [4],
которые образуются в результате ферментатив-
ных реакций и выполняют ключевую роль в про-
цессах жизнедеятельности клеток: в реакциях
биосинтеза, окислительного фосфорилирования,
регуляции липидного обмена, процессах митоза,

Сокращения: ADH – алкогольдегидрогеназа, LDH –
лактатдегидрогеназа.
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метаболизма и др. Ежесуточно каждая клетка ге-
нерирует миллионы соединений, обладающих
естественной радикальной природой, которые
участвуют в жизненно важных одноэлектронных
биохимических процессах, связанных с отдачей
или приобретением электронов. Существенную
роль в радикальных окислительно-восстанови-
тельных реакциях клетки выполняют кофермен-
ты NAD, NADP, FAD, FMN, CoQ и др., которые
являются акцепторами электронов для одной
группы ферментов в полиферментном комплексе
и донорами для другой. Коферменты способны
образовывать  промежуточные  радикальные
структуры и комплексы с переносом заряда в био-
логических мембранах, обеспечивая перенос
энергии и транспорт электронов. При этом вос-
становление и окисление метаболитов сопровож-
дается циклической ферментативной регенера-
цией коферментов. Основными из ряда перенос-
чиков  redox-эквивалентов  (протонов  и
электронов) в клетках являются коферменты
NAD, NADP, FAD, FMN, CoQ. Установлено, что
в молекулах NAD и NADP в каталитическом акте
участвует никотинамидный нуклеотид. Во мно-
гих биохимических redox-реакциях никотина-
мидный нуклеотид NAD и NADP восстанавлива-
ется либо окисляется с присоединением или от-
дачей электронов и протонов. Реакция протекает
через две одноэлектронные стадии, образуя про-
межуточный свободный радикал NAD·. 

Коферменты FAD, FMN, а также их предше-
ственник рибофлавин (витамин В2) имеют
изоаллоксазиновую гетероциклическию систему,
участвующую в окислительно-восстановитель-
ных ферментативных процессах. Восстановление
изоаллоксазинового кольца протекает в две ста-

дии. На первой в результате переноса электрона
образуется свободный радикал семихинон, кото-
рый затем присоединяет второй электрон, пере-
ходя в восстановленную форму кофермента. 

Отличительным признаком FAD по отноше-
нию к FMN является наличие дополнительной
гетероциклической системы – аденина, присо-
единенного к изоаллоксазиновому нуклеотиду
гибкой пирофосфатной цепью. Исследования
флюоресценции FAD показали, что в водных рас-
творах изоаллоксазиновый и адениновый нук-
леотиды кофермента располагаются параллельно
друг другу, вследствие чего наблюдается сильное
тушение флюоресценции кофермента. Это стало
основанием для предположения об образовании
комплексов с переносом заряда между аденино-
вым и изоаллоксазиновым нуклеотидами [5]. Су-
ществование комплексов с переносом заряда в
FAD объясняют гидрофобным взаимодействием
нуклеотидов и их параллельным расположением
в молекуле. 

Важнейшая роль в транспорте окислительно-
восстановительных эквивалентов в мембранах
митохондрии и хлоропластах отводится мобиль-
ному небелковому переносчику – убихинону (ко-
ферменту Q6 и Q10). Убихинон (CoQ) имеет
структуру хинона, он широко распространен в
митохондриальной мембране. Известно, что же-
лезо-серные центры биокатализаторов передают
электроны коферменту Q. В процессе восстанов-
ления кофермент Q изменяет свою химическую
структуру через форму свободного радикала – се-
михинона [6]. Принимая при этом один элек-
трон, убихинон приобретает радикальную форму
коэнзима Q, образуя полувосстановленную фор-
му – убисемихинон-радикал. Второй электрон
переводит этот радикал в полностью восстанов-
ленный гидрохинон.

На основании вышеизложенного можно за-
ключить, что коферменты в клетках образуют вы-
сокоактивные промежуточные свободные ради-
калы в виде хиноидов и семихинонов, которые
участвуют в ферментативных окислительно-вос-
становительных реакциях. Приобретая электрон
и протон от субстрата, кофермент восстановлива-
ется и, обратно, при отдаче электрона и протона
наблюдается его окисление. Перенос энергии и
электронов в фермент-кофакторный комплекс
возможен через систему образования комплексов
с переносом заряда.

В работе рассматриваются вопросы о роли при-
родных радикалов коферментов в окислительно-
восстановительных биокаталитических реакциях и
в процессах, связанных с переносом энергии и
электронов в активный центр окисидоредуктаз с
участием липидо-каротиноидной структуры клет-
ки. Приводятся данные по ориентации оксидоре-
дуктаз: алкогольдегидрогеназы (ADH) и лактатде-
гидрогеназы (LDH) на электропроводном обрат-
нофазовом сорбенте, моделирующим гидро-
фобный монослой биологической мембраны. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментальной работе использовали
фермент алкогольдегидрогеназу (КФ 1.1.1.1) из
печени лошади, коферменты – динатриевую соль
восстановленного  никотинамидадениндинук-
леотида (NADН-Na2) 80%-й чистоты с молеку-
лярной массой 709,43 и окисленный никотина-

мидадениндинуклеотид (NAD+) 85%-й чистоты с
молекулярной массой 663,45 (Merck, США). До-
полнительную очистку ADH и кофермента NAD
осуществляли, используя карбоксиметил- и
ДЭАЭ-целлюлозу, а также сефадексы G-10 и
G-200 (Pharmacia, Швеция). Также в работе ис-
пользовали β-каротин; кардиолипин и ликопин
(Sigma, США). Для получения обратнофазового
сорбента применяли линолевую, линоленовую и
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олеиновую кислоты, глицерин, трех- и пятихлор-
истый фосфор, хлористый тионил, N,N-диме-
тилформамид, пиридин, одно- и двухзамещен-
ный фосфат натрия, хлорид натрия, этанол, лак-
тальдегид,  хлороформ,  четыреххлористый
углерод, бикарбонат натрия, азотную и серную
кислоты, гидрат окиси натрия. Все реактивы –
производства компании «Химмед» (Россия), име-
ли квалификацию «х.ч.». 

Количество фермента и кофермента определя-
ли на спектрофотометре СФ-56 («ЛОМО», Рос-
сия). При препаративной очистке использовали
жидкостной хроматограф Agilent 1260 Infinity Pre-
parative Scale (Agilent, США). Удельную поверх-
ность сорбентов определяли, используя Surfer
Gas Adsorption Porosimeter (Thermo Scientific,
Италия). Экспериментальные исследования об-
разования комплекса с переносом заряда между
β-каротином и кардиолипином или лецитином
осуществляли спектрофотометрическим методом
на спектрофотометре Specord 200 Plus (Analytik
Jena, Germany), формирование мицелл или липо-
сом проводили с помощью ультразвукового гомо-
генизатора Sonopuls HD 2070 (Bandelin, Герма-
ния). В электрохимических исследованиях ис-
пользовали потенциостат-гальваностат Р-20Х
(«Electrochemical Instruments», Черноголовка
Московской области). Буферные растворы и сме-
си прокачивали через проточные спектрофото-
метрические и электрохмические ячейки пери-
стальтическими насосами Zalimp-305 и Unipan-
304 (Польша). Очистку и выделение ферментов и
кофементов проводили на центрифуге К-24
(MLW, Германия). 

Получение обратнофазового сорбента. Размель-
ченный спектральный уголь фракционировали,
используя лабораторные сита. Фракцию с разме-
рами частиц 0.2–0.3 мм обрабатывали концен-
трированной азотной кислотой в колбе с обрат-
ным холодильником. Окисление проводили при
температуре кипения кислоты в течение 6 ч с по-
стоянным перемешиванием. Затем сорбент отде-
ляли от раствора и многократно промывали ди-
стиллированной водой до отсутствия кислой ре-
акции. Отмытый носитель высушивали при
120°С. Полученный карбоксилированный уголь
включал поликарбоновые кислоты, в частности
меллитовую кислоту, прочно удерживаемую сор-
бентом в водных растворах при рН 1.0–8.0. Для
получения углеродного носителя, не содержаще-
го сорбированных поликарбоновых кислот, обра-
ботанный уголь экстрагировали 96%-м этиловым
спиртом в аппарате Сокслета. Контроль за степе-
нью отмывки носителя осуществляли спектрофо-
тометрически в интервале длин волн 200–350 нм.
Сорбент фильтровали и промывали дистиллиро-
ванной водой с последующей обработкой 0.1 н
раствора гидроокиси натрия при температуре
96°С в течение 1 ч. Полученный носитель тща-

тельно отмывали водой и высушивали. Окислен-
ный уголь активировали треххлористым фосфо-
ром при 20°С в течение 5–6 ч при периодическом
перемешивании, а затем отмывали обезвожен-
ным четыреххлористым углеродом или хлоро-
формом.

Связывание глицерина осуществляли по следу-
ющей методике. К 10 г активированного сорбента
приливали смесь обезвоженного глицерина
(1 мл), N,N-диметилформамида (2 мл), хлорофо-
ма (15 мл) и пиридина (5 мл). Смесь перемешива-
ли при 20°С в течение 2 ч. Раствор сливали, а но-
ситель последовательно промывали на фильтре
Шотта хлороформом, серным эфиром, 0.5 н сер-
ной кислотой, 5%-м раствором бикарбоната на-
трия и дистиллированной водой, затем высуши-
вали. 

Получение хлорангидридов жирных кислот. В
трехгорлую колбу емкостью 100 мл с обратным
холодильником приливали 10 мл охлажденной
смеси олеиновой и линолевой кислот (1 : 1.25). В
эту смесь по каплям в течение 3 ч при перемеши-
вании добавляли 22 мл свежеперегнанного тио-
нилхлорида, охлаждая реакционную смесь холод-
ной проточной водой. По завершении реакции
избыток тионилхлорида отгоняли при 75–80°С, а
продукт очищали перегонкой при 136°С и давле-
нии 1.5–2.0 мм рт. ст.

Связывание хлорангидридов жирных кислот с
модифицированными носителями. В круглодонную
колбу помещали 5 мл хлорангидридов жирных
кислот и 45 мл хлороформа, не содержащего во-
ды, затем добавляли 20 г углеродного сорбента с
«пришитым» глицерином, после чего раствор с
сорбентом перемешивали в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Выделяющийся в процессе
реакции газообразный хлористый водород удаля-
ли, используя водоструйный насос; растворитель
отделяли на фильтре Шотта, а сорбент промыва-
ли хлороформом в аппарате Сокслета. Контроль
за степенью отмывки обратнофазового сорбента
осуществляли спектрофотометрически в интер-
вале длин волн 200–350 нм. Носитель отмывали
дистиллированной водой, высушивали и исполь-
зовали для исследований сорбции кофермента
НАД и фермента ADH. 

Сорбция кофермента NAD и апофермента алко-
гольдегидрогеназы. Сорбцию очищенных апофер-
мента и кофермента изучали в термостатируемых
ячейках при 25.0 ± 0.2°С при постоянном переме-
шивании магнитной мешалкой со скоростью
600 об/мин. Величина навески носителя (на абсо-
лютно сухой вес) была равна 0.1000 г, пределы ис-
ходных концентраций белка и кофермента соста-

вили 2.4 · 10–6–7.3 · 10–6 М и 4.5·10–5–5.6 · 10–4 М
соответственно. Для каждого опыта брали по 5 мл
исследуемых растворов, пробы на анализ отбира-
ли в течение 1–2 с, а их объем как правило не пре-
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вышал 10% от начального объема раствора. Кон-
центрацию ADH определяли флуоресцентным
методом при λ = 310 нм, затем пробы возвращали
обратно в ячейку. Концентрации окисленной и
восстановленной форм NAD определяли при
λ = 260 и 340 нм соответственно. Анализ осу-
ществляли в кварцевой кювете объемом 0.5 мл.
До проведения анализа проверяли соблюдение
линейной зависимости флуоресценции, а также
оптической плотности растворов NAD от кон-
центрации в области рабочих концентраций. Ко-
личество сорбированного белка и кофермента
определяли по разности исходного и оставшегося
к моменту отбора пробы количества сорбата в
растворе. Каждая точка на кривой являлась сред-
ним результатом трех-четырех экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Иммобилизация фермент-кофакторного ком-
плекса ADH–NAD на модифицированных электро-
проводных углеродных носителях. Для иммобили-
зации фермент-кофакторной системы ADH–
NAD был применен метод сорбционного связы-
вания на угле с привитыми углеводородными це-
пями, моделирующими липидный монослой.
Принимая во внимание предложенный метод им-
мобилизации, который заключался в последова-
тельной сорбции кофермента и апофермента,
проводили исследования сорбции каждого ком-
понента ферментативной системы в отдельности.
Образование фермент-кофакторного комплекса
осуществляли по принципу «самосборки» из от-
дельных компонентов ферментативной системы.
Для проведения исследований сорбционной им-

мобилизации NAD необходимо было экспери-
ментально изучить кинетику сорбции, обрати-
мость сорбционных процессов и, наконец, опре-
делить оптимальные условия осуществления
иммобилизации.

Сорбция кофермента NAD на обратнофазовом
углеродном сорбенте. Результаты кинетических
исследований сорбции окисленной формы

NAD+ на гидрофобонизированном угле при ин-
тенсивном перемешивании показали, что сорб-
ция завершается практически в течение 60 мин.
Полученные изохроны сорбции свидетельствова-

ли о необратимом характере сорбции NAD+ на
гидрофобонизированном угле. Обратные ветви
изохрон указывали на прочную иммобилизацию
кофермента и невозможность снятия его с сор-
бента раствором, в котором осуществляли сорб-
цию кофермента. Попытки десорбировать иммо-
билизованный NAD даже 4 М раствором хлори-
стого натрия, а также при изменении рН раствора
в диапазоне 5.0–9.0 не приводили к заметной де-
сорбции кофермента, что указывало на гидро-
фобное взаимодействие кофермента на поверх-
ности углеродного модифицированного носите-
ля. Результаты проведенных исследований
показали необратимый характер сорбции NAD на
гидрофобном носителе, которую нельзя рассмат-
ривать с позиции равновесных представлений. 

Сорбция апофермента ADH на обратнофазовом
сорбенте. Аналогичные исследования сорбции
были проведены для зависимого от кофермента
NAD апофермента ADH. Сорбционная иммоби-
лизация ADH на гидрофобной матрице осу-
ществлялась за счет водородного, гидрофобного
и электростатического взаимодействия. При этом
не исключалась возможность многоточечного
ориентированного контакта белковой глобулы с
поверхностью матрицы сорбента. Для определе-
ния параметров иммобилизации ADH изучали
кинетику сорбции фермента. Результаты сорбции
фермента на гидрофобонизированном угле пока-
зали, что процесс сорбции протекает от одного до
двух часов, не достигая равновесия. На неравно-
весный характер сорбции белка ADH на гидрофо-
бонизированном угле указывало также несовпа-
дение сорбционных и десорбционных ветвей изо-
хроны (рис. 1). Сорбция белков на сорбентах
зависит от рН раствора, свойств ионогенных
групп ионита, ионной силы используемого фоно-
вого раствора. В качестве буферных растворов
при изучении влияния рН среды на сорбцию
ADH мы использовали 0.015 М фосфатный бу-
ферный раствор с рН 6.0–8.4 и 0.015 М карбонат-
ный буфер с рН 8.0–10.0. Выбор диапазона рН
фонового раствора при исследовании сорбции
АА-изоформы ADH определялся устойчивостью
фермента в этой области рН и проявляемой им
максимальной ферментативной активности. Из-

Рис. 1. Изохрона сорбции ADH на гидрофобонизиро-
ванном угле: 1 – сорбционная ветвь, 2 – десорбцион-
ная ветвь. Условия эксперимента: навеска 0.1 г, кон-
центрация буферного раствора 0.015 М, объем 5.1 мл,
скорость перемешивания 600 об/мин, температура
25°С.

Ал
ко
го
ль
де
г
и
др
ог
е
на
за
, 
мг
 г/

3.0

2.0

1.0

0.0
0.0

С, /мг мл
1.0 1.5 2.0

1

2

0.5



РАДИКАЛЫ В СТРУКТУРАХ КЛЕТКИ 695

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

вестно [7], что ниже рН 5.9 фермент инактивиру-
ется, а наибольшую активность АА-изоформа
ADH проявляет при рН 10.0 [8]. Для гидрофобо-
низированного угля в этом диапазоне рН не отме-
чалось какого-либо изменения сорбции, что
можно объяснить гидрофобной природой связы-
вания фермента с носителем (рис. 2). Другим
фактором, подтверждающим наличие многото-
чечных гидрофобных связей, является то, что при
попытке  десорбировать  иммобилизованную
ADH водными растворами сорбированный
белок не удалось обнаружить в растворе, тогда
как 50%-й раствор этанола легко и практически
полностью десорбировал фермент. Сорбцию
ADH проводили из 0.015 М фосфатного буферно-
го раствора с рН 7.8 при перемешивании в тече-

ние 2 ч при концентрации ADH от 1.35 · 10–7 до

1.08 · 10–6 М растворов. Количество сорбирован-
ного апофермента находилось в пределах 1.0–
3.0 мг/г. Каталитическая активность фермента-
тивной системы оставалась практически неиз-
менной при комнатной температуре в течение
180 ч.

Следует отметить, что при сорбции ADH на уг-
леродных сорбентах, как и в случае кофермента
существенную роль играют гидрофобные взаимо-
действия. Об этом свидетельствует прочное удер-
живание фермента при высоких концентрациях
хлористого натрия (вплоть до 2 М) в фосфатном
буферном растворе, а также результаты десорб-
ции фермента спиртом. С увеличением концен-
трации спирта до 50% десорбция фермента в ре-
зультате разрушения гидрофобных связей растет.
Дальнейшее увеличение концентрации спирта
ведет к уменьшению десорбции, что, по-видимо-
му, связано с противодействующим влиянием
высаливающего эффекта. Значительная денату-
рация иммобилизованной ADH наблюдается при
концентрации спирта выше 70%.

Формирование биокаталитического комплекса
ADH–NAD на углеродном электропроводном носи-
теле. Ввиду необратимости сорбционных процес-
сов, следует ожидать влияния последовательно-
сти проведения сорбции компонентов на конеч-
ное состояние сорбционного комплекса системы
и проявляемую им каталитическую активность.
Экспериментально было изучено влияние после-
довательности сорбции на гидрофобонизирован-
ном угле ADH и NAD на активность иммобили-
зованной фермент-кофакторной системы. Сорб-
ция фермента и кофермента осуществлялась в
идентичных условиях при рН 7.8 из 0.015 М фос-
фатного буфера. Фермент сорбировали из раство-
ра с концентрацией 3 мг/мл, а кофермент NADН –
0.79 мг/мл при соотношении сорбент : раствор,
равном 1 : 10. Было установлено, что при «сбор-
ке» иммобилизованной фермент-кофакторной
системы в последовательности NADН–ADH ко-

личество сорбированного кофермента и фермен-
та составляло 1.1 мг/г и 6.42 мг/г (массовое соот-
ношение 1 : 6) соответственно, а удельная актив-
ность полученной системы – 0.012 Е/г. Для
полученного массового соотношения возникает
вопрос о структуре молекулярного комплекса
ADH–NAD. Известно, что в комплексе на одну
молекулу ADH, содержащую два активных цен-
тра, приходится две молекулы кофермента NAD.
Из полученных экспериментальных данных мож-
но рассчитать, что количество сорбированного
кофермента на порядок больше его количества,
необходимого для образования комплекса. При
последовательной сорбции NAD, а затем ADH
происходит перераспределение кофермента меж-
ду сорбентом и активными центрами биокатали-
затора. В связи с последним часть молекул кофер-
мента NAD оказывается в активном центре фер-
мента, тогда как другая была сорбирована
носителем. Таким образом, массовое соотноше-
ние не имеет прямого отношения к составу ком-
плекса. 

При сорбции фермент-кофакторной системы
в последовательности ADH–NAD количество
сорбированных кофермента и фермента соответ-
ствовало 0.50 и 3.56 мг/г, удельная активность со-
ставляла 0.0083 Е/г. Как видно из приведенных
данных, активность системы, полученной по пер-
вому способу, примерно в полтора раза выше, чем
по второму.

Повышенную активность систем, полученных
при сорбции в последовательности NAD–ADH,
нельзя однозначно объяснить стерическими осо-
бенностями иммобилизованного фермент-ко-
факторного комплекса, так как повышение ак-
тивности может быть связано с повышением кон-
центрации  кофермента  и  фермента  на
поверхности носителя. Тем не менее из сообра-
жений стерического блокирования NAD в ката-

Рис. 2. Зависимость коэффициентов распределения
ADH между гидрофобным углем и буферным
раствором от рН.
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литической щели апофермента целесообразно
осуществлять сначала сорбцию кофермента, а за-
тем фермента. Различия в количествах сорбиро-
ваных фермента и кофермента при изменении
последовательности сорбции объясняются тем,
что при предварительной сорбции NAD происхо-
дит существенное изменение свойств поверхно-
сти сорбента, в частности, увеличивается ее отри-
цательный заряд, что при рН 7.8 < рI 8.7 означает
усиление электростатического взаимодействия
положительно заряженного белка с сорбентом.
Подобная модификация сорбента низкомолеку-
лярными органическими соединениями (хотя и
не ионного характера) широко используется на
практике для ориентированной иммобилизации
ферментов, управляемой гидрофобными взаимо-
действиями. Уменьшение сорбции NADН после
сорбции ADH, по-видимому, связано с блокиро-
ванием белком гидрофобной поверхности сор-
бента. 

Полученные результаты сорбции ADH и NAD
на обратнофазовом углеродном носителе указы-
вают на прочную необратимую сорбцию фер-
мент-кофакторного комплекса на матрице сор-
бента за счет гидрофобного связывания. Катали-
тическая активность комплекса существенно
зависит от последовательности формирования
ферментативной системы. Наибольшую актив-
ность биокаталитический комплекс проявляет
при последовательной сорбции сначала кофер-
мента, а затем апофермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Исследование ориентации алкогольдегидрогена-
зы и лактатдегидрогеназы на обратнофазовых сор-
бентах. Практический интерес представляет ори-
ентация глобулярных белков на обратнофазовых
матрицах за счет сил гидрофобного взаимодей-
ствия. В качестве носителей могут быть использо-
ваны электропроводные углеводородные сорбен-
ты или их модифицированные формы. Получе-

ние такого электропроводного гидрофобного
сорбента, моделирующего монослой биологиче-
ских мембран на углеродной матрице, приводит-
ся на рис. 3. Оптимальной считается ориентация
фермента на гидрофобном сорбенте, когда ко-
фермент блокирован носителем в каталитиче-
ской щели апофермента, обеспечивая тем самым
эффективную регенерацию кофермента и высо-
кую биокаталитическую активность иммобили-
зованной фермент-кофакторной системы. 

На примере ADH нами была рассмотрена по-
луэмпирическая модель взаимодействия белко-
вой глобулы с электронейтральной гидрофобной
поверхностью [9]. Ввиду того, что глобула фер-
мента представляет собой сложную систему, рас-
чет ее сорбционных характеристик с помощью
метода атом-aтомных потенциалов представляет-
ся нецелесообразным. Поэтому энергию взаимо-
действия (Fsorb) ADH с обратнофазовым сорбен-
том рассчитывали по аддитивной схеме, исходя
из экспериментальных данных по взаимодей-
ствию аминокислот и пептидов с гидрофобным
сорбентом [10], в соответствии с уравнениями 1
и2:

(1)

Fsolv = FiΔLi/Li,  (2)

где Fsolv,i - энергия гидрофобного взаимодействия
i-го радикала; n – число радикалов; Fi – энергия
взаимодействия i-го аминокислотного радикала
при его полном погружении в гидрофобный слой
сорбента; ΔLi –длина участка радикала, погру-
женного в гидрофобный слой при данной ориен-
тации глобулы белка; Li – длина радикала. 

При расчете энергии гидрофобного взаимо-
действия использовали значения относительных
свободных энергий F/RT взаимодействия амино-
кислотных радикалов с обратнофазовыми сор-
бентами (таблица). 

sorb solv, 
1

,
i

i
i

F F
=

=

Рис. 3. Схема синтеза обратнофазового сорбента.

COOH
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COO CH CHOH CH OH2 2
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Полученные в результате расчета данные
представлены в виде перспективной азимуталь-
ной ортографической проекции уровней взаимо-
действия белковой глобулы при различных на-
правлениях касания с гидрофобной плоскостью
(рис. 4). 

Из приведенных данных видно, что глобула
ADH имеет четыре области наиболее вероятной
гидрофобной атаки сорбционной плоскости. При
этом две из них находятся близко друг от друга на
экваторе глобулы (Δφ = 18) и лежат между двумя
коферментными щелями фермента. Если гидро-
фобная поверхность представляет собой не плос-
кость, а цилиндрическую или сферическую пору
с R ≈ 28.0 нм, то осуществляется одновременная
гидрофобная атака по этим двум основным на-
правлениям и их равнодействующая по направле-
нию совпадает с осью «у». При этом в силу сим-
метрии молекулы фермента обе коферментные
щели расположены строго симметрично отно-
сительно направления наиболее вероятной гид-
рофобной атаки. Доступность же субстратных
щелей для этанола максимальна. Важным усло-

вием сохранения физиологической активности
иммобилизованных биокаталитических систем,
включающих кофактор, является его нативное
расположение в активном центре апоферментов.

Представлялось интересным рассмотреть, как
другие NAD-зависимые дегидрогеназы, обладаю-
щие трехмерной гомологией с ADH, будут ориен-
тироваться в липофильном слое биологической
мембраны. Для решения поставленной задачи ис-
пользовали лактатдегидрогеназу акулы, для кото-
рой известна пространственная структура [11, 12].
Молекула LDH состоит из четырех симметрич-
ных субъединиц, каждая из которых имеет 331
аминокислоту. В работе [12] координаты α-С-
атомов аминокислот приводятся для стандартной
«красной» субъединицы. Координаты других
субъединиц рассчитываются путем вращения
«красной» субъединицы вокруг осей P, Q, R. Ко-
ординаты «голубой» субъединицы получали вра-
щением «красной» субъединицы вокруг оси Р,
«желтой» – вокруг оси Q и «зеленой» – вокруг
осиR. В связи с этим программа расчета энергии
взаимодействия белковой глобулы с гидрофоб-

Значения F/RT для аминокислотных радикалов [10]

Asp
0,173

Glu
0,173

Tyr
–0,694

Ser
0,106

Met
–0,449

Trp
–1,758

Phe
–1,085

Val
0,288

Leu
–0,485

Ile
–0,485

Gly
0,040

Ala
–0,097

Pro
–0,197

His
–0,149

Lys
–0,554

Arg
–0,197

Gln
–0,108

Asn
–0,108

Cys
0,090

Рис. 4. Перспективная азимутальная ортографическая проекция уровней гидрофобности ADH: 1 – 5 < F/RT < 10, 2 –
10 <F/RT < 20, 3 – 20 < F/RT < 30, 4 – F/RT > 30; «меридианы» и «параллели» проведены через 9° [9].

1 2 3 4
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ной поверхностью включала преобразование ко-
ординат с установлением пространственного рас-
положения 1324 α-С-атомов четырех субъединиц
LDH. Результаты расчета ориентации LDH на
гидрофобной поверхности в виде перспективной
азимутальной ортографической проекции приве-
дены на рис. 5. На рис. 6 представлено распреде-

ление уровней энергии гидрофобного связыва-
ния глобулы LDH на поверхности полусферы,
приведенной со стороны одного из полюсов мо-
лекулы белка. Из рисунка видно, что LDH на эк-
ваторе имеет два участка (полосы), где белковая
глобула проявляет гидрофильные свойства при
различных направлениях касания с гидрофобной
поверхностью. Четыре активных центра биоката-
лизатора находятся на двух противоположных
полюсах (по два на каждом) в области максималь-
ной энергии гидрофобного связывания, которые
на рис. 5 и 6 обозначены черным цветом. При
сорбции LDH на гидрофильных сорбентах моле-
кула апофермента будет сориентирована эквато-
ром к поверхности, обеспечивая свободный до-
ступ субстратов и коферментов к четырем актив-
ным центрам биокатализатора, расположенным
на полюсах молекулы фермента. 

При сорбции LDH на гидрофобной поверхно-
сти будет наблюдаться связывание, при котором
один из полюсов с двумя активными центрами
будет сориентирован к гидрофобной поверхно-
сти, тогда как другой направлен в противополож-
ную от носителя сторону. Такой тип ориентиро-
ванной посадки молекулы белка в гидрофобном
слое мембраны обеспечивает блокирование NAD
в активном центре апофермента, сохраняя при
этом активность фермент-кофакторной системы.
Этот тип ориентации белков на гидрофобных
сорбентах в дальнейшем будет использован при
иммобилизации фермент-кофакторных систем
на гидрофобных электропроводных носителях.

Рис. 5. Перспективная азимутальная ортографическая проекция уровней гидродрофобности поверхности LDH: 1 –
0< F/RT < 1;  2  – 1 < F/RT < 2; 3  – F/RT > 2; 4 – гидрофильная область.

1 2 3 4

Рис. 6. Распределение уровней энергии гидрофобно-
го связывания LDH на поверхности полусферы.
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Транспорт электронов и протонов в биологиче-
ских структурах с участием радикалов. Функцио-
нирование коферментов в настоящее время еще
полностью не изучено. Восстановление и окисле-
ние метаболитов сопровождается циклической
ферментативной регенерацией. Общий ради-
кальный механизм биокаталитических процес-
сов, происходящих в полиферментном комплек-
се биологических мембран клетки и сопровожда-
ющихся переносом redox-эквивалентов, можно
представить в виде следующей схемы (схема 1).

Представленные на этой схеме ферментативные
реакции, протекающие в биологических мембра-
нах, возможны благодаря аналогии каталитиче-
ских щелей апоферментов, а также подобию в
фиксации коферментов в активном центре и
строгой ориентации фермент-кофакторных ком-
плексов. Наибольшее сходство было обнаружено
для NAD-связывающих областей, что подтвер-
ждает аналогичность способов фиксации кофак-
тора в коферментсвязывающей щели.

Схема 1. Общий радикальный механизм биокаталитических процессов, происходящих в полиферментном комплексе 
биологических мембран клетки. Е1, Е2…Еn и É1, É2…Én - ферменты, участвующие в восстановлении и окислении суб-
стратов S1,S2…Sn и Ś1Н, Ś2Н…ŚnН соответственно; ·СoQ

– и ·СoQ·Н– – анион-радикал и убисемихинон радикала ко-
фермента Q, соответственно; РН1, РН2…РНn и Ṕ1, Ṕ2…Ṕn – продукты ферментативных реакций.

Исследования аминокислотной последова-
тельности и пространственной структуры фер-
ментов: ADH печени человека и лошади, LDH
собаки и акулы, глицеральдегид-3-фосфатдегид-
рогеназы кальмара, свиньи и дрожжей привели к
выводу о существовании трехмерной гомологии
NAD-зависимых дегидрогеназ [13, 14]. Представ-
ленная схема 1 показывает, каким образом в клет-
ке возможен радикальный механизм реализации
переноса протонов и электронов через биологи-
ческие мембраны.

Анион-радикал кофермента Q (·CоQ–), лока-
лизованного в жидкокристаллической структуре
биомембраны, восстанавливается в результате
ферментативной реакции É1 до убисемихинон-

радикала (·СoQ·Н–), присоединяя протон. Суб-
страт S1H в матриксе митохондрии окисляется

при этом до Р1. Ферментативная регенерация ко-

фермента ·CоQ– происходит при миграции его к
другой биокаталитической системе E1. При этом

субстрат S1, находящийся в межмембранном про-

странстве, например, митохондрии, восстанавли-
вается до PН1. 

Трансмембранный перенос протонов, сопро-
вождающийся ферментативной регенерацией ко-
фермента, может быть описан рядом последова-
тельных радикальных реакций (схема 2):

Схема 2. Последовательные радикальные реакции 
при трансмембранном переносе протонов.

Как видно из схемы 2, коэнзим Q восстанавли-
вается по одноэлектронному механизму, образуя
полувосстановленную форму – убисемихинон-
радикал.

К группе переносчиков энергии и электронов,
широко распространенных в растительном и жи-
вом  мире,  можно  отнести  природные
органическиепигменты – каротиноиды, имею-
щие сопряженную систему связей. В настоящее
время известно более 800 видов структурно раз-
личающихся каротиноидов [15, 16]. По химиче-
скому строению каротиноиды делят на две груп-
пы: каротины (углеводороды) и ксантофиллы
(каротиноиды, содержащие кислород). Боль-
шинство каротиноидов содержат 40 углеродных
атомов, имеют сопряженные двойные связи. Бла-
годаря наличию ненасыщенных сопряженных
(конъюгированных) связей каротиноиды имеют
вытянутую светочувствительную «проволочную»
структуру, благодаря которой способны выпол-
нять функцию переносчиков энергии и электро-
нов. Каротиноиды встречаются как в свободном
состоянии, так и в виде гликозидов; они способ-
ны нековалентно связываться с белками, кофак-
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торами и мембранными липидами. Электроны
каротиноидов легко переходят в возбужденное
состояние при попадании даже небольшого коли-
чества квантов света. Ряд каротиноидов способен
образовывать комплексные соединения с такими

металлами, как Ca2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+ и

Hg2+ [17]. Образование металл-хелатного ком-
плекса не только изменяет спектр поглощения
каротиноидов, но и повышает его способность к
перехвату свободных радикалов.

Каротиноиды в основном локализуются в ли-
пофильной области биологических мембран, об-
разуя стабильные каротинобелковые комплексы,
они модулируют физические свойства мембран,
расширяя диапазон фазового перехода из состоя-
ния геля в жидкокристаллическую структуру.
Длинные сопряженные углеводородные цепи ка-
ротиноидов заканчиваются кольцевой иононо-
вой структурой (рис. 7а), хотя возможно и отсут-
ствие гетероциклического кольца, как это можно
видеть у ликопина (рис. 7б). В связи с тем, что ка-
ротиноиды содержат большое количество двой-
ных связей, в клетках животных и человека они
выполняют различные защитные функции: свя-
зывают синглетный кислород, предупреждая об-
разование чужеродных свободных радикалов;
обеспечивают защиту от жесткого электромаг-
нитного излучения. Понижая уровень свободных
радикалов, каротиноиды выступают в роли анти-
оксидантов. Способность к перехвату свободных
радикалов в молекуле каротиноидов возрастает с
увеличением числа компланарных (т.е. лежащих
в одной плоскости) конъюгированных двойных
связей. Различают физический и химический ме-
ханизмы антиоксидантного действия каротинои-
дов. Физический механизм антиоксидантного
действия предполагает «тушение» триплетного
хлорофилла (3Chl*) или синглетного кислорода

(1О2) за счет перехода каротиноидов (Car) в три-
плетное возбужденное состояние (3Car*) и даль-
нейшего рассеивания энергии в виде тепла
(схема 3) [18]: 

Схема 3. Физический механизм антиоксидантного 
действия каротиноидов.

Химический механизм «тушения» предполага-
ет окисление каротиноидов синглетным кисло-
родом с образованием различных альдегидов и
эндопероксидов [18, 19]. Образующиеся при этом
продукты окисления каротиноидов могут играть
важную роль в регуляции развития растений [20].

Взаимодействие каротиноидов со свободными
радикалами зависит главным образом от характе-
ра свободных радикалов, а не от типа каротинои-
да [18]. Каротиноиды могут взаимодействовать со
свободными радикалами (·R) тремя способами,
причем во всех трех случаях образуются радикалы
каротиноидов [18]:

1.Взаимодействие с полиеновой структурой
каротиноидов – ·R + Car → ·Car–R. 

2. Реакция с отделением атома водорода –
·RН + Car → ·Car–H + R.

3. Реакции, сопровождающиеся переносом
электронов –

·R + Car → R– + ·Car+,

·R + Car → R+ + ·Car–.

Имея светочувствительную, электронопрово-
дящую сопряженную структуру связей, кароти-
ноиды выполняют функцию переносчиков энер-
гии и электронов. При этом они могут образовы-
вать  комплексы  с  переносом  заряда  с
биоорганическими соединениями, имеющими
свободно-радикальную форму хинона, напри-
мер, с коферментами FAD, FMN, имеющих в
своем составе изоаллоксазиновое кольцо, кото-
рое при восстановлении образует радикал семи-
хинона. Так, комплекс кофермента с иононовым
кольцом каротиноида образуется при его контак-
те с изоаллоксазиновым нуклеотидом кофактора.
Важную роль в транспорте окислительно-восста-
новительных эквивалентов в биологической мем-

Рис. 7. Химические структуры β-каротина (a) и ликопина (б). 

(а)

()б
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бране отводится небелковому переносчику элек-
тронов и протонов – коферменту Q, который так-
же способен приобретать форму свободного

анион-радикала – семихинона (·CoQH–). Фер-
ментативная реакция с участием коферментов
NAD, NADP протекает через две одноэлектрон-
ные стадии, в результате первой из них образуют-
ся промежуточные свободные радикалы кофер-
ментов ·NAD или ·NADP, имеющие хиноидную
структуру в никотинамидном нуклеотиде.

Одноэлектронный характер взаимодействия ка-
ротиноидов и их комплексов с хинонами в поляр-
ных средах описан в работах [21, 22]. Образование
катион-радикалов каротиноидов в реакции с хино-
нами показало, что на первой стадии образуется
комплекс с переносом заряда, а затем ион-ради-

кальная пара [·Car+ + ·Q–]. Конечными продуктами
являются аддукты каротиноида с хиноном (Car–Q)
и цис-изомеры каротиноида. Образование ком-
плексов с переносом заряда в реакциях β-каротина,
кантаксантина и 8́-апо-β-каротин-8́-аля с хино-
нами были зарегистрированы методом оптической
спектроскопии и ЭПР [21, 22]. 

Было изучено образование комплексов с пере-
носом заряда между β-каротином и липидом кар-
диолипином. Для кардиолипина в видимой обла-
сти спектра не были обнаружены полосы погло-
щения, тогда как β-каротин имеет характерные
полосы при 340, 450 и 475 нм. Существенное рас-
ширение (до 100 нм) полосы поглощения β-каро-
тина в длинноволновую область наблюдается при
образовании комплекса кардиолипина с β-каро-
тином. Незначительное смещение полос погло-
щения в длинноволновую область до 480 нм было
получено для комплекса «β-каротин–лецитин»
относительно исходной длины волны 450 нм.
Проведенные экспериментальные исследования
показали, что система «каротин–липид» способ-
на образовывать комплекс с переносом заряда,
посредством которого возможен электронный
перенос через липидо-каротиноидную структуру
биологических мембран. 

Радикальный перенос электронов в биологи-
ческих мембранах с участием радикалов кофер-
ментов (С, СоQ), каротиноидов (Car) и липидов L
можно представить в виде цепи последователь-
ных реакций (схема 4).

Схема 4. Цепь последовательных реакций 
при радикальном переносе электронов в биологиче-

ских мембранах.

Эффективность электронного переноса через
липидо-каротиноидную структуру существенно
возрастет при воздействии на нее квантов света,
что можно наблюдать в процессах фотосинтеза,
протекающих в тилакоидах хлоропластов. Каро-
тиноиды тилакоидных мембран участвуют в све-
товых реакциях фотосинтеза и обеспечивают
структурную стабильность пигмент-белковых
комплексов. Как известно, мембраны тилакои-
дов содержат молекулы хлорофилла и каротинои-
дов, которые выполняют светособирающую
функцию, при этом каждая из этих молекул улав-
ливает из солнечного спектра электромагнитные
волны определенной длины волн. Имеющаяся
система двойных связей выполняет функцию
хромофора и характеризует спектральные свой-
ства конкретных каротиноидов, которые имеют
три или два пика (максимума) поглощения света
в диапазоне длин волн от 280 до 550 нм. 

Сложилось представление, что передача энер-
гии возможна только от каротиноидов на хлоро-
фил, которая происходит резонансным путем по
механизму Фёрстера и протекает для одной пары

молекул на расстояние 1 нм в течение 10–10 – 10–12 с.
Передача энергии сопровождается ее потерей:
10% при передаче от хлорофилла a к хлорофиллу b и
60% – от каротиноидов к хлорофиллу [22–25]. При
этом передача энергии возможна только от пиг-
мента с максимумом поглощения с меньшей дли-
ной волны к пигменту с большей, причем обрат-
ный процесс невозможен. Такое упрощенное по-
нимание  процесса  передачи  энергии  и
электронов при фотосинтезе не совсем правиль-
ное, так как оно не дает ответа на вопрос: каким
образом хлорофилл реализует механизм передачи
энергии на другие биомолекулы тилакоидов, на-
пример, каротиноиды, липиды, кофакторы, фер-
менты?

В связи с этим следует отметить, что каротино-
иды в структурах клетки находятся в динамиче-
ском контакте с другими биомолекулами, образуя
при этом комплексы с переносом энергии и заря-
да, следствием чего является существенное рас-
ширение полосы поглощения каротиноидов.
Комплексы каротиноидов в составе биологиче-
ских мембран проявляют высокую стабильность.
Проведенные спектрофотометрические исследо-
вания [21, 22] показали возможность образования
комплексов с переносом заряда для смеси β-ка-
ротина с хиноном (2,3-дихлор-5,6-дициано-1,4-
бензохиноном) и появление интенсивной полосы
поглощения β-каротина в области 1030 нм. Таким
образом, передача энергии при фотосинтезе мо-
жет осуществляться от хлорофила к каротинои-
дам, что совсем не нарушает правила передачи
энергии от пигмента с меньшей длиной волны к
пигменту с большей длиной волны. Совпадение
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полос поглощения хлорофилла и каротиноидов в
диапазоне длин волн 440–460 нм говорит о том,
что передача энергии от хлорофилла на молекулу
β-каротина может быть реализована без энерге-
тических затруднений. 

Анализ спектра поглощения (рис. 8) указывает
на то, что пигменты-каротиноиды могут выпол-
нять активную светособирающую функцию от
ультрафиолетовой до видимой области в диапазо-
не от 350 до 500 нм, а также 770–1100 нм. В диапа-
зоне спектра 440–770 нм светособирающую
функцию выполняют хлорофилл a и хлорофилл b.

В связи с этим можно отметить, что каротино-
иды являются обязательными структурными
компонентами любых фотосинтетических мем-
бран, в виде комплексов они входят в состав хло-
рофилл-белковых комплексов, пронизывают
мембранный бислой, образуя межмолекулярную
связь с молекулами липидов [26]. Имея протя-
женную сопряженную систему связей с метиль-
ными ответвленными группировками, каротино-
иды встраиваются в липидную мембрану и стяги-
вают два монослоя за счет сил гидрофобного
связывания, формируя высокоорганизованную
структуру упакованных молекул пигмента и ли-
пидов. При этом углеводородные цепи липидов
могут содержать от одной до шести двойных свя-
зей. Липиды ряда растений, так же как и кароти-
ны, могут иметь конъюгированную систему
связей. Это дает основание предполагать, что
энергетическая и электронная проводимость
биологических мембран существенно зависит от
количественного содержания полиненасыщен-

ных жирных кислот в липидных мембранах и со-
держания в них каротиноидов. 

В ряде работ рассматривается возможность
проводимости углеводородных цепей с диеновой
конъюгацией [27], когда углеродные атомы разде-
лены этиленовыми группировками или «метиле-
новыми мостиками» –СН2–. В частности, приво-

дятся данные об электронной проводимости ли-
пида – далихола, углеводородная цепь которого
имеет спиральное диеновое сопряжение. Умест-
но отметить, что диеновую конъюгацию имеет
кофермент Q, выполняющий функцию перенос-
чика протонов и электронов. 

Установлено, что при фотоактивации фермен-
тативной системы EС2 происходит окисление β-
каротина, сопровождающееся переносом элек-
трона от молекулы каротина (Car) к первичному
донору Р680+ и образованием катион-радикала
·Car+ [28]. Методом ЭПР было обнаружено обра-
зование анион-радикалов хинонов в EС1 и EС2
[29]. Молекулы каротиноидов легко подвергают-
ся окислению и восстановлению, обладают хоро-
шими электронными донорно-акцепторными
свойствами по отношению к хлорофиллу, липи-
дам и коферментам. Спектры поглощения каро-
тиноидов изменяются при различных структур-
ных перестройках молекулы пигмента. Образова-

ние ·Car+ в реакции с хинонами зарегистрировано
как в условиях фотолиза, так и в условиях темно-
вой реакции.

ВЫВОДЫ

В работе рассмотрено участие природных ра-
дикалов в одноэлектронных процессах жизнедея-
тельности клеток. Показано, что коферменты
имеют промежуточные свободно-радикальные
хиноидные и семихиноидные формы, которые
участвуют в жизненно важных одноэлектронных
биохимических процессах, связанных с отдачей
или приобретением электронов. Описывается
способ получения гидрофобного электропровод-
ного сорбента, моделирующего монослой биоло-
гической мембраны. Разработаны гетерогенные
биокаталитические системы в результате сорбции
ADH и NAD на обратнофазовом электропровод-
ном углеродном сорбенте. Результаты сорбции
ADH и NAD на электропроводном углеродном
носителе указывают на прочную необратимую
сорбцию фермент-кофакторного комплекса на
матрице сорбента за счет гидрофобного связыва-
ния. Показано, что каталитическая активность
комплекса существенно зависит от последова-
тельности формирования фермент-кофакторной

Рис. 8. Спектры поглощения β-каротина (1) и
комплекса с переносом заряда (2), образованного при
его смешении с хиноном (2,3-дихлор-5,6-дициано-
1,4-бензохиноном) [21]. 
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системы; наибольшую активность биокаталити-
ческий комплекс проявляет при последователь-
ной сорбции сначала кофермента, а затем апо-
фермента. Осуществлены численные модельные
исследования ориентированной сорбции ADH и
лактатдегидрогеназы на гидрофобных матрицах с
целью управления биокаталитическими свой-
ствами иммобилизованной фермент-кофактор-
ной системы.

Рассматриваются  вопросы  радикального
трансмембранного переноса протонов и электро-
нов, сопровождающегося ферментативной реге-
нерацией кофермента. Отмечается важная роль
радикалов природных пигментов каротиноидов в
процессах переноса энергии и электронов в ак-
тивный центр биокатализаторов, которые могут
образовывать комплексы с переносом заряда с
липидами и коферментами. Анализ спектра по-
глощения комплекса β-каротина с хиноном (2,3-
дихлор-5,6-дициано-1,4-бензохиноном) показал
появление интенсивной полосы поглощения в
области 1030 нм [23]. Это указывает на то, что
комплекс каротина с коферментами, имеющими
фрагменты хиноидной и семихиноидной струк-
тур, могут выполнять активную светособираю-
щую функцию при фотосинтезе в области длин
волн в диапазоне от 350 до 500 нм, а также 770–
1100 нм. При этом перенос энергии от хлорофил-
лов a и b на комплекс каротиноида c кофермен-
том не нарушает правило передачи энергии от
пигмента с меньшей длиной волны к пигменту с
большей длиной волны. В диапазоне спектра
440–770 нм светособирающую функцию выпол-
няют хлорофилл a и хлорофилл b.
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Radicals in the Structures of a Cell 
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The participation of natural radicals in single-electron processes of cell activity is considered. It was shown
that coenzymes, having intermediate free radical quinoid and semichinoid forms, can interact with carot-
enoids, forming complexes with charge transfer with an absorption band of 1030 nm. Moreover, the complex
can perform an active light-harvesting function during photosynthesis up to 1100 nm, with the energy transfer
from chlorophyll a and chlorophyll b to the complex. Studies of the sorption of the alcoholdehydrogenase–
nicotinamide adenine dinucleotide enzyme-cofactor system on a hydrophobic electrically conductive carrier
showed that the maximum activity of the enzyme-cofactor system is reached during sequential sorption of the
coenzyme, and then the apoenzyme. The orientation of the biocatalytic system on the immobilization matrix
is of great importance.

Keywords: radicals, coenzymes, carotenoids, charge-transfer complexes, sorption, immobilization
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Обсуждается инактивация планктонных бактерий Escherichia coli и Bacillus subtilis ударными
акустическими волнами, возникающими при быстром образовании и схлопывании пузырьков пара
в среде, локально нагретой до температуры кипения. Локальный нагрев среды осуществлялся за
счет тепла, выделяемого в ходе релаксации высоких электронно-возбужденных состояний
экзогенных молекул органических красителей. Красители возбуждались наносекундными
импульсами лазерного излучения видимого диапазона. Высокие электронно-возбужденные
состояния заселялись в результате ступенчатого поглощения молекулами двух квантов лазерного
излучения. Исследована зависимость эффективности инактивации микроорганизмов от
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Альтернативные стратегии борьбы с патоген-
ными микроорганизмами становятся все более
востребованными в связи с увеличением количе-
ства штаммов, резистентных к действию тради-
ционных антимикробных препаратов [1]. Среди
перспективных способов немедикаментозного
воздействия на бактерии и грибы, к которому
микробы не могут выработать иммунитет, выде-
ляют фотодинамическую обработку – совместное
деструктивное действие света и фотосенсибили-
заторов на клетки. Механизм фотодинамическо-
го действия основан на селективном окислении
субстрата активным кислородом, генерируемым
фотосенсибилизаторами [2–5]. В качестве фото-
сенсибилизаторов обычно используют молекулы
органических красителей с большим квантовым
выходом в триплетное состояние [6, 7]. 

Основные ограничения фотодинамического
действия связаны с малой глубиной проникнове-
ния фотосенсибилизаторов и света в биологиче-
ские среды. В некоторых из них, например в
биопленках, практически нет кислорода [8, 9], и
фотодинамическое действие проявляется только

в тонком периферийном слое. Для инактивации
бактерий в более глубоких слоях необходимо
«включить» другие физические процессы. 

В настоящей работе представлены результаты
исследования повреждений планктонных бакте-
рий ударными акустическими волнами. Такие
волны возникают в среде при быстром образова-
нии и схлопывании пузырьков пара в локально
нагретых областях. Быстрый локальный нагрев
среды происходит при безызлучательной релак-
сации короткоживущих высоковозбужденных
электронных состояний (ВВЭС) молекул-сенси-
билизаторов. 

ВВЭС красителей эффективно заселяются при
облучении молекул наносекундными лазерными
импульсами плотности мощности Р ≥ 5 MВт/см2

в результате ступенчатого поглощения двух кван-
тов возбуждающего излучения [10, 11]. Релакса-
ция ВВЭС молекул преимущественно безызлуча-
тельная, и поглощенная энергия очень быстро
трансформируется в тепло. Если термосенсиби-
лизатор локализован непосредственно в клетке
или ее мембране, тепловыделение может иници-
ировать ее гибель за счет гипертермии. Когда тер-
мосенсибилизатор находится вне клетки, тепло
передается растворителю с последующим образо-

Сокращениe: ВВЭС – высоковозбужденные электронные
состояния.
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ванием и схлопыванием пузырьков пара, в ре-
зультате чего образуются акустические волны,
способные повредить микроорганизм. Заметим,
что если в результате каскадной релаксации
ВВЭС [12, 13] заселяются нижние триплетные
уровни молекул, то они по-прежнему могут вы-
полнять функции фотосенсибилизаторов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследованы суточные агаровые культуры кле-
ток Escherichia coli (штамм K12TG1) и Bacillus subtilis
(штамм 534). Перед облучением бактерии перено-
сили в физиологический раствор. Плотность полу-
ченной суспензии стандартизировали фотометри-
чески (длина волны 620 нм, оптическая плотность
D= 0.61 ± 0.01. Для оценки выживаемости бактерий
после облучения видимым светом в присутствии
термосенсибилизатора применяли метод подсчета
колониеобразующих единиц, количество которых
определялось через 16 ч роста на LB-агаре при тем-
пературе 37°С. До облучения и добавления красите-
ля оно составляло (4.50 ± 0.44) ⋅ 107/мл для E. coli и
(32.0 ± 2.3) ⋅ 107/мл для B. subtilis. 
Термосенсибилизаторами служили анионные

ксантеновые красители эритрозин и эозин, а так-
же катионный краситель родамин 6G, которые
различаются фотодинамической активностью и
по-разному взаимодействуют с клеточными стен-
ками грамположительных и грамотрицательных
бактерий. Концентрация красителей в растворах
составляла 0.01–0.5 мМ.

Для фотоинактивации микроорганизмов и
изучения ударных волн в растворах красителей
использовали экспериментальную установку,
схема которой показана на рис. 1. Растворы поме-
щали в прямоугольную кварцевую кювету 1 сече-
нием 5 × 10 мм и облучали через ее торцевую стен-
ку. Источником возбуждения служил импульс-
ный YAG:Nd-лазер 4 (вторая гармоника
λ = 532 нм, длительность импульса 15 нс). 

Для обеспечения эффективного нагрева среды 
и формирования пузырьков пара в кювете вблизи 
границы «стекло–раствор» с помощью собираю-
щей цилиндрической линзы 6 создавали зону воз-
буждения 2 с поперечным сечением 3.2 × 0.5 мм, 
в которой плотность мощности максимальна в пе-
ретяжке и могла достигать 50 MВт/см2. Протя-
женность этой зоны вдоль луча возбуждения 
уменьшается с ростом концентрации красителя и 
увеличивается вместе с плотностью мощности. В 
наших экспериментах излучение накачки полно-
стью поглощалось на пути менее 5 мм. 

Вдоль перетяжки линзы 6 (или параллельно ей 
на расстоянии L) пропускали зондирующий 
луч 3 сечением менее 1 мм от маломощного (ме-
нее 1 мВт) He-Ne-лазера 5. Измеряя интенсив-
ность нерассеянной части этого луча, можно су-
дить о наведенном поглощении в зоне возбужде-
ния или о наличии рассеивающих центров в виде 
пузырьков пара на его пути, а по рефракции 
луча – о прохождении ударной волны в растворе. 
Линза 6 и кювета 1 с раствором располагались на 
одной платформе 7, которая могла смещаться 
перпендикулярно зондирующему лучу 3. Переме-
щая платформу, можно, не изменяя геометрии 
возбуждения, зондировать раствор в кювете на 
контролируемом расстоянии L от перетяжки. 
При L = 0 и выключенном He-Ne-лазере свече-
ние зоны возбуждения 2 могло быть собрано на 
щели монохроматора 8 (МДР-41, ООО «ОКБ 
Спектр», Санкт-Петербург) с помощью дополни-
тельной линзы 10, что позволяло получать ин-
формацию о релаксации возбужденных состоя-
ний сенсибилизаторов. 

Синхронизация запуска лазера и регистриру-
ющей системы, а также сбор, накопление и обра-
ботка сигналов производились в автоматизиро-
ванном режиме.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Генерация ударных акустических волн. На
рис. 2 представлены кинетические кривые интен-
сивности зондирующего луча при импульсном
возбуждении эритрозина концентрации 0.25 мМ
в физиологическом растворе на разных расстоя-
ниях от перетяжки возбуждающего пучка: кривая
1 – непосредственно в перетяжке; кривые 2 и 3 –

Рис. 1. Экспериментальная установка для инактива-
ции микроорганизмов и изучения ударных волн: 1 –
кювета с раствором; 2 – область возбуждения раство-
ра; 3 – область зондирования; 4 – твердотельный ла-
зер, 532 нм; 5 – He-Ne-лазер, 628 нм; 6 – цилиндри-
ческая линза; 7 – подвижная платформа; 8 – моно-
хроматор; 9 – фотоприемник; 10 – фокусирующая
линза. Показано расстояние L между зонами возбуж-
дения и зондирования. На врезке – конфигурация
установки в плоскости, перпендикулярной зондиру-
ющему лучу.
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в зоне возбуждения на некотором расстоянии от
перетяжки, кривые 4 и 5 – вне зоны возбуждения. 

На интенсивность нерассеянной части зонди-
рующего луча оказывают влияние три явления –
рассеяние света на долгоживущих пузырьках, на-
веденное поглощение возбужденными молекула-
ми красителя и пересечение луча ударной волной.
Рассеяние на пузырьках проявляется только для
луча, зондирующего перетяжку: в этой позиции
(кривая 1, L = 0) ступенчатое изменение интен-
сивности сохраняется вплоть до нескольких мил-
лисекунд (не показано на рисунке). Вместе с дол-
гоживущим рассеянием на пузырьках в точке
L= 0 имеет место короткоживущее наведенное
триплет-триплетное поглощение света возбуж-
денными молекулами красителя, которое харак-
терно для кривых 1 и 2 (L = 0, 1.2 мм) и в значи-
тельно меньшей степени для кривой 3 (L = 2.7 мм).
Отметим, что наличие триплетных состояний
красителя в присутствии молекулярного кисло-
рода в этих областях может повлечь генерацию
активных форм кислорода. Кривая 3, очевидно,
соответствует дальнему краю зоны возбуждения.
На расстояниях L ≥ 5 мм триплет-триплетное по-

глощение уже не проявляется, что видно из кри-
вых 4 и 5 (L = 4.9 и 8.5 мм соответственно). 

На всех кривых присутствуют острые провалы,
которые, по нашему мнению, соответствуют мо-
ментам пересечения зондирующего луча фрон-
том ударной волны, источником которой являют-
ся родившиеся в перетяжке пузырьки. Косвен-
ным доказательством этому является график
зависимости времени появления провала от рас-
стояния L от точки зондирования до перетяжки.
Обратный наклон этой прямой соответствует
скорости звука в среде, которая измерена нами
при температурах раствора 0, 26 и 80°C. Получен-
ные значения вместе со справочными данными
для дистиллированной воды при атмосферном
давлении приведены в таблице.

Таким образом, при указанных выше диапазо-
нах концентраций красителей и плотности мощ-
ности возбуждающего излучения в кювете с кра-
сителем можно выделить три зоны, в которых
возможны различные воздействия на микроорга-
низмы. В области перетяжки возможна гипертер-
мия бактерий, воздействие на них ударной вол-
ной, повреждение активными формами кислоро-

Рис. 2. Временные зависимости интенсивности нерассеянной части зондирующего луча в физиологическом растворе
с эритрозином (С = 0.25 мМ) на разных расстояниях L от перетяжки возбуждающего пучка (Р= 20 MВт/см2): 1 –
L=0мм; 2 – L = 1.2 мм; 3 – L= 2.7 мм; 4 – L = 4.9 мм; 5 – L = 8.5 мм. На врезке – зависимость времени прихода волны
от расстояния до перетяжки.
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да и перенос энергии с ВВЭС связанных молекул
красителей на мембраны или внутриклеточные
структуры. В промежуточной области зоны воз-
буждения, где присутствуют молекулы сенсиби-
лизаторов в триплетном состоянии, гипертермия
и перенос энергии маловероятны, но возможно
химическое повреждение бактерий активными
формами кислорода и действие ударной волны.
Наконец, вне зоны возбуждения единственным
потенциально опасным фактором повреждения
микроорганизмов выступает ударная волна. 

Пузырьки пара возникают из-за локального
разогрева среды при безызлучательной релакса-
ции возбужденных состояний молекул красите-
лей. Следует подчеркнуть, что при использован-
ных нами плотностях мощности возбуждения су-
щественный (а в случае родамина 6G – основной)
вклад в разогрев растворителя вносит релаксация
ВВЭС. Заселение ВВЭС молекул в наших экспе-
риментах подтверждается зависимостью интен-
сивности фосфоресценции от плотности мощно-
сти накачки, измеренная у эозина (рис. 3).

На начальном участке интенсивность свече-
ния очень быстро нарастает, достигая насыщения
примерно при 5 MВт/см2, что связано с выходом
на насыщение заселенности S1-уровней молекул
и, как следствие, заселенности нижних триплет-
ных T1-состояний, образующихся в результате
интеркомбинационной конверсии S1 → T1. 

При дальнейшем увеличении плотности мощ-
ности накачки интенсивность фосфоресценции
эозина вновь начинает заметно расти. Это объяс-
няется тем, что при мощном возбуждении моле-
кулы красителей, находящиеся в S1-состоянии,

поглощают второй квант и по схеме 
переходят на более высокие Sn-уровни, эффек-
тивность  интеркомбинационной  конверсии

0 1

h h

nS S S
ν ν

→ →

из которых в триплетное состояние выше, чем с
S1-уровня [15–17]. 

В результате баланс концентраций молекул в
синглетной и триплетной подсистемах молекул
смещается в сторону увеличения доли триплетов
из-за включения последовательности переходов
S1 → Sn → Тm при большой плотности мощности. В
свою очередь, к переходам S1 → T1 добавляются
переходы Тm → T1, что и приводит к росту концен-
трации T1-состояний и увеличению интенсивно-
сти фосфоресценции.

При плотности мощности возбуждающего из-
лучения Р < 0.5 MВт/см2 ударные волны в раство-
рах с ксантеновыми красителями имеют очень 
низкую интенсивность, и их экспериментальная 
регистрация затруднена. Поскольку квантовый 
выход φT интеркомбинационной кон-версии S1 → 
T1 в триплетное состояние в воде у ксантеновых 
красителей большой (от 0.71 у эози-на до 0.98 у 
эритрозина [18]), то при длительности импульса 
15 нс значительная часть молекул успе-вает не 
только перейти в T1-состояние, но и мно-
гократно совершить безызлучательные переходы 
T1 ↔ Тm, каждый из которых дает свой вклад в 
нагрев среды. Однако при общей малой энергии 
накачки интенсивность акустических волн неве-
лика. 

В растворах с родамином 6G при слабой на-
качке акустические волны вообще не обнаруже-
ны. У родамина 6G квантовый выход φT  интер-
комбинационной конверсии S1 → T1 в триплетное 
состояние φТ ~ 0.01, а квантовый выход флуорес-
ценции перехода S1 → S0 φфл ~ 0.99 [19], поэтому 
при релаксации S1-состояний молекул раствор не 
нагревается. Только когда плотность мощности 
накачки P достигает примерно 5 MВт/см2 и про-
цесс поглощения становится двухквантовым

( ), эффективно заселяются высокие
Sn-состояния молекул, при релаксации которых
возникает локальный нагрев, образуются пузырь-
ки пара и появляется ударная волна.

На рис. 4 показана эволюция сигнала от ударной
волны при увеличении плотности мощности накач-
ки родамина 6G в физиологическом растворе. Вид-
но, что амплитуда провала на кривой пропускания
становится заметной при P > 5.7 MВт/см2.

Как видно, если P превышает 10 MВт/см2, аку-
стические волны эффективно формируются и
уверенно регистрируются как в растворах с ксан-
теновыми красителями, так и в растворах с рода-
мином 6G. Заметим, что в отсутствие термосен-
сибилизатора в растворе даже при плотности
мощности возбуждающего света 40 MВт/см2

ударные волны не обнаружены.
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Рис. 3. Зависимость интенсивности фосфоресценции
эозина (С = 0.25 мМ) в физиологическом растворе от
плотности мощности возбуждающего излучения
(λвозб = 532 нм). 
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Повреждение бактерий ударными волнами. Для
оценки повреждения бактерий ударными волна-
ми использовали установку, фрагмент оптиче-
ской части которой показан на рис. 1. Отбор бак-
терий для определения количества колониеобра-
зующих единиц до и после возбуждения
производили непосредственно в области возбуж-
дения, а также на расстояниях 5 и 10 мм от зоны
возбуждения. В контрольных экспериментах ис-
следуемые растворы бактерий с красителями об-
лучали импульсами с Р < 0.5 MВт/см2, а эквива-
лентность дозы облучения обеспечивалась соот-

ветствующим  увеличением  количества
возбуждающих импульсов (времени облучения).

Непосредственно в зоне возбуждения возмож-
но повреждение бактерий в результате фотодина-
мического действия; гибель клеток за счет гипер-
термии при безызлучательной релаксации ВВЭС-
сенсибилизаторов, связанных со стенками бакте-
рий или находящихся внутри клеток; разрывы хи-
мических связей биологически важных макромо-
лекул при безызлучательном переносе энергии с
ВВЭС-красителей, а также разрушение клеток
ударными волнами. На расстояниях же более
5 мм от зоны возбуждения уже не проявляются
тепловые эффекты, нет фотодинамического дей-
ствия и переноса энергии. Если имеет место по-
вреждение бактерий, то оно происходит исклю-
чительно под действием ударных волн, возника-
ющих при быстром образовании и схлопывании
пузырьков пара в зоне облучения. 

На рис. 5 показаны зависимости выживаемо-
сти клеток E. coli и B. subtilis в физиологических
растворах  с  ксантеновыми  красителями
(0.25 мМ) до и после их облучения импульсами
различной плотности мощности Р при разных
расстояниях до зоны возбуждения. 

Видно, что непосредственно в перетяжке по-
вреждение бактерий E. coli происходит даже при
малых плотностях мощности возбуждающего из-
лучения. По-видимому, это обусловлено фотоди-
намическим  действием.  Для  гипертермии
клеток и безызлучательного переноса энергии
необходимо взаимодействие красителя со стенка-
ми бактерий или его проникновение внутрь кле-
ток. Ксантеновые красители-анионы не взаимо-

Рис. 4. Эволюция сигнала от ударной волны в
растворе родамина 6G (С = 0.25 мМ) с ростом
плотности мощности накачки: 1 – 5.7 MВт/см2, 2 –
11.1 MВт/см2, 3 – 18.7 MВт/см2, 4 – 27.0 MВт/см2, 5–
35.1 MВт/см2, 6 – 41.6 MВт/см2. 
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Рис. 5. Зависимости выживаемости клеток Escherichia coli в растворе с эритрозином (a) и Bacillus subtilis в растворе с
эозином (б) от плотности мощности накачки на разном расстоянии от перетяжки при постоянной концентрации
красителей (0.25 мМ) в физиологическом растворе: 1 – 0 мм, 2 – 2.5 мм, 3 – 10 мм. 
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действуют с клетками E. coli, стенки которых име-
ют отрицательный заряд [20]. На расстояниях 5 и
10 мм от зоны возбуждения повреждения
клетокE. coli становятся заметными только при
Р> 10 MВт/см2, когда за счет двухквантового по-
глощения возрастает эффективность генерации
ударных волн. 

Клетки B. subtilis оказались более чувствитель-
ными к воздействию ударных волн. Их чувстви-
тельность даже к малым дозам облучения, по-ви-
димому, связана с взаимодействием эозина с бак-
териями. 

Зависимость выживаемости бактерий B. subtilis
от плотности мощности накачки при разной кон-

центрации родамина 6G в растворе на расстоя-
нии 10 мм от зоны возбуждения представлена на
рис. 6. Видно, что с ростом концентрации термо-
сенсибилизатора эффективность повреждения
микроорганизмов возрастает.

Особенно заметными повреждения становят-
ся при Р > 20 MВт/см2. С ростом концентрации
красителя в растворе увеличивается плотность
тепловых источников. Это повышает эффектив-
ность генерации ударных волн и, соответственно,
увеличивает вероятность повреждения бактерий.
Кроме того, при большой концентрации красите-
лей образуются ассоциаты, квантовый выход
флуоресценции у которых ниже, чем у мономеров
[19]. Ассоциаты красителей могут быть дополни-
тельными источниками тепловыделения в рас-
творах. 

Изображения бактерий до и после облучения в
присутствие эритрозина, полученные с помощью
атомно-силовой микроскопии, показаны на
рис. 7. При исследовании образцов, содержащих
бактериальные клетки E. coli, до воздействия аку-
стических волн на поверхности подложки обна-
ружены неоднородные по внешним признакам
структуры, среди которых можно выделить про-
долговатые объекты высотой более 600 нм и объ-
екты разнообразной формы, высотой менее
100 нм (рис. 7а). 

Первые объекты были идентифицированы как
бактериальные клетки со средними размерами
1.76 мкм в длину, 950 нм в ширину и 680 нм в вы-
соту. Более мелкие структуры, очевидно, являют-
ся остатками питательной среды и физиологиче-
ского раствора, использующегося в качестве бу-
фера. 

Рис. 6. Зависимости выживаемости клеток Bacillus
subtilis от плотности мощности накачки на
расстоянии 10 мм от перетяжки при различной
концентрации родамина 6G в физиологическом
растворе: 1 – 0.1 мМ, 2 – 0.25 мМ, 3 – 0.5 мМ. 
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Рис. 7. Изображения бактерий до и после облучения в присутствии эритрозина, полученные с помощью атомно-
силовой микроскопии. 
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Результаты визуализации клеток E. coli после
облучения (λвозб = 532 нм, Р = 35 MВт/см

2) в рас-
творе с эритрозином (0.5 мМ), отобранных на
расстоянии 10 мм от зоны возбуждения, показа-
ны на рис. 7б. Отличительной особенностью
представленных изображений является наличие
на подложке клеток с нарушенной целостностью
клеточной стенки. При этом высота клеток
уменьшилась и составила в среднем 580 нм.
Для количественного описания изменений кле-
точной стенки оценена ее шероховатость до и по-
сле воздействия. Среднеквадратичная шерохова-
тость увеличилась в среднем на 40%, составляя до
и после облучения в среднем 23 и 32 нм соответ-
ственно. 

Аналогичные изменения наблюдаются в клет-
ках B. subtilis: в контрольных образцах, помимо
интактных, обнаруживаются также деформиро-
ванные клетки с разной степенью поражения
вплоть до полностью дефрагментированных мик-
роорганизмов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Ударные волны, возникающие при образова-
нии и схлопывании пузырьков пара в физиологи-
ческом растворе, эффективно повреждают бакте-
рии на расстояниях, многократно превышаюших
радиус фотодинамического действия. Эффектив-
ность повреждения микроорганизмов возрастает
с увеличением концентрации красителей в рас-
творах и, естественно, зависит от плотности мощ-
ности возбуждающего света. Это явление можно
использовать для разработки практического спо-
соба борьбы с патогенными микроорганизмами в
глубоких слоях тканей. Такой способ воздействия
на микроорганизмы перспективен в средах, где
малоэффективны традиционные способы – ан-
тибиотикотерапия или фотодинамическое воз-
действие на патогены. 
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Photothermic Inactivation of Microorganisms at Relaxation 
of Highly Excited States of Sensitizers

 S.N. Letuta, S.N. Pashkevich, A.T. Ishemgulov, and A .N. Nikiyan

Orenburg State University, prosp. Pobedy 13, Orenburg, 460018 Russia

This study demonstrates the susceptibility of planktonic bacteria Escherichia coli and Bacillus subtilis to inac-
tivation by shock acoustic waves arising from the rapid formation and collapse of vapor bubbles in the medium
locally heated to boiling point. Local heating of the medium occurred due to heat release through relaxation
of highly excited electronic states of exogenous molecules of organic dyes. Dyes molecules were excited by
nanosecond laser pulses. Highly excited electronic states were formed as a result of stepwise absorption of two
quanta of laser radiation. The dependency of the efficiency of microorganism inactivation on dye concentra-
tion, the excitation power density and the distance from the shock wave source was studied.

Keywords: exogenous thermosensitizers, shock acoustic waves, inactivation of microorganisms
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Показано, что основные компоненты леворина А с ароматической группировкой – А0, А1, А2, А3
увеличивают проводимость мембран в ряду: А3 > А2 > А1 > А0, когда находятся с одной стороны
мембраны. Все компоненты леворина обладают катионной селективностью. Наиболее изученный в
работе леворин А2 создает в мембранах практически идеальную проницаемость для ионов калия.
Потенциал на десятикратный градиент изменения концентрации KCl составляет 56 ± 2 мВ.
Модификация мембран при одной и той же концентрации леворина А2 сначала с одной стороны
мембраны, а затем, после установления стационарной проводимости, с другой стороны мембраны
показывает, что суммарная проводимость мембран при этом удваивается. Это означает, что с
каждой стороны мембраны формируются независимые левориновые проводящие полупоры.
Установлено, что при одностороннем введении леворина А2 к мембранам увеличивается
проницаемость мембран для моносахаров и других нейтральных молекул. В присутствии леворина
А2 на мембранах из фосфолипидов с холестерином, эргостерином и стигмастерином обнаружены
одиночные ионные каналы с проводимостью 0.2–0.5 пСм и изучены их свойства. Левориновые
каналы имеют два основных состояния – открытое и закрытое. В растворе KBr-канал большую
долю времени находится в открытом состоянии. В растворах разных солей, но одинаковой
молярности, величина проводимости левориновых каналов примерно одинакова 0.4–0.5 пСм.
Увеличение концентрации диметилсульфоксида в водном растворе способствует переходу молекул
полиеновых антибиотиков из дисперсной в мономолекулярную форму. Молекулы полиеновых
антибиотиков, находясь в ассоциированной форме, обладают высокой мембранной активностью. 

Ключевые слова: макролидные полиеновые антибиотики, леворин А2, липидные мембраны, проницае-
мость мембран, ионные каналы, диметилсульфоксид.

DOI: 10.31857/S0006302920040110

Исследование молекулярного механизма из-
бирательной проницаемости клеточных мембран
для ионов и органических соединений является
одной из ключевых проблем биофизики мем-
бранного транспорта. Прогресс, достигнутый в
изучении механизма транспорта ионов через ли-
пидные мембраны, связан с веществами антибио-
тической природы. Чтобы подойти к решению
молекулярного механизма переноса ионов через
мембраны, необходимо знать структуру молекул,
образующих независимые системы проницаемо-
сти, а также иметь возможность изучить отдель-
ные функциональные группы, определяющие

биологическую активность молекул, с широким
варьированием внешних и внутренних парамет-
ров. В связи с этим большое внимание уделяется
изучению структуры и мембранной активности
каналообразующих соединений. В отличие от ка-
налообразующих соединений грамицидина А и
аламетицина, полиеновые антибиотики (ПА) яв-
ляются классическими структурными канало-
формерами с известной структурой молекул [1].
ПА представляют собой большую группу природ-
ных соединений, продуцируемых микроорганиз-
мами Streptomyces (Actinomyces) [2]. Большинство
ПА продуцируются грамположительными мик-
роорганизмами [2]. ПА обладают высокой проти-
вогрибковой активностью [3, 4]. В основе биоло-
гического действия ПА лежит формирование ими
в липидных и клеточных мембранах в комплексе

Сокращения: ПА – полиеновые антибиотики БЛМ – бис-
лойные липидные мембраны, ДМСО – диметилсульфок-
сид.

УДК 577.352.2
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со стеринами структурных ионных каналов моле-
кулярных размеров с определенной проводимо-
стью [1, 5]. Из всех изученных ПА наибольшей
биологической активностью обладают гептаено-
вые антибиотики амфотерицин В и леворин [1].
Леворин – основной представитель антибиоти-
ков с ароматической группировкой. Леворин
продуцируется микроорганизмами Actinomyces
levoris [6]. В отличие от неароматических анти-
биотиков амфотерицина В, нистатина и микогеп-
тина, антибиотик леворин эффективно действует
с одной стороны бислойных липидных мембран
(БЛМ) [1]. Несмотря на большое количество пуб-
ликаций, касающихся механизма взаимодей-
ствия ПА с БЛМ, до сих пор остается неясной
связь между структурой молекул антибиотиков и
свойствами образованных ими каналов. В хими-
ческой структуре всех ПА имеется макролидное
кольцо, содержащее то или иное число сопря-
женных двойных связей, которые определяют
хромофорные свойства данного вещества [6].
Биологическая активность ПА зависит от числа
двойных связей в гидрофобной части молекул.
Ароматический гептаеновый антибиотик лево-
рин, в отличие от неароматического гептаенового
антибиотика амфотерицина B, содержит в своей
структуре два атома азота (один входит в состав
аминосахара, второй – в состав N-метил-n-ами-
ноацетофенона [6]. Наибольший интерес пред-
ставляет изучение мембранных свойств леворина
как катионного каналоформера. Леворин неод-
нороден по составу и включает два близких, но не
идентичных по своим свойствам ароматических
гептаена – леворин А и леворин В [7, 8]. Леворин
А более активен, чем леворин В [8]. Наиболее
изученный из них – леворин А – оказался ком-
плексным, как и многие из известных ПА гептае-
нового ряда: кандицидин, трихомицин, гамицин
и другие [8, 9]. Исходный леворин А представляет
собой смесь нескольких компонентов – А0, А1, А2,
А3 [8, 9]. Установлена структура основного ком-
понента антибиотического комплекса – левори-
на А2 [10] и частичная структура других компо-
нентов [11]. Структурные отличия между компо-
нентами леворина А показаны на рис. 1. Как
видно из рис. 1, компоненты леворина отличают-
ся друг от друга расположением и числом карбо-
нильных и гидроксильных групп в структуре их
молекул. В отличие от амфотерицина В аромати-
ческий антибиотик леворин А увеличивает про-
ницаемость липидных и клеточных мембран для
катионов щелочных металлов, когда находится с
одной стороны мембраны [1, 12]. Наличие ком-
плексной природы леворина А и известная струк-
тура составляющих его компонентов предопреде-
лили необходимость их более глубокого сравни-
тельного изучения. К настоящему времени в
литературе отсутствуют данные о механизме од-
ностороннего действия леворина А на БЛМ. С

этой целью изучен механизм одностороннего
действия компонентов леворина А, изучены
свойства ионных каналов при введении леворина
А2 как идеального катионного каналоформера в со-
став БЛМ с одной стороны мембраны, представле-
ны данные экспериментальных исследований об
избирательности при формировании односторон-
них проводящих каналов и величине проводимости
каналов, образуемых леворином А2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бислойные мембраны получали из общих фос-
фолипидов, выделенных из белого вещества бы-
чьего мозга. Общие фосфолипиды очищали от
нейтральных липидов ацетоновой промывкой и
хранили при 0°С в хлороформо-метанольном
растворе (2 : 1) в концентрации 20 мг/мл. Затем к
этим липидам добавляли необходимое количе-
ство перекристаллизованного холестерина в со-
ответствующих концентрациях. Мембраны фор-
мировали на отверстии в тефлоновой ячейке диа-
метром 0.3 мм. В работе были использованы ПА,
любезно предоставленные нам проф. В.А. Вайн-
штейном (Санкт-Петербургский государствен-
ный химико-фармацевтический университет,
Санкт-Петербург, Россия). Известно, что ПА в
воде нерастворимы, лучшим растворителем для
них является диметилсульфоксид (ДМСО).
ДМСО получают путем окисления диметилсуль-
фида [13], в состав его молекулы входят две ме-
тильные группы, соединенные через серу двой-
ной связью с кислородом. Молекуле ДМСО при-
сущи такие свойства как амфифильность,
полярность, высокая резорбция и быстрое про-
никновение в органы и ткани [13]. Мы использо-
вали в работе ДМСО фирмы Sigma-Aldrich
(США). Леворин растворяли в ДМСО в концен-
трации 1–10 мг/мл, полученный раствор затем
использовали в качестве маточного и хранили его
в течение недели. Из маточного раствора микро-
шприцом антибиотики вводили в водный рас-
твор, окружающий мембрану. Электрические ха-
рактеристики БЛМ измеряли с помощью метода
фиксации мембранного потенциала и тока, ис-
пользуя электрометрический усилитель постоян-
ного тока Keithley-301 (США) и двухкоординат-
ный самописец Endim (Германия). Число лево-
риновых каналов зависит от концентрации
леворина. При образовании БЛМ мембранофор-
мирующие растворы готовили из фосфолипидов
с холестерином. В работе были использованы пе-
рекристаллизованный холестерин, фосфатидил-
серин, эргостерин, стигмастерин, мочевина, аце-
тамид, глицерин, рибоза, арабиноза, глюкоза, са-
хароза – все от компании Sigma (США). Для
стабилизации рН водных растворов использова-
ли буферные системы в концентрации 5 · 10–3 М.
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Проводимость немодифицированной мембраны
составляла 2–3 пС в растворах 0.1 М и 2 М КСl. 
Транспорт неэлектролитов определяли осмо-

тическим методом [14]. С наружной стороны
мембраны вводили неэлектролит в сравнительно
высокой концентрации так, чтобы осмотическое
давление (тоничность) раствора возросло по
сравнению с осмотическим давлением с противо-
положной стороны мембраны. Если исследуемый
неэлектролит проникает во внутренний отсек, то
по мере его перехода осмотическое давление по

обе стороны мембраны будет выравниваться. Во-
да начнет входить во внутренний отсек, выравни-
вая химические потенциалы воды в разных отде-
лениях системы. По скорости выравнивая хими-
ческих потенциалов воды в разных отделениях
системы можно судить о скорости поступления
исследуемого неэлектролита во внутренний отсек
мембраны. Коэффициент проницаемости для
данного вещества определялся из уравнения
Pd=D/d, где D – коэффициент диффузии прони-

Рис. 1.  Химическая структура индивидуальных компонентов леворина А (согласно работе [11]).
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ТАГИ-ЗАДЕ, КАСУМОВ

кающего вещества, d – толщина мембраны
(~50 Å). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Все индивидуальные компоненты леворина А
увеличивают ионную проницаемость мембран,
содержащих холестерин, для моновалентных ка-
тионов. В отличие от неароматических гептаено-
вых антибиотиков амфотерицина В, нистатина и
микогептина компоненты леворина увеличивают
проводимость мембран при введении их с одной
стороны мембраны. На рис. 2 представлена зави-
симость проводимости мембран от их концентра-
ции с одной стороны мембраны. Видно, что наи-
большей эффективностью обладает леворин А3, а
наименьшей – А0. По степени изменения прово-
димости мембран левориновые компоненты рас-
полагаются в следующий ряд с возрастающей эф-
фективностью: А0 < А1 < А2 < А3. В аналогичный
ряд располагаются антибиотики по мере увеличе-
ния их биологический активности [8].

Компоненты леворина А обладают важными
свойствами. Влияние антибиотиков на проводи-
мость мембраны зависит не только от их концен-
трации, но и от величины и направления прило-
женного к мембране потенциала. Изменение по-
тенциала вдвое (от 100 до 200 мВ) при постоянной
концентрации антибиотика приводит к росту

проводимости в 24 раза. Удвоение же концентра-
ции антибиотика при постоянной величине мем-
бранного потенциала приводит к росту проводи-
мости в четыре раза. Следует обратить внимание

на тот факт, что обнаружены два типа сборки
проводящих структур при введении антибиоти-
ков с одной стороны мембраны: потенциалзави-
симый и концентрационный. Первый тип сборки
наблюдается при концентрациях компонентов

леворина А от 10–8 до 5 · 10–7 М и зависит от вели-
чины приложенного к мембране электрического
поля. При концентрациях антибиотиков больше

5·10–7 М проявляется второй тип сборки при по-
стоянной величине мембранного потенциала.
Этот процесс необратим. Величина мембранного
потенциала на десятикратный градиент проника-
ющего иона варьирует в зависимости от числа
гидроксильных групп в гидрофильной части мо-
лекулы антибиотика. Молекула леворина в отли-
чие от неароматических антибиотиков содержит
в своем составе ароматическую группировку, бла-
годаря которой молекула приобретает дополни-
тельный положительный заряд: один расположен
у входа в канал, другой – с гидрофобного конца
молекулы. Следовало ожидать, что компоненты
леворина будут создавать в мембранах анионную
избирательность. Однако в экспериментах на-
блюдается катионная селективность. Этот эф-
фект подтверждает предположение о том, что си-
стема селективности локализована на гидро-
фильной части лактонного кольца молекулы
леворина. Отсюда следует, что ионная избира-
тельность мембран в присутствии леворина свя-
зана со структурой молекулярных групп, высти-
лающих внутреннюю полость канала. Изучение
механизма избирательной проницаемости мем-
бран для ионов и органических молекул в присут-
ствии леворина является важным аспектом про-
водимых исследований. Из рис. 1 видно, что ин-
дивидуальные компоненты леворина А по
структуре одинаковы, но отличаются только чис-
лом гидроксильных и карбонильных групп в гид-
рофильной части молекул. 

Исследования проводимости мембран при од-
ностороннем действии левориновых компонен-
тов в растворах различных проникающих катио-
нов показали, что проводимость мембран зависит
от степени гидратации проникающих ионов, как
и в случае симметричной модификации мембран
левориновыми компонентами. Ионы лития, об-
ладая меньшим размером кристаллического ра-
диуса в ряду катионов щелочных металлов, гидра-
тируются в значительно большей степени, чем,
например, ионы цезия. Вследствие этого резко

уменьшается скорость перемещения ионов Li+ в
канале, и это, в свою очередь, обуславливает
меньшую проводимость канала в растворах хло-
ристого лития по сравнению с проводимостью
леворинового канала в растворах хлористого це-
зия. Полученные данные при исследовании од-
ностороннего действия левориновых компонен-

тов показывают, что прохождение ионов Li+ че-

Рис. 2.  Зависимости проводимости бимолекулярных
мембран от концентрации индивидуальных компо-
нентов леворина А (А0, А1, А2, А3) с одной стороны
мембраны в растворе 2 М КСl, рН 6.5 при t = 25°С.
Потенциал на мембране +100 мВ («+» со стороны ан-
тибиотиков). Мембраны получали из раствора фос-
фолипидов бычьего мозга с холестерином в соотно-
шении 2 : 1.
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рез левориновые каналы более затруднено, чем

ионов Cs+. Это позволяет предположить, что од-
носторонний левориновый канал представляет
собой канал, заполненный водой. Исходя из это-
го предположения, следовало ожидать, что при
одинаковой молярной концентрации проводи-
мость мембран с леворином в растворе NaCl будет
примерно равной проводимости мембран в рас-
творе LiCl. Однако проводимость мембран с ле-
ворином в растворах NaCl оказалась на порядок
выше проводимости мембран в растворе CsCl.
По-видимому, здесь имеет место более сложный
характер переноса ионов через левориновые ка-
налы. 

Из всех компонентов леворина А только лево-
рин А2 обладает практически идеальной катион-
ной селективностью. Исходя из этого, наиболь-
ший интерес представляет исследование свойств
леворина А2 при взаимодействии с мембранами.
Модификация мембран при одной и той же кон-
центрации леворина А2 сначала с одной стороны
мембраны, а затем, после установления стацио-
нарной проводимости, с другой стороны мембра-
ны показывает, что суммарная проводимость
мембран при этом удваивается. Эти данные
показывают, что с каждой стороны мембраны
формируются независимые левориновые прово-
дящие каналы. С другой стороны, известно, что
амфотерицин В не действует с одной стороны
мембраны даже при очень высоких концентраци-

ях (1 · 10–4 М). Добавление амфотерицина В с
другой стороны мембраны в той же концентра-
ции резко усиливает проводимость мембран. В
этом случае происходит взаимодействие амфоте-
рицина В, находящигося по разные стороны мем-
браны, при котором проводимость мембран уве-

личивается в 24 раза [1]. Это доказывает взаимо-
действие двух амфотерициновых полупор с
образованием проводящего канала. При односто-
ронней модификации бислойных мембран лево-

рином А2 при концентрации 1 · 10
–5 М и при мем-

бранном потенциале +100 мВ (плюс – со стороны
антибиотика) наблюдается резкий рост проводи-
мости с выходом спустя 15 мин на стационарный
уровень. После достижения стационарной прово-
димости мембран была исследована проницае-
мость левориновых каналов для моносахаров и
других нейтральных молекул. Объем раствора во
внутренней ячейке составлял 0.3 мл, а объем на-
ружного раствора – 1 мл. В результате проведен-
ных экспериментов было обнаружено, что при
модификации мембран леворином А2 наблюдает-
ся увеличение проводимости липидных мембран
для моносахаров и других нейтральных молекул.
Ниже в скобках указаны значения радиуса моле-
кул (ri,_ Å) и коэффициент проницаемости (Pd,

см⋅ с–1 ⋅ 10–4) для нейтральных молекул в поряд-
ке возрастания гидродинамического радиуса мо-
лекул. По степени уменьшения проницаемости
молекул они располагаются в следующем ряду:
вода (ri = 1.4, Pd = 16.7 ± 2.2) > мочевина (ri = 1.8,
Pd = 11.2 ± 0.7) > ацетамид (ri = 2.5, Pd = 6.64 ± 1.34) >
>глицерин (ri = 3.1, Pd = 4.36 ± 1.03) > рибоза
(ri=3.6, Pd = 1.42 ± 0.12) > арабиноза (ri = 3.8, Pd=
1.38 ± 0.11) > глюкоза (ri = 4.2, Pd = 1.23 ± 0.04) >
> сахароза (ri = 5.2, Pd = 0.08 ± 0.02). Через лево-
риновые каналы способны проникать нейтраль-
ные молекулы вплоть до молекул глюкозы. Эти
данные говорят о том, что эффективный диаметр
леворинового канала составляет величину ~ 8 Å.

Введение леворина А2 к липидным мембранам
вызывает увеличение проводимости мембран по
канальному механизму. Работа одиночных кана-
лов, формируемых леворином А2, показана на
рис. 3, из которого видно, что проводимость ка-
нала составляет величину ~ 0.4–0.5 пСм. Мем-
браны, модифицированные леворином А2, обла-
дают катионной селективностью. Потенцил на
десятикратный градиент проникающего иона
100 мМ : 10 мМ (100 мМ – со стороны антибиоти-
ка) составляет величину +56 ± 2 мВ (знак + нахо-
дится в свободном от антибиотика растворе). Это
означает, что мембраны практически идеально
проницаемы для катионов. 

Проводимость каналов, образуемых левори-
ном А2, примерно на порядок меньше проводи-
мости амфотерициновых каналов и в 100 раз
меньше проводимости грамицидиновых каналов
при той же концентрации электролита. Обнару-
жение одиночных каналов в присутствии левори-
на А2 подтвердило предположение о наличии в
мембранах комплексов, инициирующих катион-
ную проницаемость. Левориновые каналы совер-
шают переходы между двумя состояниями: от-
крытым и закрытым. В таблице представлены ве-

Рис. 3.  Дискретные изменения проводимости мем-
бран в присутствии леворина А2 при потенциале
100 мВ («+» со стороны антибиотика). Концентрация
антибиотика с одной стороны мембраны составляла
5·10–8 М. Водные растворы с обеих сторон мембра-
ны содержали 2 М KCl, рН 6.5, t = 22°С. Мембраны
получали в смеси фосфолипида с эргостерином в со-
отношении 20 : 1. Стрелкой обозначен уровень про-
водимости немодифицированной мембраны.

I0

1 пСм

10 с
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личина проводимости канала и времена жизни
каналов в открытом и закрытом состояниях. 

Как видно из таблицы, в растворах разных со-
лей, но одинаковой молярности, величина про-
водимости каналов примерно одинакова и не за-

висит от концентрации антибиотика. В разных
солях времена жизни канала в открытом и закры-
том состояниях отличаются. В растворе КСl лево-
риновый канал большую долю времени проводит
в закрытом состоянии, однако в растворе KBr ка-
нал большую долю времени находится в откры-
том состоянии. Отсюда можно сделать вывод, что
анионы оказывают влияние на переключающую
систему молекулярного канала.

На рис. 4 показана работа одиночных каналов
леворина А2 на мембранах из фосфатидилсерина
с холестерином, эргостерином и стигмастерином.
При низких концентрациях антибиотика можно
наблюдать работу одиночных ионных каналов.

Введение леворина А2 в концентрации 5 · 10
–9 М

с обеих сторон мембран, приготовленных из фос-
фатидилсерина с холестерином, приводит к дис-
кретному нарастанию мембранного тока, флукту-
ирующего относительно среднего значения
(см. рис. 4а). Флуктуация тока связана с дискрет-
ной работой отдельных проводящих единиц – ка-
налов. Анализ флуктуаций тока показывает, что
проводимость каналов лежит в интервале 0.2–
0.5 пСм в растворах 2 М КСl при мембранном по-
тенциале 200 мВ. В присутствии леворина А2 в

концентрации 5 · 10–8 М с обеих сторон мембран,
образованных из раствора фосфатидилсерина с
эргостерином, впервые наблюдали дискретные
скачки проводимости (рис. 4б). Дискретные из-
менения проводимости мембран с леворином на-
блюдаются также на мембранах со стигмастери-
ном (рис. 4в). Как видно на рис. 4, проводимости
каналов примерно одинаковы и не зависят от со-
става электролита. В асимметричных условиях
концентрации электролита (2М КСl : 0.2 М КСl)
потенциал нулевого тока равен +54 ± 4 мВ на
мембранах с большим числом каналов. Знак по-
тенциала говорит об избирательной проницаемо-

сти мембран для ионов К+. Ионная селектив-
ность канала не зависит от полиеновой цепи. По
всей видимости система, ответственная за селек-
тивность ионного канала, локализована на гид-
рофильной стороне молекулы полиена. Изучая
селективные свойства мембраны с большим чис-
лом полиеновых каналов, можно однозначно
определить избирательность одиночного канала.
Такой экспериментальный подход обусловлен
тем, что систематическое изучение селективности
непосредственно одиночного канала методиче-
ски достаточно сложно ввиду ее малой проводи-
мости. В растворах КСl частота переходов канала
из открытого в закрытое состояние несколько
больше, и это связано, по-видимому, со сложным
характером взаимодействия иона с полярными
группами, выстилающими внутреннюю пору в
канале.

Параметры ионного канала в присутствии леворина А2
в растворах КСl и КВr

 2 M KCl 2 M KBr

gM, Ом
–1 ⋅ 1012 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0,l

Леворин A2, M ⋅ 10
–9 5.0 10.0

Tо, c 2.5 ± 0.3 5.2 ± 0.4

Tз, c 3.5 ± 0.2 0.86 ± 0.05

Примечание. gм – Проводимость одиночного канала при
мембранном потенциале 200 мВ; леворин А2 – концентра-
ция, необходимая для получения одиночных каналов (в те-
чение 15 мин); То – время жизни канала в открытом состоя-
нии; Тз – время жизни канала в закрытом состоянии. Мем-
браны формировали из смеси фосфатидилсерина с
эргостерином в весовом соотношении 20 : 1. 

Рис. 4.  Дискретные изменения проводимости мем-
бран в присутствии леворина А2 при потенциале
200 мВ, рН 6.5; t = 22°С. (а) – Концентрация антибио-
тика в растворе 2 М КСl – 5  ·10–9 М; мембраны полу-
чали из смеси фосфатидилсерина с холестерином в
соотношении 2 : 1. (б) – Концентрация антибиотика
в растворе 2 М КВr – 5·10–8 М; мембраны получали из
смеси фосфатидилсерина с эргостерином в соотно-
шении 20 : 1. (в) – Концентрация антибиотика в рас-
творе 2М КВr – 5 · 10–9 М; мембраны получали из
смеси фосфатидилсерина со стигмастерином в соот-
ношении 2 : 1.

()б
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Чувствительность мембран к ПА зависит от
концентрации ДМСО в водном растворе, окру-
жающем мембрану [15, 16]. При соотношении во-
да : ДМСО = 20 : 1 проводимость мембран с анти-
биотиками была высокой и становилась сравни-
мой с проводимостью самих электродов. При
соотношении вода : ДМСО = 10 : 1 проводимость
мембран с антибиотиками была также высока.
Постепенное увеличение концентрации ДМСО в
водном растворе уменьшало чувствительность
ПА к мембранам. Проводимость мембран в соле-
вом растворе, содержащем 50% ДМСО и ПА, ока-
залась очень низкой. Та же картина наблюдалась
в растворе с соотношением вода : ДМСО, равным
1 : 10. Приведенные данные показывают, что по-
степенное увеличение концентрации ДМСО в
водном растворе способствует переходу молекул
ПА из дисперсной, т.е. ассоциированной формы,
в мономолекулярную форму, и в этой форме мо-
лекулы ПА оказываются биологически неактив-
ными. Отсюда следует, что молекулы ПА, нахо-
дясь в ассоциированной форме, обладают очень
высокой мембранной активностью, а распад про-

водящего комплекса в мембране означает переход
канала из олигомерной структуры в мономерно-
димерную и потере им проводимости. Чувстви-
тельность ПА к мембранам означает, что увели-
чивается число проводящих каналов, а проводи-
мость индивидуальных одиночных каналов не из-
меняется. Под чувствительностью ПА к
мембранам понимается минимальная концентра-
ция антибиотика, под действием которого обра-
зуются одиночные каналы в единицу времени. По
мере увеличения концентрации ДМСО чувстви-
тельность мембран к антибиотикам уменьшается,
хотя угол наклона зависимости проводимости
мембран от концентрации антибиотиков при
этом не меняется. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Наибольший интерес представляют сравни-
тельные исследования, связанные с особенностя-
ми взаимодействия ПА с БЛМ и клеточными
мембранами. На изолированном мышечном во-
локне травяной лягушки Rana temporaria был изу-
чен индуцированный полиенами ионный транс-
порт. Было показано, что амфотерицин В, мети-
ловый эфир амфотерицина В, нистатин,
микогептин и леворин усиливают проводимость
мышечного волокна для катионов щелочных ме-

таллов [12, 17–19]. Как было показано в нашей ра-
боте, леворин также усиливает проводимость
бислойных мембран для катионов щелочных ме-
таллов. Избирательная проницаемость липидных
мембран зависит от структуры гидрофильной це-
пи полиеновой молекулы. Так, амфотерицин В,
нистатин и микогептин эффективно увеличива-
ют проводимость БЛМ для одновалентных анио-

нов только при наличии их с обеих сторон мем-
браны [1]. Было показано, что указанные выше
антибиотики эффективно увеличивают проница-
емость мембран эритроцитов, лимфоцитов, ти-
моцитов и мышечных клеток при наличии их с
одной стороны мембраны, при этом на мембра-
нах наблюдается усиление потока не для анио-
нов, а для катионов щелочных металлов [17–20].
Антибиотики с ароматической группировкой, в
частности левориновые компоненты, оказались
эффективны с одной стороны клеточных мем-
бран и БЛМ. Леворин действует на липидные и
клеточные мембраны, создавая избирательную
проницаемость для катионов щелочных металлов
[12, 21]. В молекуле микогептина на одну карбо-
нильную группу больше, чем в молекулах амфо-
терицина В и нистатина. Через микогептиновые
каналы анионы и катионы проникают примерно
одинаково [21]. В молекуле леворина на две кар-
бонильные группы больше, чем в молекулах ам-
фотерицина В и нистатина, и в присутствии лево-
рина уже наблюдается избирательная проницае-
мость мембран для катионов [21]. Наши
исследования показали, что мембраны, модифи-
цированные леворином с одной стороны мембра-
ны, обладают такой же селективностью, как и при
двухстороннем введении антибиотика. Проводи-
мость одиночных полупор примерно такая же,
как и проводимость канала, возникающая при
двухстороннем введении антибиотика. Для рас-
шифровки молекулярной природы катионной се-
лективности левориновых каналов требуется
синтез новых молекул с измененной химической
структурой молекул. Биологический синтез и хи-
мическая трансформация молекул ПА – вот ре-
альный путь получения новых производных ПА с
новыми физико-химическими свойствами [22–
24]. Наибольший интерес представляет модифи-
кация полиеновой молекулы по гидрофильной
цепи, изменяющая внутреннюю полость канала,
и, как показывают исследования, только эта си-
стема в молекулах полиенов отвечает за избира-
тельную проницаемость мембран для ионов и
органических соединений. Эксперименты, про-
веденные с алкильными производными левори-
на, модифицированными по полярным карбок-
сильным и аминным группам, показали, что
подобная модификация не влияет на избиратель-
ную проницаемость мембран, а только определя-
ет время пребывания антибиотика в мембране.
Модифицируя мембраны алкильными производ-
ными с разной длиной углеводородной цепи
(R-CH3 – метил, R-C2H5 – этил, R-C3H7 – про-
пил, R-C4H9 – бутил; R-C5H11 – амил), можно
точно контролировать время нахождения анти-
биотика в мембране [1]. Проведенные экспери-
менты на липидных мембранах показали, что с
увеличением длины алкильной цепи производ-
ных леворина время нахождения их в мембране
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по сравнению с исходным леворином уменьшает-
ся [1]. Время пребывания антибиотика в мембра-
не определялось по постоянной времени релакса-
ции проводимости мембран после отмывки анти-
биотика из окружающего мембрану раствора. 

Биологическая активность ПА зависит не
только от структуры молекул полиенов, но и от
выбора растворителя. Водорастворимые формы
ПА примерно в десять раз менее эффективны,
чем при введении в водную фазу антибиотиков в
растворах ДМСО [21]. При введении смеси
ДМСО с ПА в водную среду происходит форми-
рование самоагрегированных ассоциатов ПА в
водных растворах [25–27]. Полиены в комплексе
с ДМСО формируют в водных растворах ассоци-
аты, состоящие из нескольких молекул антибио-
тиков, и только в такой форме они обладают вы-
сокой мембранной активностью [28]. Частота об-
разования и размер агрегированных ассоциатов
возрастает с увеличением концентрации ПА [29].
Диаметр левориновой полупоры составляет 8 Å,
что согласуется с данными работы [30]. Исполь-
зование ПА в комплексе с ДМСО усиливает эф-
фективность биологического действия ПА на ли-
пидные мембраны [15, 16]. Здесь с большой веро-
ятностью можно говорить о том, что увеличение
числа молекул антибиотика, встроенного в мем-
брану, связано с совершением работы силами по-
верхностного натяжения. Благодаря тому, что
значение  диэлектрической  проницаемости
ДМСО (ε = 48.9) находится между величинами
для воды и жиров, происходит уменьшение коэф-
фициента распределения ПА между мембраной и
водой. Исходя из изложенных данных, можно
высказать предположение о том, что леворин,
являясь каналообразующим соединением, может
индуцировать в мембранах формирование до-
полнительных каналов проницаемости и при ин-
тенсивной мышечной активности усилить пере-
нос катионов и энергозависимых субстратов в
клетки.

ВЫВОДЫ

Изложенные выше результаты проведенных
экспериментов позволяют высказать предполо-
жение о том, что путем встраивания в мембраны
гептаенового антибиотика леворина А2 с установ-
ленной химической структурой молекул можно
моделировать процесс формирования каналов в
клеточных мембранах и экспериментально осу-
ществить трансмембранный перенос ионов и уг-
леводов в клетки.
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Properties of Ion Channels in Lipid Membranes Modified by Levorin А2, 
an Aromatic Antibıotic

 T.P. Taghi-zada and Kh.M. Kasumov 

Department of Medical and Biological Sciences, Azerbaijan State Academy of Physical Education and Sport,
prosp. Fatali Khan Khoyski, 98, Baku, AZ 1072 Azerbaijan

It is shown that the main components of levorin A complex consisting of antibiotics of the aromatic group
designated as A0, A1, A2, A3 increase the permeability of membranes for: A3 > A2 > A1 > A0 when added to
one side of the membrane. All components of levorin produce a cation-selective conductance. Levorin А2,
which has been extensively studied in our research, promotes increased permeability of membranes to potas-
sium ions. The membrane potential for a tenfold change in KCI concentration gradient is 56 ± 2 mV. It has
been shown that that injection of the same concentration of levorin А2 to one side and then, after determining
typical membrane permeability, to the other side of the membrane generates a two-fold increase in total
membrane permeability. This means that independent levorin-induced conductive semi-pores are formed on
each side of the membrane. It has been found that injection of levorin А2 only to one-side of the membranes
enhances membrane permeability for monosaccharides and other neutral molecules. In the presence of
levorin А2 on membranes of phospholipids with cholesterol, ergosterol and stigmasterol, the single-channel
conductance of typical ion channels was 0.2–0.5 pS and the properties of these channels were studied.
Levorin channels exist in two states: open and closed. In KBr solution the channel remains most of the
time in the open state. In solutions containing different salts, but with the same molarity, the conductance
value of levorin channels is approximately the same (0.4–0.5 pS). Increasing the concentration of dimethyl
sulfoxide in aqueous solution facilitates the transition of molecules of polyene antibiotics from dispersed to
monomolecular form. The molecules of polyene antibiotics, formed by association, exhibit high membrane
activity.

Keywords: polyene macrolide antibiotics, levorin A2, lipid membrane, membrane permeability, ion channels, di-
methyl sulfoxide
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Исследовано влияние газовых посредников H2S и СО на Са
2+-зависимые калиевые каналы и ани-

онный обменник, которые участвуют в формировании гиперполяризации мембраны эритроцитов,
а также играют важную роль в регулировании объема и деформируемости эритроцитов. Установле-
но, что в присутствии доноров H2S и СО существенно снижается амплитуда редокс-стимулирован-
ной гиперполяризации мембраны вследствие снижения активности Са2+-зависимых калиевых ка-
налов. Также обнаружено, что H2S и СО устраняют снижение объема эритроцитов, отмечаемое при
активации Са2+-зависимых калиевых каналов или блокировании анионного обменника. Показано,
что H2S достоверно увеличивает деформируемость эритроцитов. 

Ключевые слова: эритроциты, монооксид углерода, сероводород, Са2+-зависимые калиевые каналы,
анионный обменник, деформируемость. 
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Реологические свойства крови во многом обу-
словлены способностью красных кровяных телец
деформироваться при прохождении через микро-
циркуляторное русло и поддерживать свой посто-
янный объем. Два тесно взаимосвязанных про-
цесса, которые зависят от структурных свойств
компонентов цитоскелета, степени взаимодей-
ствия цитоскелета и интегральных трансмем-
бранных комплексов, которое достигается анки-
рином, белками 4.1, 4.2 и белком полосы 3 (из-
вестным как анионный обменник (AE1)) [1], а
также от активности ион-транспортных систем
эритроцитарной мембраны [2]. 

Установлено, что заметное уменьшение объе-
ма эритроцитов опосредовано так называемым
Gardos-эффектом, который представляет собой

индуцированную ионами Са2+ потерю катионов

калия через Са2+-зависимые К+-каналы (КСа-ка-
налы, Gardos-каналы) [3, 4]. Одной из функций

КСа-каналов каналов является их участие в регу-
ляции апоптоза красных клеток крови [5]. Пока-
зано, что при различных заболеваниях, в том чис-
ле и при сердечно-сосудистой патологии, сокра-
щается продолжительность жизни эритроцитов,
снижается их деформируемость, увеличивается
внутриклеточная концентрация ионов кальция
[1, 6]. 
В то же время основная функция эритроцитов

заключается в транспортировке кислорода в свя-
зи с гемоглобином. Сродство кислорода к гемо-
глобину можно регулировать, изменяя, напри-
мер, объем клеток (и, следовательно, концентра-
цию гемоглобина) и уровень рН внутри
эритроцитов. Изменения напряжения кислорода,
в свою очередь, могут контролировать активность
ионных переносчиков [7, 8], которые участвуют в
поддержании клеточного объема и рН. Помимо
молекулярного кислорода как такового, актив-
ные формы кислорода, оксид азота (NO), моно-
оксид углерода (CO), сероводород (H2S) могут иг-
рать роль в регуляции ион-транспортных систем
эритроцитов при условии, что они подвержены
влиянию напряжения кислорода. Имеющиеся
данные о вовлечении эндогенно синтезируемых

Сокращения: КСа-каналы – Са
2+-зависимые калиевые ка-

налы, ФМС – феназинметасульфат, CORM-2 – бис(ди-
хлорид трикарбонилрутения), ГО – гиперполяризацион-
ный ответ.
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газовых молекул – H2S и CO в механизмы внут-
ри- и межклеточной коммуникации дополни-
тельно указывает на значимость данных агентов в
регуляции жизнедеятельности клеток, тканей и
организма в целом [9–11]. Существенный про-
гресс в исследованиях реакций, опосредованных
газотрансмиттерами, достигнут в связи с откры-
тием способности некоторых химических соеди-
нений воспроизводить эффекты данных сигналь-
ных молекул, действуя в качестве их доноров.
Однако сведения о действии H2S и СО на клетки
крови весьма немногочисленны и носят скорее
констатирующий характер, что оставляет ряд
нерешенных вопросов о механизмах воздействия
сигнальных молекул на системы ионного пере-
носа. 
В связи с вышесказанным целью исследова-

ния явилось изучение механизмов регуляции

Са2+-зависимой калиевой гиперполяризации
мембраны эритроцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом исследования являлась венозная
кровь, которую забирали из локтевой вены до-
норов утром натощак в пробирки типа BD

Vacutainer® с гепарином лития (17 МЕ/мл). В ис-
следование были включены 25 здоровых добро-
вольцев (15 мужчин и 10 женщин) в возрасте от 38
до 62 лет, не имеющих в анамнезе сердечно-сосу-
дистых, эндокринных и генетических заболева-
ний. Из цельной гепаринизированной крови по-
лучали осадок эритроцитов путем центрифугиро-
вания (5 мин, 1000 g, 4°С), затем удаляли плазму и
клетки белой крови, а эритроциты дважды отмы-
вали 150 мМ NaCl, содержащим фосфатно-соле-
вой буфер (5 мМ, рН 7.4), при тех же условиях
центрифугирования. Полученный осадок эрит-
роцитов промывали изоосмотической средой
(320 мОсм/л), содержащей 150 мМ NaCl, 10 мM
глюкозы, 1 мМ KCl, 1 мM MgCl2. После этого
эритроциты переносили на лед и хранили не бо-
лее 12 ч. 

Изучение Са2+-зависимой калиевой проницае-
мости мембраны эритроцитов выполняли потен-
циометрическим методом путем непрерывной
регистрации мембранного потенциала клеток по
изменениям рН среды, основанным на том, что в
присутствии протонофора (СlССP, carbonylcya-
nide-m-chlorophenylhydrazone), 20 мкМ) распре-

деление Н+ зависит от мембранного потенциала
как Em = (pHi – pH0)RT/F, где pHi и pH0 – значе-
ния pH цитоплазмы и среды инкубации соответ-
ственно. Для активации КСа-каналов использо-
вали искусственную электронно-донорную си-
стему аскорбат (10 мМ) – феназинметасульфат
(ФМС, 0,1 мМ) [12]. Доноры H2S и CO – NaHS и

бис(дихлорид трикарбонилрутения) (CORM-2) –
добавляли за 5 мин до внесения в суспензию
эритроцитов агентов, вызывающих гиперполяри-
зацию мембраны.

Регистрацию изменений объема эритроцитов
выполняли спектрофотометрическим методом,
согласно которому при изменении объема клеток
изменяется светопропускание, значит, и оптиче-
ская плотность суспензии эритроцитов [13]. Оп-
тическая плотность вычисляется как десятичный
логарифм отношения потока излучения, падаю-
щего на объект, к потоку излучения прошедшего
через него (отразившегося от него): D = lgI0/I, где
D – оптическая плотность (I0 и I – интенсивно-
сти падающего и ослабленного пучков света). Оп-
тическую плотность определяли при λ = 800 нм
(спектрофотометр UNICO-2800, United Products
& Instruments, США). Для спектрофотометриче-
ских измерений упакованные эритроциты разво-
дили в среде их инкубации в соотношении 1:100.
В исследуемой суспензии количество эритроци-

тов варьировало от 4 ⋅ 107 до 5 ⋅ 107 кл./мл, объем
кварцевой кюветы составлял 3.5 мл. 

Исследование деформируемости эритроцитов
проведено методом эктацитометрии на анализа-
торе RheoScan-AnD 300 (Rheo Meditech. Inc., Ко-
рея) c помощью набора картриджей RSD-К02 в
диапазоне напряжений сдвига 1–20 Па. Для ха-
рактеристики деформируемости эритроцитов ис-
пользовали индекс элонгации [14].

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили при помощи программы SPSS
Statistics 22. Достоверность различий определяли
непараметрическими критериями: U-критерий
Манна-Уитни для независимых и Т-критерий
Вилкоксона для зависимых выборок. Данные
представлены в виде медианы (Me) и межквар-
тильного размаха (Q1; Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Изучение влияния газотрансмиттеров на меха-
низмы регуляции Gardos-каналов эритроцитов. До-
бавление искусственной электронно-донорной
системы «аскорбат–ФМС» к суспензии эритро-
цитов приводит к развитию гиперполяризации
мембраны красных клеток крови, изменение ам-
плитуды которой служит интегральной характе-

ристикой Са2+-управляемой К+-проницаемости
мембраны эритроцитов. Добавление NaHS в кон-
центрациях 5 и 10 мкМ в среду инкубации эрит-
роцитов достоверно снижало амплитуду гиперпо-
ляризационного ответа (ГО) на 12% (n = 8,
p< 0.05) и на 23% (n = 8, p < 0.05) по сравнению с
контролем соответственно (рис. 1а). В присут-
ствии 5 и 10 мкМ CORM-2 в среде инкубации
эритроцитов редокс-индуцированный ГО сни-
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ПЕТРОВА и др.

зился на 10% (n = 7, p < 0.05) и 20% (n = 7, p < 0.05)
по сравнению с контролем соответственно
(рис. 1б). 

Показано, что определенный вклад в развитие
ГО мембраны эритроцитов вносит электроней-

тральный Cl–/HCO–3-обменник [15]. Инкубация
эритроцитов в присутствии блокатора анионного
обмена SITS (100 мкМ) приводила к увеличению
амплитуды редокс-зависимого ГО на 35.2% от
контрольного значения (n = 8, p < 0.05). Инкуба-
ция эритроцитов в присутствии SITS и NaHS вы-
звала снижение исследуемого параметра по срав-
нению со значениями, полученными в отсутствие
NaHS. Так, амплитуда ГО при совместном дей-
ствии SITS и 5 или 10 мкМ NaHS составила отно-
сительно контрольного значения –52.3 (–58.8,
‒47.1) мВ (n = 6, p < 0.05) и –25.4 (–35.8, –18.6) мВ
(n = 6, p < 0.05) соответственно. Аналогичные
данные были получены и при сочетанном дей-
ствии SITS и CORM-2: в концентрации 5 мкМ
CORM-2 снижал величину ГО до –53.5 (–56.2,
‒44.2) мВ (n = 6, p < 0.05), 10 мкМ CORM-2 – до
–24.4 (–35.6, –17.7) мВ (n = 6, p < 0.05) соответ-
ственно.

Полученные результаты свидетельствуют, что
доноры H2S и CO снижают амплитуду редокс-
стимулированного ГО, развитие которого обес-
печивается Gardos-каналами и транспортом ани-
онов хлора.

Исследование влияния газомедиаторов на изме-
нения объема эритроцитов. С помощью фотомет-
рического метода было показано, что стимуляция

Са2+-зависимой калиевой проницаемости мем-
браны эритроцитов с помощью редокс-системы
«аскорбат–ФМС» вызывает увеличение оптиче-
ской плотности суспензии эритроцитов (p < 0.05),
что может отражать процесс сжатия клеток (таб-

лица). Инкубация эритроцитов с блокатором
КСа-каналов клотримазолом (3 мкМ) устраняла

описанный эффект. 

Добавление к суспензии эритроцитов NaHS в
концентрациях 5 и 10 мкМ на фоне активации
Gardos-каналов вызывало уменьшение показате-
ля оптической плотности (p < 0.05) по сравнению
с контролем. Таким образом, донор H2S снижал

эффект сжатия эритроцитов, возникающий в ре-
зультате активации КСа-каналов. Сходное влия-

ние на величину оптической плотности оказывал
и донор СО в различных концентрациях, тем са-
мым приводя к увеличению объема красных кле-
ток (таблица).

Блокирование Cl–/HCO–3-обменника  приво-

дило к статистически значимому увеличению по-
казателя оптической плотности на 15% (n = 10,
p< 0.05) по сравнению с контролем. Присутствие
доноров H2S или СО в концентрациях 5, 10 мкМ

в суспензии эритроцитов совместно с SITS вызы-
вало снижение показателя оптической плотности
суспензии эритроцитов, что свидетельствовало о
набухании эритроцитов.

Изучение деформируемости эритроцитов при
действии сероводорода. Исследование деформи-
руемости эритроцитов эктацитометрическим ме-
тодом показало, что обработка красных клеток
крови донором H2S в концентрации 10 мкМ вы-

зывала увеличение индекса элонгации при раз-
личных величинах напряжения сдвига, что свиде-
тельствовало об увеличении деформируемости
красных клеток крови (рис. 2). 

Рис. 1. Влияние NaHS (а) и СОRM-2 (б) на гиперполяризацию мембраны эритроцитов; * – р < 0.05 по сравнению с
контролем.
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ОБСУЖДЕНИЕ 

В течение последних трех десятилетий элек-
трофизиологические исследования показали, что
мембрана эритроцитов наделена большим разно-
образием ион-транспортных систем, которые
участвуют в гомеостазе катионной и, в меньшей
степени, анионной проводимости клеток [6, 16].
Известно, что активация KCa-каналов, способ-
ствуя массивной утечке ионов калия наружу из
клеток, приводит к их обезвоживанию и сжатию
[4, 8]. 
В настоящем исследовании для стимуляции

KCa-каналов эритроцитов была использована ис-
кусственная электронно-донорная система «ас-
корбат–ФМС». Согласно работе [12], данная си-

стема модулирует Са2+-зависимую калиевую
проницаемость мембраны за счет увеличения

сродства KCa-каналов к ионам Са
2+. Однако воз-

можны и другие пути регуляции калиевой прони-
цаемости мембраны эритроцитов, не связанные с
ионами кальция. Показано, что добавление ас-
корбата и ФМС в среду инкубации эритроцитов
приводит к образованию редокс-агентов, кото-

рые, возможно, оказывают свое влияние на Са2+-
зависимую калиевую проницаемость мембраны
эритроцитов опосредованно через SH-группы [4,
17], которые являются конечным или промежу-
точным акцептором в электронном транспорте на
мембране эритроцитов [18].
Как было установлено в настоящей работе, в

присутствии различных концентраций доноров
H2S или СО наблюдается снижение амплитуды
ГО мембраны эритроцитов, что свидетельствует о

подавлении Са2+-зависимой калиевой проводи-
мости мембраны и, соответственно, уменьшении
потерь ионов калия клеткой. Наиболее вероятны-
ми причинами обнаруженного эффекта может

быть взаимодействие H2S или СО с белками ка-
нала или его регуляторными белками, в частно-
сти протеинкиназами [19]. Отмечено, что для H2S
основными мишенями для передачи сигналов яв-
ляются окисленное железо, которое в небольшом
количестве присутствует в эритроцитах, и тиоло-
вые группы белков. При этом наиболее вероятно
образование в клетках производных H2S персуль-
фида (R-SSH) и полисульфидов (R-SnH) [20, 21],
которые оказывают влияние на функциональную
активность белков, в том числе и ионных кана-
лов. Также H2S может вызывать модификацию
белков за счет реакций сульфгидрирования, в том
числе образования сульфгемоглобина [10]. В то
же время, несмотря на высвобождение СО из
CORM-2, который связывается с гемоглобином

Изменение оптической плотности суспензии эритроцитов при действии NaHS и СОRM-2 

Группа
Оптическая плотность (D)

– Аскорбат–ФМС + Аскорбат–ФМС
+ Аскорбат–ФМС + SITS, 

100 мкМ
Контроль  0.793

(0.784; 0.802)
0.825

(0.818; 0.836)
0.912

(0.905;0.918)
NaHS, 5 мкМ 0.766*

(0.757; 0.775)
0.815*#

(0.757; 0.775)

0.896*#

(0.886; 0.905)

NaHS, 10 мкМ 0.761*
(0.756; 0.768)

0.786*#

(0.770; 0.798)
0.875*#

(0.870; 0.883)

CORM-2, 5 мкМ 0.755*
(0.748; 0.760)

0.820*#

(0.815; 0.830)
0.882*#

(0.905; 0.918)

CORM-2, 10 мкМ 0.746*
(0.739; 0.754)

0.788*#

(0.774; 0.795)
0.870*#

(0.864; 0.879)

Примечание. Данные приведены в виде Me (Q1; Q3); * – р < 0.05 по сравнению с контролем в каждой группе; 
# – р < 0.05 по

сравнению с действием NaHS или CORM-2 в отсутствии редокс-системы «аскорбат–ФМС».

Рис. 2. Влияние NaHS на деформируемость эритро-
цитов: сплошная линия – изменение индекса элонга-
ции в отсутствие NaHS, пунктирная линия – в при-
сутствии NaHS (10 мкМ); * – р < 0.05 по сравнению с
показателем в отсутствие донора H2S.
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ПЕТРОВА и др.

эритроцитов с образованием карбоксигемогло-
бина (HbCO), отмечается, что содержание HbCO
составляет менее 5% [11].

Важно, что стимуляция KCa-каналов также со-
здает движущую силу для удаления хлора из эрит-
роцитов. В работе [22] было показано, что блока-
торы хлорного тока оказывают определенное воз-
действие на калиевую проницаемость мембраны
эритроцитов. В настоящем исследовании блоки-
рование хлорной проводимости мембраны кле-
ток крови с помощью SITS приводило к суще-
ственному росту амплитуды гиперполяризацион-
ного ответа. Инкубация эритроцитов с донорами
H2S или СО существенно снижала этот эффект.
Полученные данные свидетельствуют о влиянии
газотрансмиттеров не только на KCa-каналы, но и
на анионный транспорт. Важно отметить, что
анион-транспортную функцию осуществляет бе-
лок полосы 3 мембраны эритроцитов, который
является одним из белков цитоскелета красных
клеток крови [15]. Это позволяет предположить,
что мишенью для H2S и СО могут быть и белки
цитоскелета эритроцитов, участвующие в регуля-
ции трансмембранного транспорта ионов.

Так же как и в других клетках, в эритроцитах

реализуется Ca2+-зависимая передача сигналов
не только в обеспечении физиологических пара-
метров, но и для управления биофизическими
свойствами, такими как объем клеток и деформи-
руемость [23–25]. В настоящем исследовании
спектрофотометрическим методом было показа-
но, что активация KCa-каналов с помощью искус-
ственной редокс-системы, как и блокирование

Cl–/HCO–3-обменника,  вызывала увеличение
показателя оптической плотности суспензии кле-
ток, что может объясняться сжатием эритроци-
тов. В то же время инкубация эритроцитов с
NaHS или CORM-2 нивелировала уменьшение
объема клеток, вызванное системой «аскорбат–
ФМС» и SITS, что подтверждают данные потен-
циометрического исследования о роли калиевой
и хлорной проводимости в развитии ГО. Также
было обнаружено увеличение деформируемости
красных клеток крови в присутствии донора H2S.
Учитывая результаты проведенного исследова-
ния, можно предположить, что этот эффект свя-
зан с влиянием H2S на ион-транспортные систе-
мы клетки, в первую очередь, на KCa-каналы.

ВЫВОДЫ

Выяснение механизмов воздействия газо-
трансмиттеров на клетки крови имеет существен-
ное значение не только с позиции получения
фундаментального знания о принципах внутри- и
межклеточной сигнализации, но и для последую-

щей разработки подходов к управлению газовой
коммуникацией. 
Полученные данные свидетельствуют, что H2S

и СО оказывают существенное влияние на ион-
транспортную функцию мембраны эритроцита.
Уменьшение амплитуды редокс-вызванной ги-
перполяризации мембраны в присутствии газо-
трансмиттеров имеет важное значение в механиз-
мах регуляции объема и деформируемости эрит-
роцитов.
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The Effects of Gasomediators on the Са2+-Dependent Potassium Permeability 
of the Red Blood Cells Membrane

 I.V. Petrova*, Yu.G. Birulina*, S.N. Belyaeva**, O.A. Trubacheva*, **, A.V. Sidekhmenova***,
L.V. Smagliy*, I.V. Kovalev*, and S.V. Gusakova*

*Siberian State Medical University, Moskovsky trakt 2, Tomsk, 634050 Russia

**Cardiology Research Institute, Tomsk National Research Medical Center of the Russian Academy of Sciences,
Kievskaya ul. 111a, Tomsk, 634012 Russia

***Goldberg Research Institute of Pharmacology and Regenerative Medicine, Tomsk National Research Medical Center
of the Russian Academy of Sciences, prosp. Lenina 3, Tomsk, 634028 Russia

We investigated the effects of gasomediators H2S and CO on Ca
2+-dependent potassium channels and an an-

ion exchanger, which participate in the induction of a hyperpolarization response of the erythrocyte mem-
brane and also play an important role in regulation. We showed that in the presence of H2S and CO donors,
the amplitude of redox-stimulated membrane hyperpolarization decreases significantly due to a decrease in
the activity of Ca2+-dependent potassium channels. In addition, it was found that gasomediators eliminate
the compression of red blood cells observed during activation of Ca2+-dependent potassium channels or in-
hibition of the anion exchanger. It was shown that the H2S donor significantly increases the deformability of
red blood cells.

Keywords: erythrocytes, carbon monoxide, hydrogen sulfide, Ca2+-dependent potassium channels, anion ex-
changer, deformability
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Клеточные механизмы автоматизма и вклад различных ионных каналов сердца эмбрионов мало ис-
следованы. В данной работе представлены результаты изучения эффектов специфических ингиби-
торов ионных каналов на генерацию потенциалов действия клеток водителя ритма правого пред-
сердия куриного эмбриона. Выявлено, что исключение ионов кальция из внеклеточного раствора
или экспозиция блокатора Ca2+-каналов L-типа нифедипина (10 мкМ) не вызывало ингибирова-
ние генерации потенциалов действия и приводило к повышению частоты инициации электриче-
ских импульсов на 45%. Рианодин, агонист Ca2+-каналов саркоплазматического ретикулума,, также
оказывал положительный хронотропный эффект. Аппликация лидокаина приводила к отрицатель-
ному хронотропному эффекту и вызывала ингибирование генерации электрических импульсов. За-
ключили, что роль чувствительных к рианодину Ca2+-каналов саркоплазматического ретикулума и
Ca2+-каналов L-типа не является определяющей для поддержания автоматизма клеток правого
предсердия десятисуточных куриных эмбрионов, сердце которых уже имеет четыре камеры, но си-
ноатриальный узел не сформирован полностью и морфофункциональное созревание центральной
нервной системы еще не завершено. Тот факт, что лидокаин подавлял, а нифедепин не подавлял ге-
нерацию потенциалов действия, свидетельствует о существенном вкладе Na+-тока в формирование
автоматизма. 

Ключевые слова: ионные каналы, автоматизм, рианодин, нифедипин, лидокаин, сердце, эмбрион, курица. 

DOI: 10.31857/S0006302920040134

Синоатриальный узел, расположенный в об-
ласти впадения верхней полой вены в правое
предсердие, в норме задает ритм работы сердца.
Нарушение функции синоатриального узла со-
пряжено с риском развития аритмий, сердечной
недостаточности, фибрилляции предсердий и
угрожающих жизни состояний, в том числе син-
дрома внезапной смерти [1]. В последнее десяти-
летие ведутся интенсивные исследования в обла-
сти клеточной терапии, изучения эмбриональных
стволовых клеток или других типов клеток, спо-
собных дифференцироваться в кардиомиоциты,
которые могут способствовать разработке биоло-
гических водителей ритма как альтернативы или
дополнения к методу электростимуляции сердца
[2]. В связи с этим необходимо глубже понимать

процессы функционирования сердца, включая
эмбрионов [3]. Изучение механизмов автоматиз-
ма эмбрионального сердца может позволить вы-
явить причины врожденных сердечных пато-
логий.

Считают, что высвобождение Ca2+ через каль-
циевые pианодин-чувcтвительные каналы (RyR-
каналы) способствует медленной диастолической
деполяризации и имеет решающее значение для
генерации автоматизма сердца взрослых живот-

ных [4–6]. Данный процесс был назван «Ca2+-ча-

сами» (Ca2+-clock). Его пусковым механизмом
являются внутриклеточные осцилляции ионов

кальция и протекающий по Ca2+-каналам L-типа
ионный ток [6–9]. У клеток водителя ритма си-
ноатриального узла кролика выраженность эф-
фектов рианодина (агониста RyR-каналов) и ни-
федипина (блокатора Ca2+-каналов L-типа)
обусловлена снижением частоты генерации по-

Сокращения: RyR–каналы – кальциевые pианодин-чувcтви-
тельные каналы, ПД – потенциал действия, dV/dtmax – ско-
рость фазы быстрой деполяризации, МДД – медленная диа-
столическая деполяризация.

УДК 612.179.1
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тенциалов действия (ПД) вплоть до полного пре-
кращения электрической активности [5, 6]. 
Клеточные механизмы, ответственные за

спонтанное сокращение и электрическую возбу-
димость в эмбриональном сердце, изучены недо-
статочно, и имеющиеся экспериментальные
данные во многом противоречивы. Полученные
результаты свидетельствуют о роли внутрикле-
точных колебаний концентрации цитозольного

Ca2+ и состояния RyR-каналов [9]. Вместе с тем
имеются данные об их незначительном вкладе в
процесс инициации импульса [10]. Ключевую

роль отводят Ca2+-току L-типа и току, активиру-
емому гиперполяризацией (If, «funny» ток) [5–8].
Интересно отметить, что в отличие от взрослых,
рианодин не оказывал влияния на спонтанную
генерацию ПД венозного синуса у молодых лягу-
шек [11]. Все это позволяет предположить, что
механизмы инициации электрических импульсов
в эмбриональном сердце отличаются от таковых в
сердце взрослых животных. 
Цель данной работы была изучить эффекты

ингибиторов ионных каналов на генерацию пей-
смекерных потенциалов действия у клеток право-
го предсердия 10-суточных эмбрионов кур и рас-

смотреть вклад RyR- и Ca2+-каналов L-типа в
формирование электрических импульсов. Допол-
нительно мы проанализировали эффекты гипо-
кальциевых растворов. 

МЕТОДИКА

Эксперименты проводили на спонтанно со-
кращающихся препаратах правого предсердия
10–суточных куриных эмбрионов (n = 25). На
этом сроке эмбрионального развития сердце ку-
риного зародыша уже имеет четыре камеры, но
синоатриальный узел не сформирован полно-
стью, а морфофункциональное созревание цен-
тральной нервной системы еще не завершено.
Поэтому генерация автоматизма регулируется в
основном изменениями ионного состава око-
локлеточной среды. 
Сердце извлекали и помещали в аэрирован-

ный солевой раствор следующего состава (мМ/л):
NaCl – 140, NaHCO3 – 10, KCl – 5.4, CaCl2 – 1.8,
MgSO4 – 1, Na2HPO4 – 0.33, глюкоза – 10,
HЕРЕS – 5, pH 7.4; удаляли желудочки и левое
предсердие, правое предсердие вскрывали. Спон-
танно сокращающийся препарат правого пред-
сердия размером 3 × 3 мм помещали в проточную,
аэрируемую, термостатируемую камеру с соле-
вым раствором (31 ± 1°C). Потенциалы действия
регистрировали с помощью стандартной микро-
электродной техники со стороны субэндокарда.

В качестве ингибитора каналов Ca2+-тока L-
типа использовали нифедипин, для оценки вкла-

да Са2+-каналов саркоплазматического ретику-

лума – рианодин. Роль Na+-каналов была оцене-
на с помощью специфического блокатора лидо-
каина. 

В первой серии экспериментов (nсердец = 6) в
контрольном растворе снижали концентрацию
внеклеточного кальция на 50%. Через 15 мин до-
бавляли раствор, не содержащий ионов кальция.
Эффекты регистрировали в течение 30 мин. Затем
препарат промывали нормальным раствором до
тех пор, пока частота генерации и конфигурация
ПД не восстанавливались до контрольных значе-
ний (в течение 20–30 мин). После этого добавля-

ли нифедипин – ингибитор каналов Ca2+-тока
L-типа. Препарат экспонировали в растворе с ни-
федипином в течение 60 мин (n = 5). 

Для оценки роли токов каналов саркоплазма-
тического ретикулума добавляли рианодин в кон-
центрации 1 мкМ. В течение 60 мин регистриро-
вали ПД. В данной серии опытов были использо-
ваны пять препаратов от пяти эмбрионов. 

Вклад Na+-каналов в генерацию ПД оценива-
ли с помощью специфического блокатора – ли-
докаина. В перфузирующий раствор сначала до-
бавляли лидокаин в концентрации 20 мкМ и экс-
понировали около 20 мин. После отмывки и
восстановления электрофизиологических пара-
метров до контрольного уровня (30 мин) добавля-
ли блокатор в концентрации 100 мкМ. К свежим
полоскам добавляли лидокаин в концентрации
500 мкМ (n = 9).

Все компоненты солевого раствора были про-
изводства фирмы ROTH (Германия), блокаторы
ионных токов – Sigma-Aldrich (США).

Обработку результатов проводили в програм-
ме PowerGraph Professional версии 3.3 (ООО «ДИ-
Софт», Россия) и с помощью оригинальной про-
граммы вычисления параметров потенциалов в
программной среде Delphy, разработанных д.б.н.
Н.В. Артеевой. Данные приведены как среднее
арифметическое ± стандартное отклонение
(М± σ). Значимость различий определяли по
U-критерию Манна–Уитни. Различия считали
достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В контрольном растворе от трабекулы правого
предсердия в области синоатриального кольца серд-
ца куриного эмбриона со стороны субэндокарда за-
регистрированы ПД с медленной диастолической
деполяризацией. Частота генерации спонтанных
ПД у препаратов составила 166 ± 15 имп/мин, а ско-
рость фазы быстрой деполяризации (dV/dtmax) ва-
рьировала от 44 до 170 В/с и в среднем составила
99 ± 37 В/с (таблица; рисунок, а).
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Электрофизиологические параметры ПД в контроле и при действии блокаторов ионных каналов и раствора, не
содержащего Ca2+, у клеток, работающих в режиме водителя ритма правого предсердия куриного эмбриона 

Параметры ПД
Общий контроль, 

n = 25

Нифедипин 10 
мкМ,
n = 5

Раствор без Са2+,
n = 6

Рианодин 1 мкМ,
n = 5

Лидокаин 500 
мкМ, 
n = 9

Emax, мВ –75 ± 7 –78 ± 8 –77 ± 8 –77 ± 5 –64 ± 14

АПД, мВ 99 ± 10 95 ± 7 100 ± 10 99 ± 12 69 ± 13*

ДПД20, мс 42 ± 19 24 ± 7* 18 ± 2* 30 ± 13 65 ± 14*

ДПД90, мс 87 ± 20 67 ± 11* 65 ± 14* 72 ± 13* 124 ± 19*

ЧСС, имп/мин 166 ± 15 235 ± 41* 236 ± 40* 197 ± 16* 88 ± 16*

МДД, мс 249 ± 35 151 ± 39* 184 ± 50* 205 ± 31* 546 ± 146*

dV/dtmax, В/с 99 ± 37 76 ± 27 105 ± 37 83 ± 36 16 ± 10*

V4, мВ/с 43 ± 17 79 ± 31* 38 ± 20 68 ± 19* 37 ± 17

Примечание. Emax – максимальный диастолический потенциал; АПД – амплитуда ПД; ДПД20 и ДПД90 – длительность
потенциала действия на уровне 20 и 90% реполяризации; ЧСС – частота генерации ПД; МДД – длительность медленной
диастолической деполяризации; dV/dtmax – скорость фазы быстрой деполяризации; V4 – скорость фазы медленной
диастолической деполяризации; n – количество препаратов; * –достоверность различий по сравнению с контролем р < 0.05.

Эффекты внеклеточной концентрации Ca2+.
Снижение CaCl2 в солевом растворе от 1.8 до
0.9 мМ (n = 6) приводило к повышению частоты

генерации ПД на 20%. Раствор без Ca2+ (n = 6)
повышал частоту генерации ПД на 45% по срав-
нению с контролем. При этом регистрировали
укорочение фазы медленной диастолической де-
поляризации (МДД) и длительности пика ПД на
уровне 90% реполяризации на 25%. Нарушения
ритмической активности или прекращения гене-
рации электрической импульсов у препаратов
правого предсердия куриного эмбриона при вы-

ведении Ca2+ из внеклеточного раствора не заре-
гистрировали (рисунок, а,б; таблица).

Эффекты нифедипина. При экспозиции нифе-

дипина (n = 6), блокатора Ca2+-каналов L-типа,
регистрировали увеличение частоты генерации
ПД на 40% по сравнению с контролем. Эффект
был обусловлен укорочением фазы МДД на 40% и
длительности пика потенциала действия на уров-

не 90% реполяризации – на 23%. Амплитудные
параметры ПД достоверно не изменялись. Элек-
трическая активность препаратов сохранилась
даже при продолжительной экспозиции блокато-
ра (~ 60 мин). Таким образом, нифедипин в кон-
центрации 10 мкМ вместо ожидаемого снижения
и ингибирования ПД способствовал значитель-
ному повышению частоты генерации ПД (рису-
нок, а,б; таблица).

Эффекты рианодина. Выявлено, что агонист
RyR-каналов рианодин в концентрации 1 мкМ
(n= 10) на пятой минуте экспозиции приводил к
увеличению частоты генерации ПД на 20% за счет
укорочения длительности фазы МДД (на 18%) и
пика потенциала действия на уровне 90% реполя-
ризации – на 17%. Эффект сохранялся при про-
должительной экспозиции рианодина (~ 60 мин).
Нарушений ритмической активности или пре-
кращения генерации ПД у препаратов правого
предсердия куриного эмбриона не зарегистриро-
вано (рисунок, а,б; таблица).
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Эффекты лидокаина. Нами установлено, что
пороговая концентрация лидокаина для работаю-
щих в режиме водителя ритма клеток куриного
эмбриона составляет ~ 20 мкМ. Повышение кон-
центрации лидокаина от 20 до 100 мкМ (n = 5) вы-
зывало снижение скорости нарастания переднего
фронта ПД dV/dtmax на 30% и замедление частоты
генерации ПД на 30% за счет увеличения длитель-
ности фазы МДД. При добавлении в эксперимен-
тальную камеру раствора с лидокаином в концен-
трации 500 мкМ (n = 9) регистрировали монотон-
ное снижение амплитуды ПД примерно на
30% (от 99 ± 10 мВ до 69 ± 13 мВ) и замедление
dV/dtmax в 6 раз (от 99 ± 37 В/с до 16 ± 10 В/с) по
сравнению с контролем. Длительность фазы
МДД увеличивалась в два раза, в среднем на 20 мВ
смещался потенциал порога (от –64 ± 8 мВ до
‒44 ± 12 мВ). В результате скорость МДД
(фаза V4) достоверно не изменялась. Длитель-
ность пика ПД на уровне 20 и 90% реполяризации
увеличивалась на 40–55% (рисунок, а,в; таблица).
Частота генерации импульсов снижалась почти в
два раза. В 70% случаев экспозиция лидокаина
приводила к полному ингибированию генерации

электрических импульсов. Эффекты лидокаина
обратимы.

Анализ полученных результатов показал, что

ингибирование Ca2+-каналов L-типа, RyR-кана-
лов или выведение ионов кальция из омывающего
раствора не приводит к нарушению электрической
активности или прекращению генерации ПД кле-
ток правого предсердия десятисуточных эмбрио-

нов кур. В то же время блокатор Na+-каналов ли-
докаин вызывал замедление частоты генерации
спонтанных импульсов и в высоких концентраци-
ях – полное ингибирование генерации ПД.

ОБСУЖДЕНИЕ

В литературе обсуждаются две основные гипо-
тезы механизма медленной диастолической депо-
ляризации: «мембранные» часы, в основе кото-
рых лежат протекающие ионные токи через мем-
брану сарколеммы, в частности активируемый
гиперполяризацией ток (If) [12, 13]; и механизм

«Са2+-часов», самопроизвольное высвобождение

Эффекты блокаторов ионных каналов и раствора, не содержащего Ca2+, на генерацию электрических импульсов у
клеток, работающих в режиме водителя ритма правого предсердия куриного эмбриона. (а) – Изменение генерации
ПД в контроле, при добавлении солевого раствора, не содержащего Ca2+, экспозиции 10 мкМ нифедипина, 1 мкМ
рианодина и 500 мкМ лидокаина (3 мин). (б) – Повышение частоты генерации электрических импульсов у клеток
куриного эмбриона в растворе без кальция при добавлении нифедипина (10 мкМ) и рианодина (1 мкМ). (в) –
Развитие эффектов лидокаина (500 мкМ) на конфигурацию ПД клеток правого предсердия куриного эмбриона.
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[Ca2+]i из саркоплазматического ретикулума че-
рез рианодин-чувствительные каналы [13–15].

Роль «Са2+-часов» в генерации автоматизма
клеток сердца куриного эмбриона. Основанием для

появления гипотезы «Са2+-часов» было выявле-
ние сходства динамики изменения внутриклеточ-

ной концентрации Ca2+ и конфигурации пейсме-
керных ПД [4, 6]. Основой этого механизма гене-
рации  спонтанных  импульсов  являются
осцилляции ионов кальция из саркоплазматиче-
ского ретикулума через рианодиновые каналы
(RyRs). После начальной деполяризации сарко-

леммы поступление Ca2+ через кальциевые кана-
лы L-типа (ICa,L) индуцирует лавинообразный

выброс кальция из депо и, возможно, запускает
деполяризующий мембрану Na/Ca-обменный
механизм [8, 15]. На основе экспериментальных
данных, полученных на синоатриальном узле
млекопитающих, были разработаны математиче-

ские модели, в которых «Са2+-часы» играют клю-
чевую роль в формировании автоматизма. Эти
модели хорошо воспроизводят замедление часто-
ты генерации ПД вплоть до полной остановки
при аппликации рианодина или ингибировании

Ca2+-тока L-типа, вызывающих нарушение го-
меостаза ионов кальция [6–8].

У эмбрионального сердца курицы при ингиби-

ровании Ca2+-каналов L-типа нами был зареги-
стрирован феномен сохранения спонтанной
электрической активности предсердия, сопро-
вождающийся повышением частоты генерации
ПД. Ранее на желудочке эмбрионов мыши и кры-
сы при добавлении нифедипина 10 и 100 мкМ бы-
ло зарегистрировано незначительное (на 3–7%)
увеличение частоты генерации ПД [16]. Положи-
тельный хронотропный эффект нифедипина, ри-
анодина и гипокальциевых растворов на генера-
цию ПД пейсмекерных клеток эмбрионального
сердца противоречит существующей парадигме и
не может быть описан имеющимися числовыми
моделями.

Наши результаты показывают, что нарушение
функционирования RyR-каналов, ингибирова-

ние Ca2+-каналов L-типа или выведение ионов
кальция из раствора не приводит к аритмиям или
прекращению генерации электрических импуль-
сов. Мы полагаем, что RyR-каналы, экспрессиру-
емые на ранних стадиях эмбриогенеза [17], еще не

находятся в тесном взаимодействии с Са2+-кана-
лами L-типа и их вклад в инициацию электриче-
ской активности клеток эмбрионального сердца
не является принципиальным. 

Роль  «мембранных  часов»  в  генерации
автоматизма. Роль тока, активируемого гиперпо-
ляризацией (If, «funny» ток), в генерации элек-

трической активности продемонстрирована экс-
периментально на разных видах взрослых грызу-
нов [18–21]. Разработанная авторами работы [22]
математическая модель корректно описала влия-
ние ионов цезия и ивабрадина – ингибиторов ак-
тивируемого гиперполяризацией тока (If), на

морфологию ПД клеток синоатриального узла
взрослых животных. Ток If зарегистрирован на

ранних стадиях эмбриогенеза в отдельных клет-
ках желудочка и предсердия эмбрионального
сердца мыши [3, 24]. По мнению авторов, данный
ток участвует в генерации спонтанной активно-
сти клеток желудочка в течение первой недели
эмбрионального развития мыши и исчезает неза-
долго до ее рождения. Попытка зарегистрировать
ток If у предсердия семисуточного куриного эм-

бриона была предпринята в работе [23], но по
признанию самих авторов она оказалась неудач-
ной. Полагаем, что в клетках предсердия десяти-
суточного куриного эмбриона ток, активируемый
гиперполяризацией, участвует в генерации фазы
МДД. Мы провели исследование вклада HCN-
каналов, по которым протекает ток If, в генериро-

вание электрических импульсов клетками право-
го предсердия куриного эмбриона [25]. Согласно
полученным данным, роль тока If в формирова-

нии автоматизма сердца десятисуточного эмбри-
она незначительна. Специфические блокаторы
HCN-каналов (ивабрадин и ионы цезия) либо не
вызывали достоверного эффекта, либо повышали
частоту генерации ПД в среднем на 15% по срав-
нению с контролем. Следовательно, ток If участ-

вует в генерации ПД клеток предсердия, но его
вклад в спонтанную электрическую активность
не является определяющим. Это следует учиты-
вать при оптимизации математических моделей
генерации ПД эмбрионального сердца куры.

Роль Na+-токов в инициации электрической ак-
тивности. Полученные нами результаты и литера-
турные данные [16, 25] позволяют заключить, что
механизмы «мембранных» и «кальциевых» часов,
лежащие в основе автоматизма у взрослых живот-
ных, в эмбриональном сердце курицы еще только
начинают формироваться. По-видимому, имеет
место пространственно-временная разобщен-
ность саркоплазматического ретикулума и ба-
зальной мембраны [11]. Поэтому они не вносят
значительного вклада в генерацию электриче-
ской активности пейсмекерных клеток куриных
эмбрионов. Мы выявили, что блокирование тока
через Na+-каналы приводит к прекращению
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электрической активности клеток предсердия де-
сятисуточных куриных эмбрионов. Это позволя-

ет предположить, что Na+-каналы, чувствитель-
ные к лидокаину, не только участвуют, но и игра-
ют ключевую роль в формировании их
автоматизма. В зависимости от концентрации ли-
докаин вызывал замедление частоты генерации
ПД вплоть до полной остановки электрической
активности. Это сопровождалось увеличением
длительности фазы МДД и монотонным замедле-
нием скорости нарастания переднего фронта ПД
(dV/dtmax). Следует отметить, что прекращение
генерации электрических импульсов в эмбрио-
нальном сердце курицы наблюдали при апплика-
ции более низкой концентрации лидокаина
(500 мкМ), чем у клеток водителя ритма синоат-
риальной области у взрослых животных
(1000 мкМ) [26]. 

Вероятно, существуют некие механизмы, ком-

пенсирующие ингибирование Ca2+-каналов L-
типа. В пользу такого предположения свидетель-
ствует сохранение автоматизма при действии ни-
федипина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный нами анализ эксперименталь-
ных данных позволяет заключить, что роль RyRs-

каналов и Ca2+-каналов L–типа не является
определяющей для поддержания автоматизма
клеток правого предсердия десятисуточных кури-
ных эмбрионов, сердце которых уже имеет четы-
ре камеры, но синоатриальный узел не сформи-
рован полностью, а морфофункциональное со-
зревание центральной нервной системы еще не
завершено. Тот факт, что лидокаин подавлял ге-
нерацию ПД, а нифедепин не подавлял электри-
ческую активность, свидетельствует о существен-
ном вкладе натриевого тока в формирование ав-
томатизма.
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ЛЕБЕДЕВА, ГОЛОВКО

Effects of Ion Channel Inhibitors on the Generation of Electrical Impulses 
in Right Atrial Pacemaker Cells of a 10-Day-Old Chicken Embryo

 E.A. Lebedeva and V.A. Golovko

Institute of Physiology, Коmi Science Centre of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences,
ul. Pervomajskaya 50, Syktyvkar, the Republic of Komi, 167982 Russia

The mechanisms of pacemaker cells activity and the contribution of various ion channels of the heart of em-
bryos are not yet fully understood. This paper presents the results of the experiment on the study of the
effects of specific ion channel inhibitors on the generation of action potentials in pacemaker cells of the
chicken embryo right atria. It was found that the exclusion of calcium ions from the extracellular solution or
the strip exposure to 10 mM nifedipine (L-type Ca2+ channel blocker) did not inhibit the generation of action
potentials but led to an increase in the frequency of electrical impulses initiation by 45%. Ryanodine, an ag-
onist of Ca-channels of the sarcoplasmic reticulum, also had a positive chronotropic effect. Application of
lidocaine led to a negative chronotropic effect and caused inhibition of the generation of electrical impulses.
We concluded that the role of sarcoplasmic reticulum calcium channels which are sensitive to ryanodine
(RyR-channels) and L-type Ca2+ channels is not crucial for maintaining the pacemaker activity in the right
atrial cells of 10-day-old chicken embryos with a four-chambered heart, not fully formed sinoatrial node, and
the central nervous system of which not yet attained morphofunctional maturity. Our results show that lido-
caine did, but nifedepine did not inhibit action potentials generation, indicating that the sodium current con-
tributes significantly to the pacemaker activity.

Keywords: ion channels, automaticity, ryanodine, nifedipine, lidocaine, heart, embryo, chicken
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Предварительная инкубация суспензии нейтрофилов в «нулевом» магнитном поле, создаваемом
системой магнитных экранов (остаточное постоянное магнитное поле не более 20 нТл), приводит к
существенному снижению интенсивности их люцигенин-зависимой хемилюминесценции. Добав-
ка в среду для инкубации ингибитора NADPH-оксидазы, дифенилйодония, приводит к снижению
интенсивности хемилюминесценции, как в опытных, так и в контрольных образцах (геомагнитное
поле). При этом различия между группами, обусловленные действием «нулевого» поля, проявляют-
ся, как при меньших концентрациях дифенилйодония (2.5, 5, 10 мкМ), так и при больших его кон-
центрациях (50, 100 мкМ), приблизительно в одинаковой степени. В отличие от этого добавка 2,4-
динитрофенола, разобщителя окисления и фосфорилирования в митохондриях, начиная с концен-
трации 5 мкМ и далее вплоть до 200 мкМ, практически полностью нивелировала различия между
контрольными и опытными образцами, которые проявлялись при более низких концентрациях
этого ингибитора и в его отсутствие. 

Ключевые слова: нейтрофилы, нулевое магнитное поле, супероксидный-анион радикал, хемилюминесцен-
ция, люцигенин, NADPH-оксидаза, митохондрии. 

DOI: 10.31857/S0006302920040146

В литературе сообщается о снижении продук-
ции активных форм кислорода (АФК) в гипомаг-
нитных условиях в различных типах клеток [1–4].
Ранее нами было показано, что экспонирование
перитонеальных нейтрофилов мышей при маг-
нитном экранировании в гипомагнитных услови-
ях вызывает снижение внутриклеточной продук-
ции активных форм кислорода, регистрируемое
по изменению интенсивности флуоресценции
продуктов окисления 2,7-дихлордигидрофлуо-
ресцеина и дигидрородамина 123 [5–7]. Учитывая
то, что этот эффект действия гипомагнитного по-
ля проявлялся в опытах на нейтрофилах без до-
полнительной их стимуляции химическими акти-
ваторами респираторного взрыва и, следователь-
но, не был обусловлен нарушением ответа
нейтрофилов на эти стимулы, нами с целью опре-
деления возможных молекулярных механизмов
действия «нулевого» поля был проведен ком-
плекс специальных исследований на неактивиро-
ванных нейтрофилах [6]. Было показано, что сни-

жение интенсивности процессов окисления 2,7-
дихлордигидрофлуоресцеина в неактивирован-
ных нейтрофилах в гипомагнитных условиях не
зависит от кальций-опосредованных регулятор-
ных механизмов, о чем свидетельствует отсут-
ствие действия внутриклеточного хелатора ионов
кальция (ацетоксиметилового эфира 1,2-бис(2-
аминофенокси)этан-N,N,N',Ń-тетрауксусной
кислоты) на интенсивность этого процесса [6].
Это снижение вряд ли обусловлено влиянием ги-
помагнитных условий на фосфорилирование
компонентов НАДФН-оксидазы, так как добавка
ингибитора протеинкиназы С (Ro 31-6233) прак-
тически не отразилась на интенсивности флуо-
ресценции внутриклеточного дихлордигидро-
флуоресцеина [6]. Добавка ингибитора фосфоли-
пазы С (U73122) немного и приблизительно
одинаково снизила продукцию АФК как в кон-
троле, так и в опыте [6]. О возможном участии
электронтранспортной цепи митохондрий в ме-
ханизме этого эффекта «нулевого» поля свиде-
тельствует снижение продукции АФК при добав-
ке ротенона, значительно более выраженное в

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, МП –
магнитное поле, САР – супероксидный анион-радикал.

УДК 577.3
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НОВИКОВ и др.

опытных образцах, подвергшихся действию ги-
помагнитного поля [6].

Все вышеперечисленные результаты были по-
лучены методом флуоресцентной спектроскопии
при использовании интенсивно реагирующих, но
неселективных к определенным формам АФК
флуоресцентных зондов (2,7-дихлордигидрофлу-
оресцеина диацетата и дигидрородамина 123) [8–
10]. В данной работе для оценки радикалпродуци-
рующей способности нейтрофилов после дей-
ствия «нулевого» поля мы применили другой ме-
тод – метод активированной хемилюминесцен-
ции с использованием селективного зонда на
супероксид-анион – люцигенина [11, 12]. Также
на этой экспериментальной модели с целью опре-
деления возможных источников продукции су-
пероксида, реагирующих на действие гипомаг-
нитного поля, мы применили ингибиторный ана-
лиз с использованием ингибитора NADPH-
оксидазы дифенилйодония [13, 14] и разобщителя
окисления и фосфорилирования в митохондриях
2,4 динитрофенола [15, 16].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение суспензии нейтрофилов. Работа вы-
полнена на перитонеальных нейтрофилах мы-
шей. Для получения нейтрофилов использовали
лабораторных мышей самцов линии CD-1 массой
24–26 г, полученных из питомника лабораторных
животных ФИБХ РАН (Пущино, Московская об-
ласть). В перитонеальную полость мыши инъеци-
ровали 150 мкл суспензии опсонизированного
зимозана с концентрацией 5 мг/ мл (Zymozan A из
Saccharomyces carevisiae, Sigma, США). После это-
го через 12 ч животных умерщвляли методом цер-
викальной дислокации, их брюшную полость
промывали четырьмя миллилитрами охлажден-
ного раствора Хенкса без кальция. Экссудат соби-
рали пипеткой и центрифугировали в течение
5 мин при 600 g. Супернатант декантировали, а
осадок разводили в 4 мл безкальциевого раствора
Хенкса и оставляли на 1 ч при 4°C. Количество
выделенных клеток подсчитывали в камере Горя-
ева. Жизнеспособность клеток определяли, ис-
пользуя витальный краситель трипановый синий.
Содержание живых клеток при этом составляло
не менее 98%. Для опытов образцы получали, раз-
водя суспензию нейтрофилов стандартной сре-
дой Хенкса (138 мM NaCl, 6 мM KCl, 1 мМ Mg-
SO4, 1 мM Na2HPO4, 5 мM NaHCO3, 5,5 мM глю-
козы, 1 мM CaCl2, 10 мМ HEPES, pH 7.4; Sigma,
США) до концентрации 1 млн кл/мл. 

Экспонирование суспензии нейтрофилов в «ну-
левом» и слабом постоянном магнитном поле. Ней-
трофилы инкубировали при 37.0 ± 0.2°С в кон-
центрации 1 млн/мл по 0.25 мл в круглодонных
кюветах из полистирола (диаметром 1.2 см и дли-

ной 5.5 см), в которых затем измеряли хемилюми-
несценцию. Типичное время инкубации состав-
ляло 40 мин. Заданную температуру поддержива-
ли циркуляционным термостатом. 

Образцы контрольных групп находились в ло-
кальном геомагнитном поле с постоянной со-
ставляющей ∼44 мкТл и уровнем магнитного фо-
на на 50 Гц 15–50 нТл при таком же температур-
ном режиме, как и опытные образцы, и
одновременно с ними. Опытные образцы поме-
щали в установку для формирования гипомаг-
нитных условий.

В опытах была использована специальная ис-
следовательская установка для формирования ги-
помагнитных условий, которая позволяла полу-
чить высокую степень ослабления геомагнитного
поля – до 10000 раз (остаточное постоянное поле
не превышало 20 нТл) и существенно ослабляла
переменные техногенные помехи (до единиц
нТл). Эта установка детально описана нами ранее
[7, 17]. Она состоит из трех вставленных соосно
один в другой цилиндрических магнитных экра-
нов из пермаллоя (толщиной 1 мм). Определение
остаточных полей внутри установки проводили
прямым измерением с помощью феррозондового
магнитометра Mag-03 MS 100 (Bartington, Вели-
кобритания). Для формирования эксперимен-
тального слабого однородного постоянного маг-
нитного поля (МП) внутри этой установки был
установлен специальный индуктор (соленоид),
подключенный к источнику постоянного тока –
для формирования слабого постоянного МП раз-
личной интенсивности (2.5, 7.0, 44 мкТл), ис-
пользуемого в ряде опытов. Размеры экспери-
ментального участка внутри системы экранов
(диаметр участка 20 см, длина – 40 см) позволяли
поместить одновременно в зону однородного
слабого магнитного поля достаточное для опытов
число экспериментальных образцов (не менее
шести). Опыты повторяли не менее трех раз. 

До начала инкубации к части образцов добав-
ляли по отдельности различные химические до-
бавки: ингибитор NADPH-оксидазы хлорид ди-
фенилйодония (Sigma, США) в различных кон-
центрациях (2.5, 5.0, 10, 20, 50 и 100 мкМ),
предварительно растворенный в диметилсуль-
фоксиде (Sigma, США); а также разобщитель
окислительного фосфорилирования 2,4-динит-
рофенол (Sigma, США) в различных концентра-
циях (1.0, 4.0, 5.0, 10, 20, 200 мкМ и 2 мМ), также
предварительно растворенный в диметилсуль-
фоксиде. Отдельно проверяли действие самой до-
бавки диметилсульфоксида в конечной концен-

трации 1 мМ, соответствующей его присутствию
в пробе с содержанием 10 мкМ дифенилидония
или 20 мкМ 2,4-динитрофенола. В ряде опытов
эти ингибиторы вносили в пробы не до начала
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инкубации, а сразу после нее, но до введения лю-
цигенина и регистрации хемилюминесценции. 

Регистрация хемилюминесценции. После инку-
бации суспензии нейтрофилов измеряли интен-
сивность хемилюминесценции образцов в кон-
трольных и опытных случаях после добавки в них
раствора люцигенина (Enzo Life Sciences, США) в

конечной концентрации 0.35 мМ. Для измерений
использовали хемилюминометр Lum-1200 (ООО
«ДИСофт», Россия). Для анализа данных хеми-
люминесценции применяли программу Power-
Graph. Часть результатов представлена в процен-
тах по отношению к амплитудам хемилюминес-
центного ответа в контроле, принятым за 100%.
Результаты измерений были статистически обра-
ботаны с применением t–критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предварительная инкубация суспензии ней-
трофилов в «нулевом» магнитном поле приводит
к существенному снижению интенсивности лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции (при-
близительно на 30%) (рис. 1 и 2). При увеличении
постоянного поля до 2.5 мкТл этот эффект не
проявляется, при 7 мкТл снова возникает и исче-
зает при 44 мкТл (значение соответствует величи-
не постоянного МП в контроле) (рис. 1). Такой
мультипиковый (полиэкстримальный) характер
зависимости ответа на слабое постоянное МП от-
мечался нами и ранее в опытах на нейтрофилах
при регистрации продукции АФК методом флуо-
ресценции [7], а также на других биологических
объектах [18, 19]. 

Добавка в среду для инкубации дифенилйодо-
ния приводит к снижению интенсивности хеми-
люминесценции, как в опытных, так и в кон-
трольных образцах (рис. 2 и 3). Эффект действия
дифенилйодония приблизительно линейно зави-
сит от его дозы (растет с увеличением концентра-
ции) как в контрольных, так и в опытных случаях
(рис. 2). При этом различия между группами, обу-

Рис. 1.  Влияние постоянного МП на интенсивность
люцигенин-зависимой хемилюминесценции суспен-
зии нейтрофилов. По оси абсцисс – величина посто-
янного МП в мкТл, по оси ординат – максимальная
интенсивность хемилюминесценции в процентах по
отношению к контролю (средние значения и стан-
дартные отклонения, n = 8). Гипомагнитное поле
(ГипоМП) соответствует постоянному МП не более
0.02 мкТл; 1 – контроль, 2 – опыт. Звездочкой отме-
чены достоверные отличия от контроля (P <  0.05).
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Рис. 2.  Влияние дифенилйодония на интенсивность люцигенин-зависимой хемилюминесценции суспензии нейтро-
филов после действия «нулевого» МП. По оси абсцисс – концентрация дифенилйодония в мкМ, по оси ординат –
максимальная интенсивность хемилюминесценции в процентах по отношению к контролю (средние значения и стан-
дартные отклонения, n = 6). 1 – Контроль, добавка дифенилйодония перед инкубацией; 2 – опыт, добавка дифенилй-
одония перед инкубацией; 3 – контроль, добавка дифенилйодония после инкубацией; 4 – опыт, добавка дифенилйо-
дония после инкубацией. Звездочкой отмечены достоверные отличия от контроля (P < 0.05).
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словленные действием «нулевого» поля, проявля-
ются как на меньших концентрациях дифенилйо-
дония (2.5, 5.0, 10 мкМ), так и на больших (50 и
100 мкМ), приблизительно в одинаковой степе-
ни. Отсутствие значительного действия диметил-
сульфоксида (различия между пробами с его до-
бавкой в концентрации 1 мМ и соответствующи-
ми контрольными образцами не превышают 5%),

применяемого в качестве растворителя при при-
готовлении растворов дифенилйодония, позво-
ляет связать обнаруженные эффекты с действием
именно этого ингибитора.

При добавке дифенилйодония минуя стадию
инкубации, непосредственно перед измерением
хемилюминесценции, характер его влияния на
контрольные и опытные образцы сохраняется, но
степень выраженности действия в зависимости от
дозы снижается (рис. 2). 

Качественно иной результат получен нами в
опытах с разобщителем окисления и фосфорили-
рования – 2,4-динитрофенолом. Так, добавка
этого ингибитора, начиная с концентрации
5 мкМ и далее, вплоть до 200 мкМ, практически
полностью нивелировала различия между кон-
трольными и опытными образцами (рис. 4 и 5).
При этом интенсивность люцигенин-зависимой
хемилюминесценции суспензии нейтрофилов в
контроле снижалась пропорционально концен-
трации 2,4-динитрофенола. На основании этих
данных можно сделать вывод о том, что динитро-
фенол в определенных концентрациях способен
полностью отменить эффект действия «нулевого»
МП. По-видимому, наиболее вероятной причи-
ной этого эффекта динитрофенола может являть-
ся некоторая «идентичность» механизма его дей-
ствия с эффектом «нулевого» поля. Действитель-
но, в этом случае, конкурируя за субстраты,
химический агент мог бы подавить эффект физи-
ческого фактора. Альтернативной гипотезой для
объяснения этого действия динитрофенола явля-
ется предположение о том, что для реализации
эффекта «нулевого» магнитного поля необходи-
мо сопряжение окисления и фосфорилирования

Рис. 3.  Кинетика хемилюминесцентного ответа сус-
пензии нейтрофилов на люцигенин после действия
«нулевого» МП в отсутствие, а также в присутствии
дифенилйодония: 1 – контроль; 2 – опыт; 3 – кон-
троль, предварительная добавка 10 мкМ дифенилйо-
дония; 4 – опыт, предварительная добавка 10 мкМ
дифенилйодония.
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дартные отклонения, n = 6). 1 – Контроль, добавка динитрофенола перед инкубацией; 2 – опыт, добавка динитрофе-
нола перед инкубацией; 3 – контроль, добавка динитрофенола после инкубацией; 4 – опыт, добавка динитрофенола
после инкубацией. Звездочкой отмечены достоверные отличия от контроля (P < 0.05).
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в митохондриях нейтрофилов, т. е. необходим
определенный уровень продукции АТФ. Однако
опыты с добавкой динитрофенола не вначале, а
после инкубации в «нулевом» поле, показавшие,
что и в этом случае результат его действия также
проявляется и качественно не меняется (рис. 4),
скорее свидетельствуют в пользу первого предпо-
ложения.

Известно, что механизм действия динитрофе-
нола, который является хорошо охарактеризо-
ванным разобщителем митохондриального дыха-
ния, связан с его способностью рассеивать про-
тонный градиент, возникающий благодаря
транспорту электронов [15, 16]. Рассеивание это-
го протонного градиента на внутренней митохон-
дриальной мембране позволяет дыханию продол-
жаться, но при этом прекращается синтез АТФ,
который обычно черпает энергию в этом протон-
ном градиенте. Это разобщение нарушает мем-
бранный потенциал внутренней митохондриаль-
ной мембраны [15].

Ранее было принято считать, что зрелые ней-
трофилы имеют мало функциональных митохон-
дрий, если таковые вообще имеются [20]. Это
предположение было основано на том факте, что
электронная микроскопия в фиксированных
клетках обычно не может идентифицировать ин-
тактные митохондрии, а те, которые видны, явля-
ются небольшими, с плохо выраженными
кристами и внутренней митохондриальной мем-
браной [20]. Кроме того, установлено, что ней-
трофилы для производства энергии используют
главным образом гликолиз [21], а интенсивность
митохондриального дыхания очень низкая. Этот
O2-независимый механизм производства энергии
полезен тем, что позволяет нейтрофилам функ-
ционировать в очагах воспаления или в местах
проникновения инфекции, где парциальное дав-
ление O2 может быть очень низким [22]. При фа-
гоцитозе нейтрофилы используют большие коли-
чества молекулярного O2 не для митохондриаль-
ного дыхания, а скорее для генерации
супероксидного аниона и других АФК посред-
ством дыхательного взрыва, катализируемого
NADPH-оксидазой [23]. Из этих морфологиче-
ских и биохимических особенностей как бы сле-
довало, что нейтрофилы не имеют функциональ-
но активных митохондрий и не нуждаются в них.

Однако в настоящее время появляются доказа-
тельства того, что функциональные митохондрии
могут играть важную роль в контроле апоптоза
нейтрофилов [24]. Было показано, с использова-
нием флуоресцентных индикаторов митохондри-
альной функции в живых клетках, что нейтрофи-
лы обладают развитой митохондриальной сетью
[25]. Мембранный потенциал этих митохондрий
может быть нарушен химическими разобщителя-
ми транспорта электронов. Было показано, что
митохондрии нейтрофилов не участвуют в быст-

ром инициировании респираторного взрыва или
фагоцитоза, но интенсивность этих процессов
снижается у нейтрофилов, предварительно обра-
ботанных ингибиторами митохондрий [25]. Все
эти данные, наряду с полученными нами экспе-
риментальными результатами, указывают на воз-
можность исследования митохондрий нейтрофи-
лов в качестве потенциальных мишеней действия
«нулевого» поля.
В нейтрофилах имеется несколько основных

систем, в которых свободные радикалы образу-
ются в качестве основного или побочного про-
дукта. Прежде всего это NADPH-оксидазы, мем-
бранные ферменты, продуцирующие суперок-
сидный анион-радикал (САР) по реакции
одноэлектронного восстановления [26]. Кроме
того, важной системой продукции САР могут яв-
ляться митохондрии. Известно, что на их внут-
ренней мембране утечка САР происходит в один-
надцати местах, главным образом, в комплексах
I, II, III, причем САР продуцируется как в мат-
рикс, так и в межмембранное пространство [27]. 
Люцигенин считается селективным зондом на

САР [11], поэтому его активно используют для
изучения продукции АФК как NADPH-оксида-
зой, так и митохондриями [12]. Характер ингиби-
рующего эффекта дифенилйодония (неспеци-
фический ингибитор NADPH-оксидазы), обна-
руженный нами в настоящей работе на
нейтрофилах, подвергшихся действию «нулево-
го» поля, делает сомнительным предположение о
том, что NADPH-оксидаза является основным
источником САР, реагирующим на действие ги-
помагнитных условий. 

Рис. 5.  Кинетика хемилюминесцентного ответа сус-
пензии нейтрофилов на люцигенин после действия
«нулевого» МП в присутствии динитрофенола: 1 –
контроль; 2 – опыт; 3 – контроль, предварительная
добавка 10 мкМ динитрофенола; 4 – опыт, предвари-
тельная добавка 10 мкМ динитрофенола.
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Напротив, опыты с динитрофенолом, разоб-
щителем окислительного фосфорилирования,
показавшие практически полную отмену эффек-
та действия «нулевого» магнитного поля в его
присутствии, делают обоснованным предположе-
ние о том, что именно митохондрии, как проду-
центы САР, являются основной мишенью дей-
ствия этого физического фактора. Разумеется, эта
гипотеза требует дальнейшего изучения. 
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Attenuation in Superoxide Anion Radical Production in Neutrophils 
after Exposure to Near Null Magnetic Field

 V.V. Novikov, E.V. Yablokova, I.A. Shaev, and E.E. Fesenko

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Preincubation of neutrophil suspension when exposed to near null magnetic field created by a system of mag-
netic shields (the residual static magnetic field not greater than 20 nT) is associated with a significant decrease
in the intensity of lucigenin-dependent chemiluminescence of neutrophils. Addition of the NADPH-oxidase
inhibitor diphenyliodonium to the incubation medium caused attenuation in the chemiluminescence activity
both in the exposed and control samples (geomagnetic field). Differences induced by near null magnetic field
were observed almost to the same extent between exposed and control samples at both lower (2.5, 5, 10 μM),
and higher (50, 100 μM) concentrations of diphenyliodonium. In contrast, the presence of 2,4-dinitrophe-
nol, the uncoupler of oxidative phosphorylation in mitochondria, at concentrations of 5 μM up to 200 μM
virtually completely blunted differences which were observed between exposed and control samples at lower
concentrations of this inhibitor or in the absence of it.

Keywords: neutrophils, near null magnetic field, superoxide anion radical, chemiluminescence, lucigenin,
NADPH-oxidase, mitochondria
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Погружение микроэлектрода в сому клетки является одним из самых уязвимых мест в методике ре-
гистрации внутриклеточной активности. Показателем повреждения нейрона при прокалывании
мембраны может служить посттравматическая активность. В работе представлены результаты апро-
бации разработанного авторами импульсного электромагнитного микроманипулятора, предназна-
ченного для менее травматичного и более контролируемого введения микроэлектрода. Экспери-
менты с регистрацией внутриклеточной активности проводились на нейронах препарата изолиро-
ванной центральной нервной системы виноградной улитки (Helix pomatia). Результаты, полученные
при использовании сконструированного устройства, демонстрируют отсутствие выраженной реак-
ции нейрона на вторжение микроэлектрода, быстрое восстановление стабильного состояния клет-
ки и возможность длительной (многочасовой) регистрации активности нейрона. Все это указывает
на целесообразность использования предлагаемого устройства в экспериментах с регистрацией
внутриклеточной активности элементов нервной системы и других возбудимых тканей. 

Ключевые слова: нейрон, внутриклеточная регистрация активности, импульсный электромагнитный
микроманипулятор, потенциал действия, мембранный потенциал.
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Метод внутриклеточной регистрации биоэлек-
трической активности в возбудимых тканях живых
организмов [1–7], имеющий почти столетнюю ис-
торию применения, переживает в настоящее вре-
мя свое «второе дыхание». Помимо традиционно-
го применения (микроионофорез, поляризация
мембран и пр.), его часто используют в комплекс-
ных мультидисциплинарных исследованиях в со-
четании с новейшими биофизическими, нейрохи-
мическими, оптофизиологическими, ультраструк-
турными, нейроморфологическими методами [2,
3]. Например, оптическая регистрация активности
нейронов может сочетаться с внутриклеточной ре-
гистрацией их электрической активности для со-
поставления и последующего анализа информа-
ции, получаемой с помощью этих методов [2].

Вместе с тем, несмотря на многолетние усилия
исследователей по усовершенствованию метода,
регистрация внутриклеточной активности по-
прежнему сопряжена с рядом технических трудно-

стей, связанных, прежде всего, с риском повре-
ждения клетки. Механические свойства мембра-
ны, в частности ее прочность и эластичность, су-
щественно затрудняют управляемое погружение
микроэлектрода вглубь клетки и увеличивают ве-
роятность повреждения нейрона при прокалыва-
нии мембраны, либо значительно увеличивают
время восстановления его исходного функцио-
нального состояния после прокола [4–7].

Обычно для проникновения в клетку использу-
ется аккуратное микронажатие (мягкое или, на-
оборот, резкое) на микроманипулятор. Применя-
ются также электронные методы, заключающиеся
в пропускании через микропипетку переменного
тока высокой частоты или в прикладывании боль-
шого положительного (или отрицательного) по-
тенциала. Тем не менее все эти приемы чреваты
повреждением клетки [4, 7].

Стремление усовершенствовать приемы введе-
ния микроэлектрода в нейрон привело авторов к
идее создания импульсного электромагнитного
микроманипулятора (ИЭММ).

Сокращениe: ИЭММ – импульсный электромагнитный
микроманипулятор.
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Оптимальным для обеспечения минимального
травмирования представлялся способ, при кото-
ром микроэлектроду придается ударное ускоре-
ние, обеспечивающее очень короткий, дозирован-
ный по амплитуде шаг. При этом было желатель-
но, чтобы ударное воздействие на микроэлектрод
не сопровождалось последующими дополнитель-
ными вибрациями.
Принципиальная  схема  разработанного

устройства представлена на рис. 1.
Движущимися элементами ИЭММ являются

два одинаковых стержня 3: ударный и компенси-
рующий. Стержни подвешены к общей точке фик-
сации 6 с помощью двух пружин 4 и 5, выполнен-
ных из вольфрамовой проволоки диаметром
50 мкм.
Питание электромагнитов 2, приводящих в

движение ударный и компенсирующий стержни,
осуществляется короткими (0.5–1.0 мс) прямо-
угольными импульсами тока, подаваемыми от
обычного лабораторного электростимулятора
(ЭСЛ-2) на оба электромагнита одновременно. С
подачей импульса на электромагниты ударный
стержень осуществляет микроудар по торцу мик-
ропипетки (калибруется заранее); при этом ком-
пенсирующий стержень осуществляет движение в
противоположную сторону, демпфируя вибрацию
ИЭММ и предохраняя микроэлектрод от колеба-
ний, способных травмировать клетку.
Регулировка демпфирования вибраций в пред-

ставленном варианте ИЭММ производится за счет

смещения электромагнитов относительно ударно-
го и/или компенсирующего стержней (в отличие
от предыдущей версии устройства [8]). В результа-
те отпадает необходимость в использовании спе-
циальной перемычки между внутренним корпу-
сом устройства и серединой пружины, связываю-
щей стержни, а также винта регулировки
натяжения верхней пружины.
Изготовленный экземпляр представляемого

здесь устройства имеет вес 20 г, диаметр 6 мм, дли-
ну 5 см. Оптимальный режим гашения вибраций
подбирался в процессе изготовления (посредством
смещения электромагнитов) под контролем фото-
элемента, затененного ИЭММ, по скачку напря-
жения на осциллографе. Сила тока, обеспечиваю-
щая бросок ударного стержня на 200 мкМ, состав-
ляла около 300 мА. Внутренний корпус прибора
выполнен из тефлоновой трубочки, позволяющей
минимизировать трение между внутренним кор-
пусом и подвижными частями устройства.
Устройство предназначено для вертикального

погружения микроэлектрода.
Чтобы выяснить, насколько эффективным яв-

ляется применение ИЭММ, были проведены экс-
перименты в условиях, различающихся лишь спо-
собом проникновения микроэлектрода в клетку.
Апробацию устройства проводили на иденти-

фицированных нейронах париетальных ганглиев
изолированного подглоточного комплекса вино-
градной улитки [3].
Для внутриклеточной регистрации нейронной

активности использовали стандартные стеклян-
ные микроэлектроды, заполненные раствором
2.5 М KCl; диаметр кончиков микроэлектродов
составлял 0.3–0.5 мкМ, сопротивление – 10–
15 МОм.
В четырех экспериментах погружение микро-

электрода осуществляли с помощью винта микро-
подачи механического манипулятора ММ-1, в пя-
ти экспериментах – с помощью ИЭММ.
В экспериментах с применением микровинта

механического манипулятора были зарегистриро-
ваны мощные и продолжительные реакции нейро-
нов. Сразу после прокола мембраны начиналась
высокочастотная генерация травматических раз-
рядов, которая продолжалась от нескольких минут
до нескольких часов и сопровождалась выражен-
ной (десятки мВ) деполяризацией мембранного
потенциала. На рис. 2 представлена типичная ос-
циллограмма внутриклеточной активности.
Осциллограмма демонстрирует продолжитель-

ную генерацию травматических потенциалов дей-
ствия, сопровождающуюся изменением мембран-
ного потенциала. Такие интенсивные реакции с
затяжным периодом перехода к устойчивому уров-
ню потенциала покоя мембраны – обычное явле-
ние при удачном проникновении микроэлектрода
в клетку [6].

Рис. 1. Схема устройства импульсного электромаг-
нитного микроманипулятора: 1 – внешний экрани-
рующий корпус; 2 – управляющая (нижняя) и ком-
пенсирующая (верхняя) злектромагнитные катушки;
3 – ударный (нижний) и компенсирующий (верхний)
стержни; 4 – пружина подвески стержней; 5 – пружи-
на, связывающая стержни; 6 – точка подвески по-
движных элементов устройства; 7 – внутренний кор-
пус устройства.
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В экспериментах с ИЭММ реакции нейронов
разительно отличались от описанных выше.

При проколе мембраны с помощью ИЭММ ге-
нерация травматических разрядов была кратко-
временной (3–5 спайков в течение первых 5–
10 мс) во всех экспериментах и не сопровождалась
выраженными изменениями мембранного потен-
циала. Переход к устойчивому уровню потенциала
покоя мембраны занимал 12–20 с. На рис. 3 пред-
ставлена осциллограмма активности одного из за-
регистрированных нейронов. Она свидетельствует
об отсутствии интенсивной реакции нейрона на
вторжение микроэлектрода с помощью ИЭММ и
о быстром переходе к спокойному функциональ-
ному состоянию. Признаки ухудшения состояния
не наблюдались в течение всего эксперимента ни у
одной из пяти клеток. (В качестве признаков ухуд-
шения состояния рассматривались резкое измене-
ние амплитуды, формы и длительности спайков и
частоты их генерации (по сравнению с наблюдав-
шимся до прокола характером фоновой активно-
сти), а также нестабильность уровня потенциала
покоя мембраны.)

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о значительно менее травматичном по-
гружении микроэлектрода при использовании
ИЭММ. 

В чем же, на наш взгляд, кроются причины
столь успешного проникновения в клетку с помо-
щью разработанного устройства?

Обычно прикосновение кончика микроэлек-
трода к мембране нейрона и последующее его про-
движение приводят к прогибу и натяжению эла-
стичной мембраны клетки. В тот момент, когда на-
рушается целостность мембраны и кончик
микроэлектрода проникает внутрь нейрона, про-
исходит резкая механическая отдача, вызывающая
вибрации мембраны и электрода, зачастую трав-
мирующие клетку.

При использовании ИЭММ микроэлектрод,
получив короткий и резкий (с большим ускорени-
ем) микроудар, прокалывает мембрану при мень-
шем ее натяжении, что уменьшает вибрации мем-
браны, которые «разбалтывают» отверстие, обра-
зующееся при проникновении микроэлектрода
(имеющего неодинаковую толщину на разных рас-
стояниях от кончика) в клетку. В результате мем-
брана быстрее сокращается вокруг микроэлектро-
да, плотно охватывая и удерживая его, и таким об-
разом препятствуя возникающему после прокола
свободному обмену ионами между внутренней
средой нейрона и внешним, омывающим нейрон,
раствором [3, 6].

Оптимальный подбор силы микроудара, стан-
дартизируя воздействия в степени, невозможной
даже при самом аккуратном ручном управлении,
ограничивает шаг микроэлектрода и устанавлива-
ющуюся в итоге глубину его погружения в сому
нейрона. Гашение тремора самого ИЭММ, а сле-
довательно, и частей механического манипулято-
ра, несущих микроэлектрод, защищает нейрон от
дополнительных вибраций, представляющих се-
рьезную угрозу для клетки. Миниатюрность
ИЭММ позволяет закрепить его на обычном меха-
ническом манипуляторе непосредственно над
микропипеткой таким образом, чтобы ударный
стержень находился на оптимальном расстоянии
от торца микроэлектрода.

Полученные результаты подтвердили исходное
предположение о существенно более щадящем и
контролируемом погружении микроэлектрода в
клетку с помощью разработанного устройства. О
высокой эффективности ИЭММ свидетельствует
отсутствие выраженной реакции нейрона на втор-
жение микроэлектрода, сравнительно быстрое
восстановление и длительное сохранение стабиль-
ного состояния клетки. Применение устройства
упрощает процедуру погружения микроэлектрода,

Рис. 2. Активность нейрона виноградной улитки во
время погружения микроэлектрода и в первые
секунды после прокола мембраны с помощью
микровинта механического манипулятора. Момент
прокола отмечен стрелкой.
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Рис. 3. Активность нейрона виноградной улитки во
время погружения микроэлектрода и в первые секун-
ды после прокола мембраны с помощью импульсного
электромагнитного микроманипулятора. Момент
прокола отмечен стрелкой.
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требующую от экспериментатора специальных на-
выков.
Такие преимущества ИЭММ расширяют воз-

можности использования метода внутриклеточ-
ной регистрации, особенно в экспериментах,
предполагающих регистрацию биоэлектрической
активности на протяженных временных интерва-
лах, а также открывают обнадеживающую пер-
спективу применения метода для внутриклеточ-
ной регистрации нейронной активности мозга
высших позвоночных животных, чьи нейроны
значительно мельче, чем у беспозвоночных (име-
ются предварительные неопубликованные дан-
ные).
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Approach to Minimize Damage Resulting from Microelectrode Insertion into Neuron

 V.I. Orlov*, S.A. Ivlev**, and G.G. Bondar**

*Academy of Biology and Biotechnology of the Southern Federal University,
prosp. Stachki 194/1, Rostov-on-Don, 344091 Russia

**Research Technology Center of Neurotechnology of the Southern Federal University,
prosp. Stachki 194/1, Rostov-on-Don, 344091 Russia

Penetration of a microelectrode into the cell soma is one of the essential vulnerable stages of the method in-
tracellular recording. Traumatic neuronal activity after piercing the membrane with a microelectrode can be
an indicator of neuronal damage. In this paper we report the results from tests of our pulse electromagnetic
micromanipulator. This device is designed to reduce the neuronal damage from the insertion of a microelec-
trode and more controlled penetration into the cell. Intracellular recordings were employed in experiments
carried out on neurons of the isolated central nervous system of the grape snail (Helix pomatia). The results
obtained by using our micromanipulator show the absence of a pronounced neuronal reaction in response to
the invasion of a microelectrode, the cell is able to rapidly return to a stable state, and registration of neuronal
activity is possible for a long period of time (many hours). These findings indicate the relevance of using the
proposed device in experiments that recording intracellular activity of the cells of the nervous system and oth-
er excitable tissues.

Keywords: neuron, intracellular activity recording, pulse electromagnetic micromanipulator, action potential,
membrane potential
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Исследованы ростостимулирующие эффекты водорастворимых наночастиц N-замещенных моно-
аминокислотных производных фуллерена С60 (L- и D- аланина, L- и D-валина, L- и D-аспарагино-
вой кислоты, β-аланина, а также γ-аминомасляной и ε-аминокапроновой кислот в солевой форме).
Обнаружено, что факторами, влияющими на такие физиологические параметры, как всхожесть,
энергия прорастания и длина корешка гороха посевного, являются размер наночастиц производ-
ных фуллерена и их относительная антирадикальная активность. Установлено, что в выбранной
группе соединений относительная антирадикальная активность наночастиц определяется их сум-
марной площадью поверхности и не зависит от строения аминокислотного заместителя. Продемон-
стрирована возможность использования аминокислотных производных фуллерена в качестве эф-
фективных ростостимулирующих веществ. Обнаружен эффект, выражающийся в дозозависимом
влиянии, оказываемом калиевой солью N-(моногидрофуллеренил)-D-аланина на показатели всхо-
жести и энергии прорастания гороха в диапазоне концентраций 10–9–10–11 М. 

Ключевые слова: фуллерен, наночастицы, антиоксиданты, стимуляторы роста, горох посевной.

DOI: 10.31857/S000630292004016X

Повышение урожайности сельскохозяйствен-
ных культур является одной из ключевых задач
современной агрохимии. При этом предпочтение
отдается тем средствам, применение которых без-
опасно для окружающей среды. В настоящее вре-
мя особый интерес представляет использование
наноматериалов, которые благодаря своим раз-
мерным характеристикам обладают уникальны-
ми свойствами. Среди таких материалов важное
место отводится углеродным наноструктурам, в
частности фуллерену С60, а также его производ-
ным. В этой связи актуальным является изучение
механизмов ростостимулирующего действия
фуллерена С60 и его производных.

В литературных источниках имеются противо-
речивые данные о физиологическом влиянии,
оказываемом фуллереновыми производными на
растения. Так, найдено, что функциональные
производные фуллерена С60, например, такие как
фуллеренолы, оказывают положительный эф-
фект на рост гипокотиля у арабидопсиса (Arabi-
dopsis thaliana L.) [1]. Как предполагают, положи-
тельный эффект при воздействии указанных со-
единений  на  растения  связан  с  их
антиоксидантной активностью, а именно – со
способностью связывать активные формы кисло-
рода (АФК) [2, 3]. В частности, была выявлена
способность фуллеренола предотвращать разви-
тие окислительного стресса в корнях и их субапи-
кальное утолщение при ультрафиолетовом сред-
неволновом облучении проростков зерновых
культур благодаря снижению содержания АФК.

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, АПФ –
аминокислотные производные фуллерена, ОАА – относи-
тельная антирадикальная активность.
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Также есть подтверждения тому, что добавление в
питательный раствор водорастворимых произ-
водных фуллерена С60 с аминокислотами (АПФ),
такими как L-лизин, L-треонин L-аргинин,
L-гидроксипролин (в виде их калиевых солей),
способствовало увеличению сухой массы расте-
ния у яровой пшеницы [4]. Однако не все функ-
ционализированные фуллерены показывают эф-
фект стимуляции в отношении роста растений.
Например, авторы публикации [5] сообщили, что
водорастворимое  малонатное  производное
(карбоксифуллерен) С70[С(СООН)2]4–8, добав-
ленное в питательную среду, дозозависимым об-
разом усиливает ингибирование роста корней
вплоть до 60%, а также приводит к деформации
кончика корней у арабидопсиса (A. thaliana L.).
Выдвинуто предположение о том, что указанные
негативные эффекты могут быть связаны с нару-
шением транспорта ауксина в корнях, отклоне-
ниями в процессах клеточного деления в зоне ме-
ристемы корня, а также с уменьшением внутри-
клеточного количества АФК. В присутствии
карбоксифуллерена С70[С(СООН)2]2–4 на кле-
точной культуре табака сигарного (Nicotiana ta-
bacum L.) также были зафиксированы эффекты
ингибирования роста, связанные с деформацией
клеточной стенки и окислительным стрессом [6].
Сделан вывод о том, что адсорбция карбоксифул-
леренов на клеточных стенках приводит к разру-
шению этих клеточных стенок и мембран, что в
итоге ингибирует рост клеток. Кроме того, при
действии карбоксифуллеренов наблюдается уве-
личение количества гликозидных остатков на
клеточных стенках (в зависимости от концентра-
ции растворов и времени воздействия), а также
аккумуляция АФК, что, как предполагают, пред-
ставляет собой стратегию защиты растения при
воздействии этих производных фуллерена. 

В целом взаимосвязи между строением произ-
водных фуллерена и их биологической активно-
стью недостаточно изучены.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. Фуллерен С60 и его
N-монозамещенные производные калиевых со-
лей L- и D- аланина, L- и D-валина, L- и D-аспа-
рагиновой кислоты, β-аланина, а также γ-амино-
масляной и ε-аминокапроновой кислот, способ-
ные к образованию в водном растворе
наночастиц, были синтезированы в ИНЭОС
им. А.Н. Несмеянова РАН.

Определение относительной антирадикальной
активности аминокислотных производных фулле-
рена. Определение величины относительной
антирадикальной активности (ОАА) было осу-
ществлено по методу ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) в модификации, представ-

ленной в работе [7]. В этом методе в качестве ис-
точника свободных радикалов используется 2,2'-
азобис(2-амидинопропан)дигидрохлорид, кото-
рый склонен к термическому гомолитическому
распаду, в результате которого в присутствии
кислорода образуются алкоксильные либо алкил-
пероксидные радикалы, а флуоресцеин играет
роль атакуемой радикалами мишени, текущая
концентрация которой определяется с высокой
чувствительностью.

Растворы флуоресцеина и 2,2'-азобис(2-амиди-
нопропан)дигидрохлорида готовили в фосфатном
буфере (75 мМ, рН 7.4), а затем инкубировали в те-
чение 10 мин при 37°C. В кювете флуориметра сна-
чала смешивали растворы флуоресцеина и исследу-
емого образца; раствор 2,2'-азобис(2-амидинопро-
пан)дигидрохлорида  вводили  последним  и
немедленно начинали запись кинетической кривой
изменения интенсивности флуоресценции. Конеч-
ные концентрации компонентов смеси в кювете со-
ставляли: 9.6 мМ 2,2'-азобис(2-амидинопро-

пан)дигидрохлорида, 10–8 М флуоресцеина,

2.5⋅10–6 М исследуемого раствора. Фосфатный
буфер (75 мМ) использовали для холостого опыта,
тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-

карбоновую кислоту) в концентрации 1.2 ⋅ 10–6 М –
в качестве препарата сравнения. Значение величи-
ны, характеризующей ОАА, рассчитывали как отно-
шение разностей площадей под кривыми тушения
флуоресценции соответственно для исследуемого
образца (Sобр) и для тролокса (SТр) с учетом холо-
стого опыта («бланка», т.е. без добавления антиок-
сидантов, Sбл), а также концентраций тролокса
(CТр) и исследуемых образцов (Cобр): 

ОАА = ((Sобр – Sбл) / ( SТр – Sбл)) ∙ (CТр / Cобр). (1)

Кинетические кривые изменения интенсив-
ности флуоресценции с течением времени реги-
стрировали на спектрофлуориметре FluoroLog
3.21 (Horiba Scientific Ltd., Франция) при темпе-
ратуре 37 ± 0.2°C (при термостатировании в кю-
ветном отделении). Наблюдаемую флуоресцен-
цию детектировали при длине волны λ = 515 нм
под прямым углом относительно пучка возбужде-
ния в стандартной (1 см) кварцевой кювете при
длине волны возбуждающего света λ = 491 нм.
Интенсивности флуоресценции были скорректи-
рованы по отношению к чувствительности изме-
ряющего фотоэлектронного умножителя. Темпе-
ратуру образца поддерживали при помощи тер-
мостата модели 12108-15 (Cole-Parmer, США)
(6 л, вода, нагрев/охлаждение, цифровой кон-
троллер). Компоненты образца (за исключением
инициатора) предварительно термостатировали в
течение 10 мин перед смешиванием. Температуру
в кювете уточняли при помощи ртутного термо-
метра с шагом деления шкалы 0.1°C.



НОВЫЕ СТИМУЛЯТОРЫ РОСТА РАСТЕНИЙ 747

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

Определение размеров наночастиц. Для опреде-
ления гидродинамического радиуса частиц АПФ,
диспергированных в водном растворе, использо-
вали метод лазерного динамического рассеяния
света (фотонной корреляционной спектроско-
пии). Измерения проводили на анализаторе
«Photoсor  Compact-Z»  (ООО  «Фотокор»,
Москва), оснащенном термостабилизированным
диодным AlGaInP-лазером с длиной волны
λ = 637.4 нм (мощностью 30 мВт) и многоканаль-
ным коррелятором «Photoсor-FС». Распределе-
ния по гидродинамическому радиусу получали из
измеренных корреляционных функций интен-
сивности рассеянного света при помощи про-
граммного обеспечения DynaLS фирмы «Alango
Ltd» (Израиль) методом кумулянтов [8], а также
ALV-5000/E фирмы «ALV-GmbH» (Германия) ме-
тодом CONTIN [9]. Измерения проводили при
величине угла рассеивания 90° и температуре
25°С. Были использованы цилиндрические кюве-
ты диаметром 8 мм и объемом 1 мл. Концентра-

ции образцов составляли 10–6 М.

Контролируемые параметры проращивания. Ис-
следование проводили на семенах гороха сорта
«Фараон», которые предварительно замачивали в
растворе исследуемых веществ в течение двух ча-
сов, после чего переносили на фильтровальную

бумагу в чашки Петри для проращивания на свету
в течение восьми суток при температуре 23°С.
Представленные значения величин физиологи-
ческих параметров рассчитаны как среднее ариф-
метическое из трех повторностей. В каждой из
повторностей проводили проращивание 100 се-
мян. В качестве изучаемых физиологических па-
раметров при проращивании семян выступали
всхожесть, энергия прорастания и длина кореш-
ка. Длину корешка и всхожесть (количество нор-
мально проросших семян) определяли на вось-
мые сутки проращивания как величину, выра-
женную в процентах по отношению к параметрам
биоматериала, взятого для анализа. Энергию про-
растания (как процент проросших семян) опреде-
ляли на четвертые сутки. Важно отметить,
что физиологический параметр энергии прорас-
тания характеризует способность семян давать в
полевых условиях дружные и ровные всходы, а
значит, – хорошую выровненность и выживае-
мость растений. Измерение показателей всхоже-
сти и энергии прорастания осуществляли в со-
ответствии с методикой, описанной в ГОСТ
12038-84 [10].

Статистическую обработку полученных экспе-
риментальных данных проводили при помощи

Влияние на показатели физиологических параметров (энергии прорастания, всхожести и длины корешка
гороха), оказываемое фуллереном С60 и АПФ, а также найденные соответствующие этим соединениям значения
величин ОАА и среднего размера частиц 

Тестируемое 

соединение, 10–9 М

ОАА, отн. ед. Размер частиц, 
нм

Энергия 
прорастания, %

Всхожесть, % Длина корешка, 
см

Н-С60-L-Ala-OK (1) 0.16 ± 0.02 94 ± 13 98 98 4.36 ± 1.42

Н-С60-D-Ala-OK (2) 0.63 ± 0.10 42 ± 6 98 98 3.76 ± 1.34

Н-С60-L-Val-OK (3) 0.27 ± 0.04 90 ± 15 89 97.3 5.10 ± 1.28

Н-С60-D-Val-OK (4) 0.04 ± 0.01 107 ± 18 87.3 91.7 5.78 ± 2.14

Н-С60-L-Asp-(OK)2 (5) –* 108 ± 30 86 88.3 3.62 ± 0.89

Н-С60-D-Asp-(OK)2 (6) 0.010 ± 0.002 110 ± 20 79.7 82.3 3.78 ± 1.09

Н-С60-NH-(CH2)2-

COOK (7)
0.08 ± 0.01 –** 97.7 98 4.16 ± 1.32

Н-С60-NH-(CH2)3-

COOK (8)
0.35 ± 0.05 –** 91.7 92.3 5.12 ± 1.12

Н-С60-NH-(CH2)5-

COOK (9)
–* –** 85.3 87.7 2.86 ± 1.79

С60 (10) –* 78 ± 6 100 100 3.80 ± 1.24

Вода (контроль) – – 88 90.3 3.30 ± 0.67

Примечание. * – Значение величины (при заданных условиях эксперимента) находится ниже предела детектирования; для
этих соединений значения ОАА; ** – вследствие полидисперсности наночастиц в растворе оценку их усредненного размера
нельзя считать корректной.
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программ Microsoft Excel 2010, Origin Pro 8.0 и
Past 3.25. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как следует из полученных эксперименталь-
ных данных (см. таблицу), фуллерен С60 и боль-
шинство АПФ (в виде соответствующих калие-

вых солей) в концентрации 10–9 М способствуют
увеличению показателей всхожести, энергии
прорастания и длины корешка. Наибольшее по-
ложительное влияние на всхожесть и энергию
прорастания оказывал незамещенный фуллерен
С60. АПФ преимущественно также способствова-
ли увеличению значений указанных параметров.
Однако, например, в присутствии некоторых из
числа испытанных АПФ – производных L- и
D-аспарагиновой, а также ε-аминокапроновой
кислот – несколько снижались показатели как
всхожести, так и энергии прорастания. Введение
аминокислотного остатка в молекулу фуллерена
С60 способствовало увеличению ростостимули-
рующего эффекта в отношении длины корешка
гороха. Важно также отметить, что наибольшие
значения величины ОАА и при этом наименьшие
размеры наночастиц, образуемые в водном рас-
творе, продемонстрированы в случае фуллерено-
вого производного D-аланина.

Выявлена тесная отрицательная корреляцион-
ная связь линейного типа (со значением коэффи-
циента корреляции Пирсона ryx = –0.9885 и зна-

чением коэффициента детерминации R2 = 0.977)
между величиной относительной антиоксидант-
ной активности и размером наночастиц АПФ, об-
разующихся в водном растворе (рис. 1).

Осуществлена оценка статистической значи-
мости полученного значения линейного коэффи-
циента корреляции Пирсона ryx на основании t-
критерия Стьюдента. Указанный критерий под-
чиняется закону распределения Стьюдента с чис-
лом степеней свободы ν = n – 2. Фактически на-
блюдаемое значение t-статистики (tнабл) для со-
вокупности  малого  объема  вычислено  в
соответствии с формулой:

tнабл = |ryx| [(n – 2) / (1 – r
2
yx)]
1/2,

где n – объем совокупности (n = 6); число степе-
ней свободы ν = n – 2 = 4; |ryx| – абсолютное зна-
чение величины линейного коэффициента кор-
реляции Пирсона; tнабл – наблюдаемое (рассчи-
танное) значение t-статистики.
Найдено, что значение tнабл = 13.052. Для уров-

ня значимости α = 0.05 (5%-й вероятности ошиб-
ки первого рода) и числа степеней свободы ν = 4
квантиль распределения Стьюдента (табличное
критическое значение величины t-статистики,
tкр) составляет tкр = 2.776. Поскольку tнабл > tкр, то
полученная оценка позволяет отклонить нулевую
гипотезу H0 о статистической незначимости ко-
эффициента корреляции (о случайном характере
связи) и принять альтернативную гипотезу H1 о
статистической значимости коэффициента кор-
реляции (о наличии статистически значимой свя-
зи, имеющей неслучайный характер).
Рассчитаны параметры аналитического пред-

ставления корреляционной зависимости в виде 
гипотетического уравнения линейного типа ŷx =
a0 + a1x (где коэффициенты a1 = – 0.00937 и a0 = 
1.04412) и, таким образом, построена регрессион-
ная модель, характеризующая связь между фак-
торным  (x,  размером  частиц   АПФ   в  растворе)
и результативным  (ŷx,  теоретической величиной 
ОАА) признаками. 
Выявленная корреляционная зависимость

между величиной относительной антирадикаль-
ной активности и размером наночастиц АПФ,
по-видимому, обусловлена стерическим факто-
ром: при увеличении размеров наночастиц
уменьшается величина отношения площади по-
верхности наночастицы к ее объему:

Sнч /Vнч = 4πr
2 /1.33πr3 = 3/r , (2)

где Sнч – площадь поверхности наночастицы, Vнч–
объем наночастицы, r – радиус наночастицы.
Молекулы, заключенные внутри указанного

объема наночастицы, оказываются труднодо-
ступными для взаимодействия со свободными ра-
дикалами, и соответствующее АПФ показывает
меньшие значения величины ОАА.
Для нахождения зависимости между свойства-

ми АПФ и тестируемыми физиологическими па-

Рис. 1. Диаграмма корреляционной зависимости
между величиной относительной антиоксидантной
активности и усредненным размером наночастиц
аминокислотных производных фуллерена.
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раметрами был осуществлен корреляционный
анализ. Параметры всхожести и энергии прорас-
тания показали положительную нелинейную
корреляционную связь с величиной ОАА, пере-
ходя в область насыщения при определенном
уровне значений соответствующего параметра,
причем с величиной размеров наночастиц про-
слеживается отрицательная нелинейная корреля-
ционная связь параметра всхожести (рис. 2). 

Посредством компьютерного моделирования
установлено, что в аналитическом виде изменение
показателя всхожести (y, результативного признака),
представленное на рис. 2, хорошо аппроксимируется
уравнением роста Берталанфи (L. von  Bertalanffy), ко-
торое имеет общий вид  ̂yx=a[1 – bexp(–cx)], где в
качестве независимой переменной (x, факторного
признака) фигурируют соответственно величины
ОАА и размер частиц, коэффициент а – предельное
(асимптотическое) значение тестируемого физиоло-
гического показателя (результативного признака), ко-
эффициент с – интенсивность (градиент) изменения
тестируемого физиологического показателя (резуль-
тативного признака).

Для зависимостей на рис. 2 найдены следую-
щие соответствующие параметры гипотетическо-
го уравнения: a = 96.797, b = 0.11246, c = 21.334 и

a= 98.662, b = 8.6938·10–12, c = –0.2148 (для зави-
симостей (а) и (б) соответственно).

Продемонстрирована весьма тесная положи-
тельная корреляционная зависимость (коэффи-
циент корреляции Пирсона ryx = 0.91) длины ко-

решков от значений величин ОАА АПФ (рис. 3).
Необходимо отметить, что при расчете данного
коэффициента не учитывались эксперименталь-
ные данные, полученные для фуллереновых про-

изводных D-аланина (таблица, соединение 2) и
D-валина (таблица, соединение 4): они рассмат-
ривались как «статистический выброс», связан-
ный, возможно, с изменением размеров агрегатов
(наночастиц) этих соединений. 

Для корреляционной зависимости, представлен-
ной на рис. 3, найден аналитический вид аппрокси-
мирующей функции линейного типа  ̂yx = a0+ a1x,

где коэффициенты a1 = 5.0434 и a0 = 3.5515.

Эксперимент по оценке зависимости величин
всхожести и энергии прорастания от концен-
трации АПФ в растворе (в области низких кон-
центраций при значениях, ниже наномолярных,

10–10 и 10–11 М) на примере фуллеренового про-

Рис. 2. Диаграммы корреляционной зависимости влияния величины относительной антиоксидантной активности (а)
и размеров наночастиц аминокислотных производных фуллерена в растворе (б) на всхожесть гороха сорта «Фараон».
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Рис. 3. Диаграмма корреляционной зависимости
между величинами относительной антиоксидантной
активности и длиной корешка гороха посевного.
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изводного калиевой соли D-аланина, как это вид-
но из диаграммы, представленной на рис. 4, в
обоих случаях показал тенденцию к уменьшению
показателей упомянутых физиологических пара-
метров при снижении концентрации АПФ.

Важно отметить, что в процессе прорастания
семени наблюдается усиление интенсивности
клеточного дыхания, для осуществления которо-
го требуется кислород, и при этом происходит об-
разование активных форм кислорода. В литера-
турных источниках имеются данные, указываю-
щие на то, что АФК могут стимулировать рост
растения, а также активировать экспрессию эн-
догенных факторов антиоксидантной защиты,
что в конечном итоге приводит к повышению ан-
тиоксидантного статуса организма. В клетках жи-
вотных обнаружена и активно изучается редокс-
чувствительная система Nrf2/ Keap1/ ARE, кото-
рая контролирует экспрессию от 1 до 10% генов
[11]. Nrf2/ARE-регулируемые гены кодируют
ферменты, различные регуляторные и структур-
ные белки, в число которых входят ферменты,
контролирующие редокс-статус клетки – облада-
ющие непосредственной антиоксидантной ак-
тивностью или синтезирующие эндогенные вос-
становители (в первую очередь, глутатион) [12].
Возможно, подобная система регуляции действу-
ет и в растительной клетке. При проращивании
семян ячменя, обработанных водным раствором,
содержащим нанопузырьки различных газов, ко-
торые при схлопывании являются источниками
гидроксильного радикала OH•, наблюдалось
усиление экспрессии генов, отвечающих за син-
тез белков, влияющих на разрыхление клеточной

стенки, включая экспансины, ксилоглюкан эн-
дотрансглюкозилазы/гидразы, пероксидазы и
белков переноса липидов, что способствует про-
цессу удлинения проростка [13]. Однако также
известно, что накопление АФК в клетках иници-
ирует перекисное окисление липидов и других
биомакромолекул. Изменение и нарушение
структуры белков и ДНК приводит, в свою оче-
редь, к нарушению процессов транскрипции и
репликации [14, 15]. При недостатке антиокси-
дантов подобные процессы свободнорадикально-
го окисления приводят к нарушению целостно-
сти клетки и ее гибели, что в свою очередь приво-
дит к некрозам тканей листьев, молодых побегов
и других органов растений. Было показано, что
внесение в качестве удобрения биочара (угля, по-
лученного при сгорании растительного материа-
ла в условиях ограниченного доступа кислорода),
являющегося источником свободных радикалов,
в количестве 0.5 и 1.0 г на чашку Петри диаметром
90 мм оказывает ростостимулирующий эффект
(связанный, возможно, с активацией малыми до-
зами АФК синтеза эндогенных антиоксидантов),
однако при повышении количества вносимого
удобрения длина корней оказывалась значитель-
но ниже контрольных значений [16]. Подобный
эффект наблюдался и при проращивании семян
ячменя, обработанных раствором полигидрокси-
фуллерена, в стрессовых условиях. В малых кон-
центрациях (7, 14, 75 мг/л) наблюдался стойкий
ростостимулирующий эффект, однако при кон-
центрации 1100 мг/л ростовые характеристики
оказывались ниже контрольных. Такой эффект
авторы объясняют наличием у полигидроксифул-

Рис. 4. Зависимость показателей всхожести (а) и энергии прорастания (б) семян гороха сорта «Фараон» от концентра-
ции N-(моногидрофуллеренил)-D-аланина в растворе для проращивания.
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лерена прооксидантных свойств в высоких кон-
центрациях, в результате чего в клетках ростовой
зоны корня происходит накопление АФК, что, в
свою очередь, приводит к образованию окисли-
тельных поперечных связей между полимерами
клеточной стенки и преждевременной остановке
роста [17, 18]. 

Имеются данные, доказывающие, что актив-
ные формы кислорода являются универсальными
химическими агентами, посредством которых ре-
ализуется неблагоприятное воздействие различ-
ных видов стресса (температурный, осмотиче-
ский, кислотно-основный, избыточное освеще-
ние, ультрафиолетовое излучение). Так, в ходе
исследования  стресс-индуцированной  тран-
скрипции генома цианобактерий Synechocystis sp.
было обнаружено, что большая часть генов, коди-
рующих различные факторы защиты, экспресси-
руется не только в ответ на соответствующий не-
благоприятный фактор внешней среды, но и в от-
вет на экзогенное введение пероксида водорода
[19]. Это еще раз подтверждает нашу гипотезу, что
антиоксидантные свойства исследованных про-
изводных фуллерена С60, по-видимому, являются
ключевым фактором их ростостимулирующего и
протекторного воздействия при проращивании
семян гороха.

На основании проведенного эксперименталь-
ного исследования возможно сделать заключение
о том, что изученные аминокислотные производ-
ные фуллерена С60 могут представлять интерес в
качестве препаратов для обработки семенного
материала и/или вегетативных органов растений
с целью увеличения урожайности сельскохозяй-
ственных культур, улучшения адаптационных ха-
рактеристик растений к погодным, климатиче-
ским условиям и защиты от стрессовых факторов
среды.
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New Plant Growth Stimulants Based on Water-Soluble Nanoparticles 
of N-Substituted Monoamino Acid Derivatives of Fullerene C60 and the Study 

of Their Mechanisms of Action
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Growth-stimulating effects of water-soluble nanoparticles of N-substituted monoamino acid derivatives of
fullerene C60 (L- and D-alanine, L- and D-valine, L- and D-aspartic acid, β-alanine, and γ-aminobutyric and
ε-aminocaproic acids in potassium salt form) were investigated. It was found that the nanoparticle size and  rel-
ative antiradical  activity of fullerene derivatives influence physiological factors affecting seed germination, ger-
mination energy and root growth capacity of field peas. It was shown that relative antiradical activity
of nanoparticles  in the selected group of compounds is evaluated  by total surface area of nanoparticles regard-
less of the structure of  the amino acid substituent. The possibility of using monoamino acid derivatives as
effective growth stimulating substances is demonstrated. A dose-dependent effect of N-(monohydrofullerenyl)-
D-alanine potassium salt on seed germination and germination energy of field peas in a concentration range of
10–9–10–11 M is demonstrated.

Keywords: fullerene, nanoparticles, antioxidants, growth stimulants, field peas
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Крона пихты сибирской (Abies sibirica) характеризуется специфической организацией: узкопирами-
дальная форма, апикальная доминантность, ярусность по типам сексуализации, мутовчатое ветвле-
ние. На всех уровнях организации кроны: в архитектуре (диагеотропизм ветвей), морфоструктуре
(дорзовентральность тканей и органов побегов, локализация репродуктивных органов в кроне де-
рева и на побеге), физиологических процессах, четко проявляется гравитационный вектор. Показа-
но, что в гравиперцепции определяющим является внутреннее состояние организма. При ослабле-
нии деревьев утрачивается диагеотропизм ветвей, что может служить универсальным биомаркером
нарушения гомеостаза пихты сибирской.  

Ключевые cлова: пихта сибирская, архитектура кроны, гравитационный вектор, усыхание, диагеотро-
пизм ветвей, корреляции морфологических признаков. 

DOI: 10.31857/S0006302920040171

Габитус растения формируется в результате
реализации его морфогенетический программы в
конкретных условиях среды [1]. В силу прикреп-
ленного образа жизни, растения оказываются
крайне чувствительны к действию гравитации,
как наиболее поляризованному фактору, опреде-
ляющему физиологию и развитие [2, 3]. Приспо-
собления к гравитационному вектору у них про-
исходили в направлении развития укрепления
опорной конструкции для лучшего сопротивле-
ния и наиболее выгодного положения [4]. У лес-
ных древесных видов выработались компенса-
торные поддерживающие структуры, обеспечи-
вающие вертикальное направление главной оси
(отрицательный геотропизм) и полярность при-
знаков – асимметричность роста тканей древеси-
ны веток и листового аппарата [5, 6]. Опыты с
геоиндукцией, в том числе и у представителей
сем. Pinaceae показали различия интенсивности
реакции не только у разных видов, но и у особей
одного вида что позволило предположить,
определяющую роль внутреннего состояния ор-
ганизма в реакции на геотропическое раздраже-
ние [7, 8]. 
Пихта сибирская характеризуется специфиче-

ской организацией кроны – узкопирамидальной
формой, мутовчатым ветвлением, ярусностью по
типам сексуализации, выраженной апикальной

доминантностью (преимущественное развитие
верхушечного побега) [9, 10]. Полярные морфо-
логические признаки, характеризующие чувстви-
тельность данного вида к гравитации – дорзовен-
тральная асимметрия тканей и хвои, проявляю-
щаяся  в  различиях  морфологических  и
анатомических признаков на верхней (вентраль-
ной) и нижней (дорзальной, обращенной к земле)
сторонах побегов, диагеотропизм ветвей (угол от-
хождения от оси ствола составляет 90º), сохраня-
ются на протяжении всей жизни дерева [7, 9]. 

В последние десятилетия в горных экосисте-
мах Южной Сибири (Хамар-Дабан, Кузнецкий
Алатау, Западный Саян) наблюдается нарушение
гомеостаза и усыхание деревьев пихты сибирской
(Abies sibirica Ledeb.), не связанное с процессами
их естественного старения [10–14]. В различных
условиях произрастания в насаждениях может
усыхать от 10 до 90% деревьев, причины данного
феномена в настоящее время не установлены.
Усыхание деревьев пихты сибирской проходит по
специфическому, характерному для данного вида
«подверхушечному» типу: усыхают хвоя и ветви
под вершиной дерева, где локализуется мужской
генеративный ярус, вершина (женский генера-
тивный ярус), как и нижняя часть кроны (вегета-
тивный ярус) функционируют в течение десятков
лет после начала усыхания [10]. У усыхающих де-
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ревьев наблюдаются нарушения процессов раз-
вития и снижение продуктивности побегов в
усохшей части кроны и ниже по стволу, измене-
ние габитуса – форма кроны из узкопирамидаль-
ной, характерной для данного вида, становится
плакучей. Аналогичные реакции наблюдались в
условиях стресса и у других видов хвойных [7].

Цель настоящих исследований – анализ архи-
тектуры кроны пихты сибирской и характера из-
менений диагеотропизма побегов при нарушении
гомеостаза деревьев.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в течение ряда лет
(1991–2018 гг.) в лесных биоценозах гор Южной
Сибири (хр. Хамар-Дабан, Западный и Восточ-
ный Саян, Кузнецкий Алатау, северо-восточный
Алтай) различного жизненного состояния [10,
12–15]. Район исследований расположен на сты-
ке геоструктур и тектонических элементов Алтае-
Саянской орогенетической зоны и Сибирской
платформы, рельеф в основном горный, с абсо-
лютными высотами от 200 до 2000 м над уровнем
моря [16]. Климат меняется с запада на восток от
континентального до резко континентального,
максимум осадков (до 2000 мм) выпадает на на-
ветренных склонах, в подветренных частях гор и
котловинах – лишь около 200 мм. Почвенный по-
кров территории исследований достаточно моза-
ичен вследствие разного возраста и состава под-
стилающих геологических пород, а также неодно-
родности характера рельефа. В горно-таежной
высотной зоне западных областей Южной Сиби-
ри формируются главным образом горно-подзо-
листые и дерново-подзолистые почвы; на восто-
ке, где широко распространена вечная мерзлота,
преобладают различные варианты кислых мерз-
лотно-таежных и длительно сезонно-мерзлотных
горно-таежных слабооподзоленных почв, а в вы-
сокогорном поясе – перегнойно-подзолистые
почвы. Пробные площади были заложены на
склонах различных экспозиций в низкогорных
(долины рек и ручьев, 270–480 м над уровнем мо-
ря), среднегорных (550–830 м над уровнем моря)
и высокогорных (1100–2000 м над уровнем моря)
частях горных хребтов (табл. 1). 

Исследования проводились на разновозраст-
ных (60–280 лет) модельных деревьях различных
категорий состояния [17]. У деревьев измеряли
следующие морфологические признаки: высоту,
возраст, диаметр на высоте груди, проекцию кро-
ны, протяженность кроны, угол отхождения от
ствола скелетных ветвей, расстояние между му-
товками, число и длину веток в мутовке, число и
длину межмутовочных ветвей, локализацию и
протяженность генеративных ярусов и усохшей
части по оси ствола. Статистическую обработку
материала проводили в программах Statistica 10 и
Excel 2013, оценку полученных моделей проводи-
ли по ошибкам показателей, графикам остатков и
коэффициентам детерминации и аппроксима-
ции.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования показали, что во всех горных
системах, независимо от высоты произрастания,
у деревьев четко проявляются такие специфиче-
ские видовые признаки, как узкопирамидальная
форма кроны, апикальная доминантность и ярус-
ность кроны по типам сексуализации. Женские
генеративные органы расположены на верхней
стороне побегов верхней части кроны и занимают
от 0.4 до 2.3 м (у единичных деревьев, с учетом
следов от шишек – до 6.2 м), что составляет не бо-
лее 6.9–17.9% от общей протяженности кроны.
Ниже по стволу расположен мужской генератив-
ный ярус (микростробилы локализуются на ниж-
ней стороне побегов), протяженность которого
может составлять значительную часть, от 0.2 до
11.0 м (23.6–48.5%) от общей протяженности кро-
ны. Переходный ярус, где на верхней стороне по-
бега развиваются женские, а на нижней – муж-
ские генеративные органы, у деревьев пихты, как
правило, отсутствует или ничтожно мал – не бо-
лее одной-двух мутовок (0.2–0.5 м). Вегетатив-
ный ярус занимает нижнюю часть кроны (4.3–
22.8 м) и составляет у разных деревьев 44.5–80.8%
ее общей протяженности. Полярность в располо-
жении репродуктивных органов в кроне
(продольный градиент) и на побеге свидетель-
ствует о резком градиенте фитогормонов в преде-
лах кроны дерева. Протяженность мужского ге-

Таблица 1. Характеристика исследованных древостоев пихты сибирской 

Место произрастания Высота над уровнем 
моря, м 

Группы типов леса Категория жизненного 
состояния (индекс)

низкогорные  450–520 разнотравные здоровые  (90.5–95.3)

среднегорные 640–830 разно- и крупнотравные усыхающие (36.4–85.3) 

высокогорные 1000–2000
крупнотравные и 
зеленомошные

здоровые и усыхающие 
(64.1–98.2)
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неративного яруса по оси ствола увеличивается с
возрастом деревьев, женского генеративного и
вегетативного ярусов, напротив, уменьшается
(рис. 1б–г). Однако зависимости относительной
протяженности ярусов от возраста деревьев сла-
бые (коэффициент корреляции r = 0.1–0.2).
Оценка качества моделей показала, что они прак-
тически идеально описывают ряды данных (ко-
эффициент  достоверности  аппроксимации

R2= 1). Очевидно, низкие значения коэффици-
ента корреляции обусловлены значительным раз-
махом варьирования морфологических призна-
ков вследствие генетических особенностей от-
дельных  деревьев,  вариациями  локальных
лесорастительных условий и широкой нормой
реакции на изменение действующих факторов
(амплитуды температуры, количество осадков,
мозаичность почвенных условий и пр.). 

Морфологические показатели крон модель-
ных деревьев (возраст, высота, диаметр, общая
протяженность кроны и отдельных половых яру-

сов) имеют разнонаправленные и, как правило,
слабые корреляции, что свидетельствует о значи-
тельном влиянии на них случайных факторов
(табл. 2). Очевидно, этот факт, как и варьирова-
ние протяженности генеративных ярусов у раз-
ных деревьев, объясняется их генотипическими и
физиологическими различиями. Заметные функ-
циональные положительные связи выявлены
только для возраста и высоты деревьев (рис. 1а), а
также высоты, диаметра и протяженности кроны.
Отрицательные корреляции между возрастом и
относительной протяженностью вегетативного и
женского генеративного ярусов вполне законо-
мерны, так как по мере старения у деревьев на-
блюдается сдвиг сексуализации (увеличивается
протяженность мужского генеративного яруса)
[10]. С увеличением возраста дерева снижается
также ежегодный линейный прирост и число ме-
жмутовочных ветвей (r = –(0.1–0.4), Р = 0.05).

Угол отхождения ветвей от ствола в верхней
части кроны, как правило, острый (варьирует от
43 до 90° у разных деревьев), в средней и нижней

Рис. 1. Регрессия морфологических показателей крон деревьев пихты сибирской в зависимости от возраста деревьев:
(а) – высота дерева, м; (б) – относительная протяженность женского генеративного яруса, %; (в) – относительная
протяженность мужского генеративного яруса, %; (г) – относительная протяженность вегетативного яруса, %. P –
уровень значимости, r – коэффициент корреляции.
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частях крон – не превышает 90°, и лишь у отдель-
ных ветвей нижних мутовок увеличивается до 95°,
диагеотропизм у здоровых деревьев пихты сохра-
няется на протяжении всей жизни во всех услови-
ях произрастания. Такое постоянство признака
свидетельствует о его крайней стабильности и не-
зависимости от внешних условий. Очевидно, ди-
агеотропизм ветвей является у пихты сибирской
жестко генетически закрепленным признаком.

В горных экосистемах Сибири наблюдается
усыхание деревьев пихты сибирской по характер-
ному для данного вида «подверхушечному» типу –
зона с сухими и усыхающими ветвями, либо вооб-
ще без них локализуется под вершиной дерева
(табл. 3). Все категории деревьев (от здоровых до
сильно усыхающих) встречаются в пределах одно-
го насаждения. Усыханию подвержены деревья
старше 90 лет (возраст начала мужской сексуализа-
ции).  Исключение составили деревья, растущие в

горных экосистемах северо-восточного Алтая, зо-
на подверхушечного усыхания здесь четко выделя-
ется только у отдельных деревьев старше 115 лет,
тогда как у большей части наблюдается усыхание
отдельных  ветвей  по  всей  кроне  [11].
В низкогорных экосистемах преобладают, как пра-
вило, здоровые деревья, в средне- и высокогорных
экосистемах (680–1450 м над уровнем моря) –
средней и сильной категорий усыхания [12, 13, 17,
19]. Регрессионный анализ показал, что степень
усыхания дерева слабо положительно коррелирует
с возрастом (рис. 2а). 

Характерными морфологическими признака-
ми нарушения гомеостаза деревьев пихты сибир-
ской являются появление усохшей зоны под вер-
шиной дерева (мужской генеративный ярус) и
утрата диагеотропизма ветвей. У усыхающих де-
ревьев в верхней части крон углы отхождения вет-
вей от оси ствола остаются острыми (43–90°), в

Таблица 2. Корреляции морфологических показателей кроны деревьев пихты сибирской 

Показатель Высота, м
Диаметр 
на 1.3 м, см

Протя-
женность 
кроны, м

Относительная протяженность ярусов, %

женского мужского обоеполого вегетативного

Возраст, лет 0.4 0.2 0.4 –0.2 0.1 0.2 –0.2

Высота, м 1 0.6 0.9 –0.04 0.2 0.3 0.04

Диаметр, см 1 0.5 0.1 0.1 0.2 –0.01

Протяженность кроны, м 1 0.1 0.1 0.3 0.1

Относительная 
протяженность 
ярусов, %

женского 1 0.1 0.4 –0.3

мужского 1 0.2 –0.9

обоеполого 
яруса

1 0.03

Примечание. Жирным шрифтом выделены коэффициенты, достоверные при р < 0.05.

Таблица 3. Характеристика модельных деревьев пихты сибирской 

Место произрастания
Расстояние от 
вершины до 

усохшей части, м

Протяженность 
усохшей части, м

Угол отхождения ветвей, °

до усохшей части
после усохшей 

части

Хр. Западный Саян 0.5 – 1.2
0.6 ± 0.19

1.2 – 7.4
3.4 ± 0.76

53 – 67
62 ± 1.7

91 – 122
108 ± 4.7

Хр. Восточный Саян 0.5 – 2.5
1.1 ± 0.9

0.7 – 3.0
1.7 ± 0.33

67 – 86
77 ± 3.0

107 – 116
112 ± 9.4

Хр. Хамар-Дабан 0.3 – 2.0
1.0 ± 0.07

0.3 – 7.3
1.7 ± 0.17

43 – 90
70 ± 1.4

84 – 144
108 ± 1.2

Хр. Кузнецкий Алатау 0.6 – 1.5
1.0 ± 0.48

3.5 – 12.4
2.4 ± 0.52

56 – 65
63 ± 3.8

113 – 128
114 ± 6.4

Северо-восточный Алтай 0.6 – 1.6
1.1 ± 0.51

2.29 – 4.25
3.3 ± 0.98

51 – 53
52 ± 5.01

108 – 116
113 ± 2.7

Примечание. В числителе – крайние значения признаков, в знаменателе – средние значения.
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усохшей части и ниже по стволу варьируют у раз-
ных деревьев от 84 до 144°, независимо от степени
усыхания (табл. 3). В средней части кроны (муж-
ской генеративный ярус) показатель увеличива-
ется до 100–112°, в нижней (вегетативный ярус) –
до 110–160°, при этом он крайне слабо зависит

(r2= –0.01–0.09) от возраста дерева и протяжен-
ности усохшей части (рис. 2б,в). 
Необходимо отметить, что утрата геотропиче-

ской реакции ветвей в нижней половине кроны
отмечена не только у усыхающих деревьев в нару-
шенных горных, но также и в неподверженных
усыханию равнинных и низкогорных экосисте-
мах, у деревьев, в значительной степени поражен-
ных ржавчинным раком (Melampsorella cerastii
Wint.), а также деревьев старше 260–280 лет [18,
19]. Известно, что предельный возраст пихты со-
ставляет около 300 лет, однако в условиях влаж-
ного климата гор Южной Сибири она редко до-
живает до 220–260 лет [20]. Очевидно, при старе-
нии и ослаблении болезнями деревья утрачивают
способность к сопротивлению гравитации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Процессы роста и дифференцировки растений
определяются их физиологией, состоянием, пи-
тательным статусом и в значительной степени ре-
гулируются фитогормонами, перемещение кото-
рых в растении характеризуется четко выражен-
ной  полярностью,  определяемой  такими
факторами, как освещение и гравитация [1]. Гра-
витация как постоянный и наиболее выражен-
ный поляризованный фактор определяет физио-
логические процессы роста и развития растений,
что показано в экспериментах на орбитальных
станциях [6, 21]. Пихта сибирская оказалась
крайне чувствительной к ее действию, гравитаци-
онный вектор проявляется на всех уровнях орга-
низации дерева: в архитектуре кроны (диагеотро-
пизм скелетных ветвей), морфоструктуре (дорзо-
вентральность тканей и органов побегов,
распределении в них фитогормонов, локализация
репродуктивных органов в кроне дерева и на по-
беге), потоках веществ [7, 19]. Очевидно, такое
строение кроны пихты обеспечивает максималь-
ное использование фотосинтезирующей поверх-
ности хвои и оптимальные условия для реализа-
ции репродуктивного потенциала. Так, напри-
мер, локализация шишек в верхней части кроны
и на верхней стороне ветвей повышает вероят-
ность перекрестного опыления (пыльца, подня-
тая ветром, под действием силы тяжести падает
сверху на поверхность семенных чешуй шишек)
и, следовательно, успешного оплодотворения се-
мяпочек. При этом морфологические признаки
кроны значительно варьируют у разных деревьев
и довольно слабо скоррелированы между собой,
что может быть обусловлено их высокой индиви-

дуальной изменчивостью и широкой нормой ре-
акции, обусловленными конкретным генотипом
дерева [1, 2, 7]. 

Величина силы тяжести может изменяться в
зависимости от географической широты и высо-
ты (относительно уровня моря), рельефа окружа-

Рис. 2. Регрессия в зависимости от возраста усыхаю-
щих деревьев протяженности усохшей части по оси
ствола в % (а) и угла отхождения ветвей от оси ствола
в градусах до (б) и после (в) усохшей части. Обозначе-
ния, как на рис. 1.
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ющей местности, характера плотностных неод-
нородностей в верхних слоях Земли под точкой
наблюдения и др. [22]. Гравитационное поле, со-
здаваемое силой притяжения массы Земли и цен-
тробежной силой, возникающей вследствие вра-
щения Земли вокруг своей оси, определяет нор-
мальное изменение поля силы тяжести по
широте, при этом даже в пределах расчлененного
горного рельефа оно может быть достаточно глад-
кое. Согласно гравитационной карте [23] описы-
ваемая территория достаточно однородна.
Очевидно, изменения геотропической реакции
скелетных ветвей деревьев определяются инди-
видуальными различиями деревьев в гравичув-
ствительности.

Растения сформировали тонкие механизмы,
контроля и коррекции положения тела относи-
тельно вектора силы тяжести, при этом ответные
реакции на раздражение на клеточном уровне
крайне чувствительны [3, 6, 24]. Высказано мне-
ние, что избирательное движение молекул вдоль
гравитационного поля обусловливает объедине-
ние их в чувствительные к гравитации комплексы
[25]. Некоторые физические характеристики кле-
точных компонентов (вязкость, плотность, раз-
меры), а также транспортные процессы (диффу-
зия и конвекция) определяются действием грави-
тации [26]. В частности, показано, что механизмы
гравиоперцепции у растений определяются фи-
зическими процессами – электрокинетическими
явлениями в клетке, переносом ионов кальция и
протонов, а также седиментацией амилопластов в
чувствительных клетках (статоцистах) [27, 28].
Как центр, чувствительный к гравитации, может
функционировать и эндоплазматический ретику-
лум [6]. Благодаря этим механизмам гравитация
влияет на кинетику ферментов, мембранный по-
тенциал клеток, а также на потоки фитогормонов
и экспрессию генов. Роль гравитации в экспрес-
сии генов, вовлеченных в производство и рекон-
струкцию клеточных стенок, показана в послед-
ние годы на примере выращиваемых в космосе
растений [29]. 

Морфогенетические процессы растений опре-
деляются генотипом во взаимодействии с услови-
ями развития и физиологическим состоянием в
онтогенезе [1, 30]. Особенности развития дерева
отражаются в геометрической и топологической
организации отдельных его компонентов – архи-
тектуре кроны, локализации и потоках веществ, в
том числе и гормонов, регулирующих гравимор-
физм побегов [31–33]. Показано, что в условиях
стресса у растений происходят изменения содер-
жания и нарушения градиентов кальция, играю-
щего важную роль в гравиоперцепции [6, 19, 27].
Нарушения физиологических и морфогенетиче-
ских процессов приводят к отказу системы на-
дежности организмов, что наблюдаются и у дере-
вьев пихты сибирской при усыхании [10–13, 34].

Утрата диагеотропизма скелетных ветвей отмече-
на не только в нарушенных лесных экосистемах,
но и у больных и старовозрастных деревьев. Мож-
но предположить, что нарушение гомеостаза, не-
зависимо от триггерных факторов, изменяет фи-
зиологические процессы и физические свойства
тканей и клеток, что ослабляет способность дере-
вьев сопротивляться действию силы тяжести и
приводит к изменению ориентации скелетных
ветвей. Однако для определения механизмов, от-
ветственных за гравиориентацию побегов у пих-
ты сибирской, необходимы дальнейшие исследо-
вания. 

ВЫВОДЫ

1. Влияние гравитации проявляется на всех
уровнях организации архитектуры крон деревьев
пихты сибирской: диагеотропизм ветвей, поляр-
ность расположения репродуктивных органов,
ассимитричность роста хвои и ветвей. 

2. При нарушении гомеостаза, независимо от
триггерных факторов (старение, усыхание, био-
тические), у деревьев пихты сибирской, прежде
всего, теряется способность к сопротивлению
гравитации, что проявляется в нарушениях гра-
виориентации скелетных ветвей и приводит к из-
менениям архитектуры крон. Утрата геотропиче-
ской реакции является универсальным биомар-
кером нарушения гомеостаза деревьев пихты
сибирской. 
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Changes in Abies sibirica Crown Architecture 
when Homeostatic Balance is Disrupted 

 E.V. Bazhina

Sukachev Institute of Forest, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Akademgorodok 50/28, Krasnoyarsk, 660036 Russia

The crown of Abies sibirica has some distinctive features: tight  pyramidal,  apical dominance, branch position
by male and female investment,  whorl branching. The development of the tree crown has distinct dependen-
cy on gravity through all stages of the growth cycle:  the architectural unit stage (branches are diageotropic),
morphological structure (dorsoventrality of shoot tissues and organs, localization of reproductive organs in
the tree crown and on the shoot); physiological processes. It is shown that the inner condition for a tree has
a central role during growth oriented against gravity. When trees are in poor condition, they exhibit no dia-
geotropism that could be considered to be a bioindicator of the effect of a disruption of homeostasis.

Keywords: Abies sibirica, architecture of crown, gravitropism, drying, diageotropism of branch setting, cor-
relations between morphological traits
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В настоящее время большое внимание уделяется разработке и созданию эффективных систем до-
ставки незаменимых омега-3-полиненасыщенных жирных кислот и других нутрицевтиков в орга-
низм человека через пищевые системы. Одними из таких систем доставки являются нанокомплек-
сы на основе липосом соевого фосфатидилхолина с включенными нутрицевтиками, длительное по-
требление которых может оказать влияние на антиокислительный статус различных органов и
тканей. В работе методом термоинициированной хемилюминесценции проведено исследование
изменения антиокислительной активности плазмы крови, липидов печени и мозга шести групп мы-
шей в зависимости от состава липосомных нанокомплексов, введенных в напитки, заменяющие во-
ду, в их длительную (трехмесячную) диету. Компонентами шести видов липосомных нанокомплек-
сов, кроме фосфатидилхолина, в разном сочетании служили: эфирное масло гвоздики, рыбий жир
и казеинат натрия. Показано, что нанокомплексы, содержащие липосомы из фосфатидилхолина с
добавлением в них рыбьего жира, эфирного масла гвоздики и инкапсулированных молочным бел-
ком казеинатом натрия, оказались самыми эффективными в отношении увеличения антиокисли-
тельной активности плазмы крови и липидов мозга мышей по сравнению с контролем. 

Ключевые cлова: функциональные нутрицевтики, липосомы, эфирное масло гвоздики, рыбий жир,
казеинат натрия, антиокcидант, антиокислительная активность, xемилюминеcценция.

DOI: 10.31857/S0006302920040183

Известно, что суммарная антиокислительная
активность (АОА) различных органов и тканей
является важным показателем для оценки состо-
яния организма и его устойчивости к повреждаю-
щим воздействиям и развитию многих заболева-
ний [1–7]. К изменению этой величины могут
приводить как различные физические факторы,
так и введение в организм веществ как искус-
ственного, так и природного происхождения, их
смесей, растительных экстрактов и масел [1–10].
Степень влияния всех перечисленных воздей-
ствий на АОА зависит от антирадикальной и ан-
тиокислительной активности вводимых веществ,
их взаимодействия друг с другом и теми антиок-

сидантами, которые содержатся в органах и тка-
нях экспериментальных животных [1, 8, 9]. 

В настоящее время широкое распространение
получила идея введения в рацион питания допол-
нительного количества омега-3 полиненасыщен-
ных жирных кислот (ПНЖК). Данное предложе-
ние связано с тем, что, с одной стороны, ПНЖК
играют важную роль в поддержании ряда физио-
логических функций организма животных и че-
ловека (рецепторных, противовоспалительных,
регуляторных) [11–15], а с другой – они не синте-
зируются в организме млекопитающих и потреб-
ляются с пищей. Наиболее оптимальным для
усвоения in vivo является соотношение ПНЖК
(омега-6 : омега-3 = 1:1 – 4:1) [15]. Однако созда-
ние таких продуктов, обогащенных ПНЖК, со-
пряжено с определенными трудностями, обу-
словленными тем, что высокое содержание нена-
сыщенных углерод-углеродных связей в их
молекулах способствует их окисляемости и дегра-
дации с образованием токсичных продуктов: гид-

Сокращения: АОА – антиокислительная активность,
ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты, ФХ –
фосфатидилхолин, ЭМГ – эфирное масло гвоздики,
Каз-Na – казеинат натрия, РЖ – рыбий жир, ACW – сум-
марная антиокислительная емкость водорастворимых со-
единений плазмы крови, ACL – антиокислительная ем-
кость жирорастворимых соединений в липидах, ХЛ – хе-
милюминесценция.

УДК 663.951.542.943-032.1
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роперекисей, кетонов и альдегидов. Кроме того,
липофильная природа ПНЖК затрудняет их вве-
дение в низкожирные или имеющие 0% жирно-
сти продукты питания. 

В работах [16, 17] был выполнен цикл исследо-
ваний, посвященных созданию и всестороннему
изучению физико-химических свойств наноком-
плексов пищевых биополимеров с липосомами
соевого фосфатидилхолина (ФХ), обогащенных
незаменимой растительной омега-3 ПНЖК в от-
сутствие и в присутствии растительного антиок-
сиданта – эфирного масла гвоздики (ЭМГ). Од-
нако оставался открытым вопрос о биодоступно-
сти и степени биоусвоения омега-3 ПНЖК и
ЭМГ из биополимерных наноконтейнеров в жи-
вом организме при их пероральном употребле-
нии. В частности, длительный прием липосо-
мальных комплексов может существенно изме-
нить не только уровень ПНЖК в липидах, но и
оказать влияние на такой показатель, как сум-
марную антиокислительную активность различ-
ных органов и тканей. 

В литературе представлены работы, связанные
с оценкой влияния приема растительных и эфир-
ных масел, антиоксидантов и других биологиче-
ски активных добавок на состав липидов органов
мышей, их общеклинические показатели, актив-
ность некоторых антиоксидантных ферментов и
уровень АОА [10, 18–22]. Например, в работе [10]
методом фотохемилюминесценции исследовали
АОА шести разных растительных масел и влия-
ние их пятнадцатисуточного приема на АОА ли-
пидов сыворотки крови крыс. Установлено зна-
чительное различие (в два-четыре раза) суммар-
ной АОА масел между собой, а также высокая
корреляция (~0.95) между АОА масел и АОА ли-
пидов сыворотки крови. Работы по изучению
влияния на антиокислительный статус организма
in vivo состава водорастворимых липосомных на-
нокомплексов, включающих различные нутри-
цевтики и длительно принимаемых перорально, в
литературе отсутствуют. 

Цель настоящей работы – изучить in vivo влия-
ние состава водорастворимых липосомных нано-
комплексов, принимаемых перорально, на анти-
окислительную активность плазмы крови, а так-
же липидов печени и мозга у экспериментальных
животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В работе использовали фосфатидил-
холин фирмы Lipoid GmbH (Германия) следующего
химического состава по данным фирмы: фосфоли-
пиды – 94% фосфатидилхолина, 0.6% фосфатидил-

этаноламина, 3% лизофосфатидилхолина, 0.1%
фосфатидилинозита; триглицериды – 2%; свобод-
ные жирные кислоты – 0.5%; α-токоферол – 0.15%.
Использовали также казеинат натрия (Каз-Na)
фирмы Sigma (Новая Зеландия); органические рас-
творители фирмы Merk (Германия); эфирное масло
гвоздики фирмы Plant Lipids Ltd (Индия); рыбий
жир (концентрат омега-3 «Омега-3 дети», ООО
«РУСКАПС», Москва); аскорбиновая кислота (Sig-
ma, США); тролокс™ (6-гидpокcи-2,5,7,8-тетpаме-
тилxpоман-2-каpбоновая киcлота) фирмы Aldrich
(CША). В китах ARA-W (для определения антира-
дикальной активности водорастворимых соедине-
ний) и ARA-L (для определения антирадикальной
активности жирорастворимых соединений) фирмы
Oxidaq UG Ltd. (Германия) содержатся соответ-
ственно 2,2́-азо-бис(2-метил-пропионамидин)ди-
гидрохлорид и 2,2'- азо-бис(2,4-диметил-валеро-
нитрил) фирмы Wako-chemicals (Япония).

Приготовление растворов липосомных наноком-
плексов. В экспериментах были использованы
водные растворы шести видов липосомных нано-
комплексов в качестве напитков, заменяющих
воду в диете экспериментальных животных: 

Диета 1. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 2.50 мг/мл).

Диета 2. Липосомы из ФХ с добавлением ЭМГ
(2% от веса ФХ) (с концентрацией в растворе
[ФХ] = 2.50 мг/мл). Весовое отношение компо-
нентов липосомного нанокомплекса: ФХ : ЭМГ =
= 1 : 0.02.

Диета 3. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл), инкапсулированные
казеинатом натрия (Каз-Na) (с концентрацией в
растворе [Каз – Na] = 16.6 мг/мл). Весовое отно-
шение компонентов в липосомном наноком-
плексе: ФХ : Каз-Na = 1 : 10. 

Диета 4. Липосомы из ФХ с добавлением ЭМГ
(2% от веса ФХ) ([ФХ] = 2,50 мг/мл), инкапсули-
рованные Каз-Na (с концентрацией в растворе
[Каз–Na] = 25,0 мг/мл). Весовое отношение ком-
понентов  в  липосомном  нанокомплексе
ФХ : ЭМГ : Каз-Na = 1 : 0,02 : 10.

Диета 5. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл) с добавлением рыбьего
жира (РЖ) (с концентрацией в растворе [РЖ] =
= 1.66 мг/мл), инкапсулированные Каз-Na (с кон-
центрацией в растворе [Каз–Na] = 33.3 мг/мл). Ве-
совое отношение компонентов в липосомном нано-
комплексе ФХ : РЖ : Каз-Na = 1 : 1 : 20.

Диета 6. Липосомы из ФХ (с концентрацией в
растворе [ФХ] = 1.66 мг/мл) с добавлением ры-
бьего жира (с концентрацией в растворе [РЖ] =
1.66 мг/мл) и ЭМГ (2% от веса ФХ + РЖ), инкап-
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сулированные Каз-Na (с концентрацией в рас-
творе [Каз–Na] = 33.3 мг/мл). Весовое отноше-
ние компонентов в липосомном нанокомплексе:
ФХ : РЖ : ЭМГ : Каз-Na = 1 : 1 : 0.02 : 20.

Приготовление липосом. Липосомы ФХ с до-
бавлением ЭМГ и/или РЖ готовили по следую-
щей методике: в стерилизованные при 110°С
(30 мин) стеклянные стаканчики взвешивали не-
обходимые навески ФХ/ЭМГ/РЖ. Добавляли в
них расчетное количество свежекипяченой биди-
стиллированной воды, диспергировали ФХ/
ЭМГ/РЖ в воде при помощи трехкратной меха-
нической гомогенизации, используя гомогениза-
тор (Heidolph, Германия), в течение 2 мин при
20000 об/мин. Полученную водную дисперсию
ФХ/ЭМГ/РЖ дополнительно обрабатывали уль-
тразвуком для получения наноразмерных липо-
сомных комплексов, используя при этом ультра-
звуковой гомогенизатор VCX-130 (Sonics & Mate-
rials, США) в подобранном предварительно
режиме: озвучивание в течение 5 мин при 40%
мощности сигнала (отношение времени озвучи-
вания к времени без озвучивания 30 с : 30 с). При
озвучивании образец охлаждали во льду. Для по-
лучения наноразмерных липосомных комплек-
сов такой режим озвучивания повторяли семи-
кратно. После этого проводили центрифугирова-
ние полученных водных растворов липосомных
комплексов ФХ/ЭМГ/РЖ в стерилизованных
(при 110°С, 30 мин) центрифужных пробирках в
течение 30 мин при 4000 об/мин (1800 g) для уда-
ления металлической стружки от ультразвукового
зонда. Инкапсулирование белком (Каз-Na) при-
готовленных липосом (ФХ/ЭМГ/РЖ) проводили
смешением их растворов в стерилизованных (при
110°С, 30 мин) бутылочках для кормления с по-
следующим их встряхиванием (165 об/мин) в
шейкер-инкубаторе (GFL 3032, Германия) при
40°С в течение 1 ч. После этого повышали темпе-
ратуру в шейкер-инкубаторе до 63°С и пастеризо-
вали все приготовленные растворы в течение
30 мин при их продолжающемся встряхивании
(165 об/мин).

Все приготовленные растворы липосомных
нанокомплексов готовили на двое суток из расче-
та их потребления одной мышью в объеме 7 мл
ежедневно.

Животные и дизайн эксперимента. 50 мышей
линии F1(C57blxDBA2\6) массой 18–20 г из вива-
рия «Столбовая» (Московская область) были раз-
делены на восемь групп по шесть-семь мышей в
каждой группе. Мышей содержали на диете в те-
чение 92 суток. 

I группа животных (семь особей) получала об-
щевиварный рацион и была забита методом дека-
питации в первый день эксперимента. II группа
(шесть особей) получала диету 1; III группа
(шесть особей) – диету 2; IV группа (шесть осо-
бей) – диету 3, V группа (шесть особей) – диету 4;
VI группа (шесть особей) – диету 5; VII группа
(шесть особей) – диету 6; VIII группа (семь осо-
бей) содержалась на общевиварном рационе все
92 суток эксперимента и была забита в конце
опыта. Через 92 суток после начала приема раз-
личных диет мыши были забиты методом декапи-
тации, а плазма крови, ткани печени и головного
мозга животных были взяты для исследования их
антиокислительной активности. Кровь собирали
в пробирки с 5%-м раствором цитрата натрия,
центрифугировали при 1300 g и комнатной темпе-
ратуре 10 мин, отделяли плазму крови.

Выделение липидов из плазмы крови, печени и
мозга. Экстракцию липидов из плазмы крови
проводили по методу Блайя и Дайера [23]; из тка-
ней печени и головного мозга – по методу Фолча
в модификации Кейтса [24].

Определение антиокислительной активности
плазмы крови, липидов печени и головного мозга
мышей. Измерения антиокислительных парамет-

ров проводили на хемилюминометре Minilum®

L-100 компании Oxidaq UG Ltd. (Германия) c
проточной, термостатированной при 37 ± 0.02°C
кюветой [25], методом термоинициированной хе-
милюминесценции с использованием китов
ARA-W и ARA-L [26]. Определяли ACW (суммар-
ную антиокислительную емкость водораствори-
мых соединений плазмы крови) и ACL (ан-
тиокислительную емкость жирорастворимых
соединений в липидах). Принцип термоиниции-
рованной хемилюминесценции основан на реги-
страции хемилюминесценции (ХЛ), сопровожда-
ющей взаимодействие с люминолом свободных
радикалов, возникающих при термоиницииро-
ванном распаде водорастворимого азосоедине-
ния 2,2′-азо-бис(2-амидинопропан)дигидрохло-
рида для ACW или жирорастворимого 2,2'-азо-
бис(2,4-диметил-валеронитрила) для ACL в соот-
ветствии со схемой (рис. 1) [27–29]. С потенци-
альными антиоксидантами могут реагировать ра-

дикалы R, ROO, L-, О2
-, формирующиеся в

реакциях, протекающих в процессе окисления.

При определении ACW плазмы крови мышей
в реакционную кювету добавляли 50 мкл раство-
ра 2,2′-азо-бис(2-амидинопропан)дигидрохло-
рида, 50 мкл раствора люминола (кит ARA-W).
Объем вводимой плазмы крови мышей составил
5–10 мкл, фосфатный буферный раствор
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(рН 7.2) добавляли до конечного объема реакци-
онной смеси (1.5 мл) [26]. Для каждой группы
мышей проводили пять-шесть повторных реги-
страций. Измеряемым параметром являлся пе-
риод индукции τ, который определяли как вре-
мя от момента инициирования окисления до
точки пересечения с осью времени касательной,
приложенной к ХЛ кривой в точке ее перегиба
(рис. 2). Для калибровки в качестве эталона ис-
пользовали аскорбиновую кислоту, ACW выра-
жали в эквивалентном содержании аскорбино-
вой кислоты в 1 мл плазмы крови (нмоль аскор-
биновой кислоты/мл плазмы). На рис. 2
приведены характерные ХЛ-кривые для опреде-
ления ACW плазмы крови мышей.

Надо отметить, что в отличие от ХЛ-кривой
для аскорбиновой кислоты (рис. 2, кривая 1), для
всех ХЛ-кривых плазмы крови характерно увели-
чение интенсивности ХЛ после периода индук-
ции выше холостой пробы (кривая 0). Подобную
картину для термоинициированной ХЛ плазмы и
сыворотки крови наблюдали также и в других ра-
ботах (например, [30, 31]). Это может быть связа-
но с образованием в процессе окисления люми-
нола промежуточных радикальных интермедиа-
тов, меняющих кинетику окисления. Глутатион,
а также некоторые другие тиильные соединения в
белках плазмы крови, например цистеин, могут
восстанавливать образующиеся при окислении
гидропероксиды, и это восстановление может
проходить через радикальные стадии (тиильные

Рис. 1.  Схема предполагаемых реакций в модели термоинициированной хемилюминесценции [27–29].

R N=N R 2R N2

R O2

37 C

ROO (+HO ROH + O2

ROO+LHO или:

ROO L ,  L +Н+ O2 LO ( )2 Эндопероксид люминола
2

R LHOO ( )Эндопероксид люминола

N + AP*2 ( )Аминофталат-анион в возбужденном состоянии

AP + ( max = 4252 h Хемилюминесценция, нм)

Рис. 2.  Примеры характерных кинетических кривых
интенсивности ХЛ (I) при измерении ACW плазмы
крови мышей: кривая 0 – холостая проба (без
плазмы), 1 – аскорбиновая кислота, кривые 2 и 3 –
плазма крови мышей (VIII и I гр.), прямая линия –
касательная к кривой 3 в точке ее перегиба.
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соединения + гидропероксиды → TS• + LO• +
H2O), образуя дополнительный источник ради-

калов [32, 33]. Возможно, некоторые интермеди-
аты плазмы крови выступают как активаторы лю-
минесценции. Остатки гемоглобина эритроцитов
в плазме крови могут проявлять радикалпродуци-
рующую активность по отношению к липидным
и другим органическим гидропероксидам, при-
сутствующим в плазме, инициируя образование
липидных пероксильных радикалов [30].

Для определения АОА жирорастворимых со-
единений в липидах плазмы крови, печени и моз-
га (ACL) измеряли степень уменьшения (I/I0) ам-

плитуды ХЛ (I) в момент времени t = 60 с от нача-
ла окисления по сравнению с амплитудой ХЛ для
холостой пробы I0 (рис. 3). Объем реакционной

смеси в кювете составил 1.5 мл, включая объем
добавляемых липидов (50–100 мкл), 25 мкл рас-
твора 2,2'- азо-бис(2,4-диметил-валеронитрила)
и 125 мкл раствора люминола (киты ARA-L),
остальное – метанол [26]. Число повторов равня-
лось четырем-пяти. Калибровку для ACL прово-
дили по тролоксу и выражали в эквивалентном
содержании тролокса в мг липидов (нмоль тро-
локса/мг липидов). 

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов экспериментов
осуществляли с использованием компьютерных

программ Origin Pro 8.1 и Microsoft® Office Excel.
Результаты исследования представлены как сред-
няя измеряемая величина ± стандартная ошибка
средней. Для сравнения данных использовались
методы непараметрической статистики с крите-
рием Манна–Уитни. Различия считались стати-
стически достоверными при уровне значимости
p< 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как указывалось выше, устойчивость организ-
ма к повреждающим воздействиям и развитию
патологий многие авторы связывают с уровнем
суммарной антиоксидантной активности их орга-

нов [1–7, 30, 34, 35]. При этом делаются попытки
использовать метод хемилюминесценции в кли-
нике для целей диагностики и контроля над тера-
пией заболеваний [29, 30], причем в одних рабо-
тах предпочтение отдается водорастворимым ан-
тиоксидантам  [29-31],  а  в  других  –
жирорастворимым [1, 2]. Мы использовали в на-
ших экспериментах киты ARA-W и ARA-L, поз-
воляющие оценить АОА и водо- и жирораствори-
мых веществ в плазме крови экспериментальных
животных.

В таблице представлены результаты измере-
ния суммарной АОА водорастворимых компо-
нентов плазмы крови (ACW) для восьми групп
исследованных животных, выраженные в едини-
цах, эквивалентных количеству аскорбиновой
кислоты. 

Как видно из таблицы, уровень AОА плазмы
крови мышей групп I и III значительно выше
остальных. Следует отметить, что в этих образцах
визуально был заметен гемолизат эритроцитов. В
процессе гемолиза в плазму крови попадают эле-
менты эритроцитов: метгемоглобинредуктаза, су-
пероксиддисмутаза и ферменты глутатионового
цикла [36], которые, как было показано в работах
[36, 37], эффективно увеличивают период индук-
ции на кривых хемилюминесценции. Поэтому
высокий уровень ACW в плазме крови мышей I и
III групп можно объяснить именно гемолизом. К
сожалению, наличие гемолиза не позволяет про-
вести сравнение уровней ACW в плазме крови ис-
ходных контрольных животных и мышей группы
VIII (контроль через 92 суток после начала экспе-
римента). Рассматривая результаты, полученные
для АCW остальных групп животных, можно ска-
зать, что по сравнению с группой VIII, являю-
щейся контролем, наблюдается статистически
достоверное снижение ACW плазмы у мышей
групп IV, V и VI, которые принимали липосомы,
изготовленные из ФХ + Каз-Na, ФХ + ЭМГ +
+ Каз-Na и ФХ + РЖ + Каз-Na соответственно.
Значение ACW плазмы крови у мышей группы
VII находится на уровне контроля, но статистиче-

Суммарная антиокислительная активность водорастворимых компонентов плазмы крови 

ACW, нмолей аскорбиновой кислоты/мл плазмы

I# II III# IV V VI VII VIII

69.9 ± 3.8 27.8 ± 1.1 49.2 ± 5.5 22.0 ± 5.0* 23.8 ± 4.4* 24.2 ± 3.7* 36.6 ± 6.5 31.0 ± 5.2

Примечание. # – Плазма крови с гемолизатом; * – p < 0.05 по отношению к контрольной группе VIII.
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ски достоверно превышает ACW плазмы крови
мышей групп II, IV, V и VI. 

Таким образом, можно сделать вывод, что
применение всех используемых диет или не влия-
ло на уровень АОА водорастворимых антиокси-
дантов плазмы крови (группа VII), или даже сни-
жало его (группы IV и VI). 

Рассмотрим теперь, какие изменения под вли-
янием различных диет произошли в АОА жиро-
растворимых антиоксидантов (ACL) плазмы кро-
ви мышей. Эти результаты приведены на рис. 4а. 

Видно, что у контрольных мышей, содержа-
щихся на общевиварном рационе, ACL плазмы
крови уменьшилась за три месяца проведения
эксперимента более чем в шесть раз (группы I и
VIII). Это объясняется старением животных и
снижением уровня ACL [38, 39]. Все используе-
мые водорастворимые нанокомплексы увеличи-
вали ACL липидов плазмы крови мышей по срав-
нению с соответствующим контролем (группа
VIII). Это связано, как и предполагалось, с нали-
чием в нанокомплексах жирорастворимых анти-
оксидантов, накапливающихся при постоянном
приеме в липидах плазмы крови. Наибольший
эффект наблюдался у животных группы II, для
которых уровень ACL статистически достоверно
не отличался от уровня у контрольных молодых
мышей. Вероятно, это связано с накоплением в
липидах плазмы крови альфа-токоферола, не-
большое количество которого содержалось в ФХ,
использованном для приготовления исходных
липосом. Не исключено, что усвоение альфа-то-
коферола из плазмы крови органами животных
группы II идет медленнее, чем у мышей, прини-
мающих более сложные нанокомплексы, создан-
ные на основе того же ФХ. Сравнивая между со-
бой эффективность других нанокомплексов,
можно отметить, что на фоне всех остальных вы-
деляются по степени увеличения (в полтора-два
раза) ACL группы V (ФХ:ЭМГ:Каз-Na=1:0,02:10)
и группы VII (ФХ:РЖ:ЭМГ:Каз-Na = 1:1:0,02:20)
c диетой, содержащей ЭМГ и Каз-Na. ACL плаз-
мы крови мышей группы VII, отличавшейся от
группы V дополнительным приемом рыбьего жи-
ра, была выше, что, вероятно, объясняется нали-
чием в рыбьем жире некоторых жирораствори-
мых антиоксидантов. Сопоставляя влияние
используемых диет на АОА водо- и жирораство-
римых антиоксидантов плазмы крови, можно
сделать заключение о их противоположном дей-
ствии: эффективность водорастворимых антиок-
сидантов снижается или не изменяется, в то вре-
мя как АОА липидной компоненты возрастает.

Изменения ACL липидов печени мышей, при-
веденные на рис. 4б, свидетельствуют о тенден-

ции к снижению ACL у возрастных животных
(группа VIII), достоверном уменьшении ACL в
группах II (ФХ) и III (ФХ:ЭМГ = 1:0,02) и сохра-
нении того же уровня ACL, что и в контроле
(группа VIII), в группах с IV по VII. По-видимому,
уменьшение уровня АОА липидов в группах II и
III можно связать с конкурентными взаимодей-
ствиями введенных с диетой экзогенных антиок-
сидантов и эндогенных антиоксидантов, содер-
жание которых в печени достаточно высокое [1, 2,
38, 39]. Ранее нами было установлено, что хрони-
ческое введение антиоксидантов иногда может
приводить к снижению АОА именно в печени [1,
2, 40]. Эвгенол, входящий в состав ЭМГ, в высо-

Рис. 4.  Сравнительные диаграммы суммарной АОА
жирорастворимых компонентов (ACL) плазмы крови
(а), печени (б) и мозга (в); * – p < 0.05 по отношению
к контрольной группе VIII.
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САЖИНА и др.

ких концентрациях также может выступать как
прооксидант и инициатор перекисного окисле-
ния липидов [41, 42].

Для липидов мозга видно (рис. 4в), что, как и в
плазме крови, ACL у контрольных мышей группы
VIII достоверно снижена по сравнению с группой
I, хотя и не столь значительно (примерно в полто-
ра раза), что также можно объяснить возрастны-
ми изменениями [38, 39]. Действие всех наноком-
плексов приводило к увеличению ACL по отно-
шению к контролю (группа VIII). Если для групп
II (ФХ), III ( ФХ+ЭМГ) и VI (ФХ+РЖ+Каз-Na)
это было только тенденцией, то в группах IV
(ФХ+Каз-Na), V (ФХ:ЭМГ:Каз-Na=1:0,02:10) и
VII (ФХ:РЖ:ЭМГ:Каз-Na = 1:1:0,02:20) наблюда-
лось статистически достоверное увеличение дан-
ного параметра; при этом значения ACL у мышей
групп V и VII в два-три раза превышали уровень
ACL в остальных группах животных. 

Сопоставляя влияние различных липосомных
нанокомплексов на АОА липидов различных ор-
ганов экспериментальных животных (плазма
крови, печень и головной мозг), можно отметить
следующие закономерности: в течение 92 суток
проведения эксперимента АОА липидов всех ис-
следуемых органов животных, содержащихся на
общевиварном рационе (группы I и VIII), умень-
шалась, хотя и в различной степени, а наиболь-
шие изменения происходили в липидах плазмы
крови. Это уменьшение можно объяснить воз-
растными изменениями [38, 39]. Использование в
диетах мышей липосомных комплексов приводи-
ло к увеличению АОА липидов плазмы крови и
головного мозга, приближая эту величину к уров-
ню, характерному для молодых особей (группа I),
или даже превышая его (головной мозг мышей
групп V и VII). Это, безусловно, является положи-
тельным моментом, так как связано с повышени-
ем устойчивости данного органа к повреждаю-
щим воздействиям. Следует отметить, что ранее
аналогичные качественные данные были получе-
ны в работе [19] при шестимесячном введении
мышам ЭМГ в виде водной взвеси. Однако в на-
ших экспериментах получился больший эффект,
особенно при использовании диет, в которых на-
ряду с антиоксидантами (α-токоферолом и ЭМГ)
содержался Каз-Na (группы IV, V и VII). В случае
же групп V и VII можно предположить, что это
увеличение объясняется накоплением как в моз-
ге, так и в плазме крови мышей жирорастворимо-
го антиоксиданта, коим является эвгенол из гвоз-
дичного масла [41–43]. В липосомной диете, со-
держащей рыбий жир, из него, кроме омега-3 и
других жирных кислот, в клетки мозга попадает
еще один антиоксидант, а именно жирораствори-
мый витамин А. Омега-3 в сочетании с α-токофе-
ролом могут «включать» также клеточные сиг-
нальные пути, ведущие к увеличению активности
антиоксидантных ферментов [44]. Использова-
ние в диете водорастворимых липосомных нано-

комплексов, состоящих из липосом ФХ с ЭМГ,
покрытых белковой оболочкой, способствует,
по-видимому, лучшей доставке антиоксидантов
из липосом в клетки мозга и препятствует их рас-
ходованию в процессах перекисного окисления
липидов. При использовании липосом, состоя-
щих из одного ФХ (группа II), мы наблюдали зна-
чительное увеличение АОА плазмы крови при от-
сутствии изменений в головном мозге. Данное
различие можно объяснить незначительным
включением этих липосом в липиды мозга, но за-
метным накоплением в плазме крови. Переход к
более сложным диетам, содержащим, наряду с
ФХ, ЭМГ и Каз-Na (группы V и VII), приводит к
увеличению и АОА липидов плазмы крови, и
АОА головного мозга. Это хорошо коррелирует с
нашими данными, полученными при окислении
этих липосом in vitro: именно сочетание ЭМГ и
Каз-Na вызывало синергетическое увеличение
периода индукции на кривых окисления [43].
Возможно, что в головном мозге мышей групп V
и VII работают оба фактора – облегчение транс-
порта липосом с антиоксидантами и синергизм в
действии ЭМГ и Каз-Na.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе методом термоинициированной хе-
милюминесценции было проведено исследова-
ние изменения антиокислительной активности
водорастворимых и липидных компонентов плаз-
мы крови мышей, а также АОА липидов их пече-
ни и мозга в зависимости от состава водораство-
римых липосомных нанокомплексов, включен-
ных в комплексную диету мышей на протяжении
92 суток.

По результатам можно сделать вывод, что дие-
та мышей с водорастворимой добавкой инкапсу-
лированных Каз-Na липосом из соевого ФХ с до-
бавлением в них рыбьего жира и включением
ЭМГ оказалась самой эффективной в отношении
ACL плазмы крови, а также значительно увеличи-
вала АОА липидов мозга мышей по сравнению с
контролем. Это дает основание рекомендовать
такие липосомные нанокомплексы в качестве
функциональных добавок для практического ис-
пользования.
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The Influence of Liposomal Nanocomplex Composition on Antioxidant Activity 
of Mice Blood Plasma, Liver and Brain Lipids 

 N.N. Sazhina, M.G. Semenova, A.S. Antipova, E.I. Martirosova, and N.P. Palmina

Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Kosygina str. 4, Moscow, 119334 Russia

Much attention is currently given to research and development of the efficient systems for the delivery of es-
sential omega-3-polyunsaturated fatty acids and other nutraceuticals to the human body through food.
Nanocomplexes, which are based on soybean phosphatidylcholine liposomes with nutraceuticals included
are amongst the efficient delivery systems.  The prolonged use of these nanocomplexes may affect the anti-
oxidant status in various organs and tissues. In this work, a thermo-initiated chemiluminescence method was
used to study changes in the antioxidant activity of blood plasma, liver and brain lipids in   mice divided into
six groups depending on the composition of liposomal nanocomplexes introduced into drinks substituted for
water in a long-term (3 months) diet. The components of six types of liposomal nanocomplexes, except for
phosphatidylcholine, in different combinations were: clove essential oil, fish oil and sodium caseinate. The
results of the study showed that nanocomplexes containing liposomes from phosphatidylcholine with the ad-
dition of fish oil, clove essential oil and treated with milk protein (sodium caseinate) for food encapsulation
purposes proved to be the most effective in increasing the antioxidant activity in blood plasma and brain lipids
in mice as compared to control.

Keywords: functional nutraceuticals, liposomes, clove essential oil, fish oil, sodium caseinate, antioxidant, antiox-
idant activity, chemiluminescence 
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Методом спектроскопии электронного парамагнитного резонанса впервые изучено биораспреде-
ление магнитолипосом, полученных на основе наночастиц магнетита (Fe3O4), в опухоли и органах
мышей с карциномой Льюис в отсутствие и в присутствии магнитного поля. Животных в опытной
группе после внутривенного введения магнитолипосом в дозе 7.56 мг Fe/кг в зоне опухоли подвер-
гали воздействию внешнего магнитного поля (0.6 Тл). На основании анализа спектров электронно-
го парамагнитного резонанса образцов органов и тканей мышей обнаружено, что воздействие маг-
нитного поля приводит к двукратному возрастанию концентрации наночастиц магнетита в опухоли
(p< 0.05) по сравнению с контролем, что дает основание рекомендовать полученные магнитолипо-
сомы для использования в качестве магнитоуправляемого носителя для адресной доставки проти-
воопухолевых средств. Высокая концентрация суперапарамагнитных наночастиц магнетита обна-
ружена в печени в отсутствие и в присутствии внешнего магнитного поля. Отличия в накоплении
Fe3O4 в легких и печени в присутствии магнитного поля статистически незначимы. 

Ключевые слова: ЭПР, наночастицы магнетита, SPIONs, МЛП, магнитное поле, биораспределение,
карцинома Льюис.

DOI: 10.31857/S0006302920040195

С развитием нанотехнологий возрастает инте-
рес к наноразмерным материалам. Особое внима-
ние уделяется применению суперапарамагнит-
ных наночастиц магнетита (SPIONs) на основе
оксидов железа для биомедицины: магнитного
концентрирования и сепарации клеток, иммуно-
логического анализа, сверхвысокочастотной ги-
пертермии опухолей [1, 2]. Представляет интерес
использование SPIONs в качестве контрастирую-
щих агентов в магниторезонансной томографии
для визуализации опухолей и в качестве магнито-
управляемых носителей [3, 4] для адресной до-
ставки лекарственных средств. Целевая доставка
лекарственных средств позволяет создать депо
препарата в клетках опухоли и существенно по-
низить негативное влияние на организм за счет
уменьшения вводимой дозы. Возможность при-
менения SPIONs в клинике обусловлена их низ-

кой токсичностью, более того, SPIONs на основе
наночастиц магнетита (Fe3O4) являются един-
ственными магнитными наночастицами, разре-
шенными для клинического применения [5].
Инкапсулирование наночастиц Fe3O4 в липосо-
мы — эффективное средство предотвращения их
агрегации, способствует доставке лекарственных
средств в клетки-мишени. Имеется и другой не-
маловажный аспект: в составе магнитолипосом
(МЛП) наночастицы Fe3O4 сохраняют свои маг-
нитные свойства. Работ по изучению биораспре-
деления МЛП на основе наночастиц магнетита у
животных-опухоленосителей методом электрон-
ного парамагнитного резонанса (ЭПР) практиче-
ски нет. Из исследований в этом направлении
представляет интерес работа [6], в которой мето-
дом ЭПР обнаружено увеличение накопления на-
ночастиц магнетита в глиобластоме у мышей по-
сле воздействия на опухоль внешнего магнитного
поля (МП) индукцией 0.4 Тл, а также работа [7], в
которой под действием внешнего магнитного по-

Сокращения: SPIONs – суперапарамагнитные наночасти-
цы магнетита, МЛП – магнитолипосомы, ЭПР – элек-
тронный парамагнитный резонанс, МП – магнитное поле.
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ля обнаружено повышение концентрации магни-
толипосомального доксорубицина в остеосарко-
ме у хомячков.

Целью данной работы является исследование
количественного биораспределения МЛП, полу-
ченных на основе наночастиц магнетита, в опухо-
ли и органах мышей с карциномой Льюис мето-
дом ЭПР в присутствии и в отсутствие воздей-
ствия на опухоль внешнего магнитного поля для
оценки возможности их использования в каче-
стве магнитоуправляемых переносчиков для ад-
ресной доставки противоопухолевых средств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Синтез наночастиц магнетита. Наночастицы
Fe3O4 синтезировали высокотемпературным раз-

ложением ацетилацетоната железа (III) Fe(AcAc)3
в триэтиленгликоле [8]. Размер частиц в зависи-
мости от условий синтеза находится в диапазоне
от 3 до 9 нм.

Синтез магнитолипосом на основе наночастиц
магнетита. МЛП получали модификацией метода
регидратации тонких фосфолипидных пленок
[9], состоящего в проведении трехкратной проце-
дуры оттаивания–озвучивания–замораживания,
с включением наночастиц Fe3O4 во внутренний

объем МЛП. Очистку МЛП от липосом, не содер-
жащих наночастицы, осуществляли с помощью
магнитной сепарации на постоянном магните с
индукцией 0.6 Тл, (t = 4 ч, T = 4°С). Невключен-
ные наночастицы Fe3O4 удаляли центрифугиро-

ванием (1500 g, t = 15 мин, T = 4°С). Концентра-
цию железа в образце определяли методом атом-
но-абсорбционной  спектроскопии  после
растворения аликвоты анализируемого образца в
концентрированной соляной кислоте (37%). Эф-
фективность инкапсуляции наночастиц Fe3O4 в

МЛП составила 24.2 ± 2.8%. Размер МЛП соста-
вил 158.7 ± 24.9 нм.

Трансплантация карциномы. Трансплантацию
карциномы Льюис осуществляли путем внутри-
мышечной инокуляции опухолевых клеток в бед-
ро правой лапы, каждой мыши вводили по 0.2 мл
20%-й взвеси опухолевых клеток в среде 199.

ЭПР-спектры. Для определения концентра-
ции МЛП в образцах биологических тканей пред-
варительно строили калибровочную прямую за-
висимости интегральной интенсивности сигнала
ЭПР при g = 2.21 от концентрации МЛП в пере-
счете на железо. Концентрацию суперапарамаг-
нитных наночастиц Fe3O4 в тканях рассчитывали

по калибровочной прямой, используя метод
двойного интегрирования спектров ЭПР. Сигна-

лы ЭПР образцов регистрировали на спектромет-
ре ECS-106 (Brucker, Германия) при 77 К [10].
Условия регистрации ЭПР спектров: усиление

5⋅102–5⋅104, центр поля 3300 Гс, развертка поля
6500 Гс, амплитуда модуляции 11.4 Гс.

Опыты на мышах-опухоленосителях. Магнито-
липосомальную композицию вводили поло-
возрелым мышам самцам линии C57Bl/6 массой
20–22 г с внутримышечно привитой карциномой
Льюис в хвостовую вену в дозе 7.56 мг Fe/кг спу-
стя 10 суток после трансплантации опухоли. Че-
рез 60 мин после введения животных декапитиро-
вали; образцы легких, печени и опухолевой ткани
замораживали и хранили в жидком азоте. Полу-
ченные образцы органов и тканей мышей анали-
зировали методом ЭПР.

Опухоли мышей в первой группе с магнитоли-
посомальной композицией не подвергали воз-
действию магнитного поля (контроль), во второй
группе мышей (опыт) сразу после введения пре-
парата область локализации опухоли подвергали
воздействию магнитного поля с использованием
постоянного магнита индукцией 0.6 Тл в течение
60 мин. 

Статистическую обработку данных осуществ-
ляли с использованием программного обеспече-
ния Open Office, SciDaVis, R и Statistica. Опыты
проводили с трехкратным повтором, в каждой
группе было три-пять мышей. Для оценки разли-
чий между группами использовали U-тест Ман-
на–Уитни–Уилкоксона. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

На рис. 1а представлена электронная микро-
фотография наночастиц Fe3O4, на врезках приве-
дены электронная дифрактограмма и размерное
распределение наночастиц, полученное методом
динамического светорассеяния; на рис. 1б пред-
ставлено размерное распределение МЛП на ос-
нове Fe3O4, на врезке – электронная микрофото-
графия МЛП на их основе.

Полученные наночастицы имеют форму,
близкую к сферической, с диаметром частиц
7.26 ± 1.17 нм. Средний размер наночастиц, изме-
ренный методом динамического светорассеяния,
составил 14.5 ± 2.9 нм (рис. 1a). Размер МЛП на
их основе, определенный методом динамическо-
го светорассеяния, составил 158.7 ± 24.9 нм
(рис. 1б). 

Для оценки биораспределения МЛП в опухоли
и органах мышей-опухоленосителей использова-
ли спектры ЭПР образцов биологических тканей.
На рис. 2 представлены примеры ЭПР-спектров
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печени и опухолевой ткани после внутривенного
введения МЛП.

На основании полученных ЭПР-спектров
опухолевой ткани и печени (рис. 2), а также дру-
гих органов были рассчитаны концентрации
МЛП (в пересчете на железо) в опухоли и органах
(таблица). 

Максимальная концентрация Fe3O4 после
внутривенного введения МЛП обнаружена в пе-
чени как в отсутствие, так и в присутствии внеш-
него магнитного поля (таблица). Накопление
МЛП в печени характерно для наноразмерных
липосомальных структур [11]. После воздействия

МП концентрация Fe3O4 в опухоли возрастает не
менее чем в два раза по сравнению с концентра-
цией в отсутствие поля (p < 0.05). Отличия в на-
коплении Fe3O4 в легких и печени в присутствии
МП статистически незначимы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе методом ЭПР впервые изучено коли-
чественное биораспределение МЛП на основе су-
перпарамагнитных наночастиц Fe3O4, в опухоли
и органах мышей с карциномой Льюис после
внутривенного введения. Показано, что воздей-
ствие внешнего магнитного поля (0.6 Тл) на зону
опухоли приводит к двукратному возрастанию
концентрации наночастиц Fe3O4 МЛП в опухоли
(p < 0.05), что дает основание рекомендовать по-
лученные МЛП в качестве магнитоуправляемых
переносчиков для адресной доставки противо-
опухолевых средств. 
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Рис. 1. (а) – Микрофотография наночастиц Fe3O4 (d = 7.26 ± 1.17 нм) и их размерное распределение; (б) – размерное
распределение и микрофотографии магнитолипосом, синтезированных на основе наночастиц Fe3O4.
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Рис. 2. ЭПР-спектры (Т = 77 К) печени (1 и 2) и
опухолевой ткани (3 и 4) через 60 мин после
внутривенного введения магнитолипосом: 1 – печень
без магнита, 2 – печень с магнитом, 3 – опухоль без
магнита, 4 – опухоль с магнитом.
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СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все процедуры с животными осуществляли в
строгом соответствии с Европейской Конвенци-
ей по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных це-
лях (1997).
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Evaluation of the Biodistrubution of Magnetoliposomes in Murine Tumor 
and Mice Organs Using Electron Spin Resonance 

 N.A. Marnautov*, V.A. Serezhenkov**, L.Kh. Komissarova*, N.A. Tkachev**,
A.S. Tatikolov*, A.N. Goloshchapov*, and A.F. Vanin**

*Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

**Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

Electron spin resonance spectroscopy has been applied for the first time to study the biodistribution of mag-
netoliposomes, formed with the use of magnetite nanoparticles (Fe3O4), in a murine tumor and the organs
of Lewis carcinoma-bearing mice in the absence and presence of an external magnetic field. Animals from
the experimental group after intravenous injection of 7.56 mg/kg of magnetoliposomes the tumor area were
subjected to an external magnetic field with a flux density of 0.6 T. Electron spin resonance spectra analysis
of mice organs and tissues samples has shown that exposure to a magnetic field results in a two-fold increase
in Fe3O4 accumulation within the tumor (p < 0.05) as compared to control. These findings suggest that  mag-
netoliposomes can be used as a magnetic-targeted carriers for antitumor drug delivery. SPIONs a high con-
centration was found in the liver in the absence and presence of the external magnetic field. Differences in
the accumulation of Fe3O in the lung and liver tissues in the presence of a magnetic field are not statistically
significant. 
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Концентрации МЛП (в пересчете на железо) в печени, опухоли и легких мышей с карциномой Льюис через
60 мин после внутривенного введения МЛП

Концентрация MЛП, мкМ (среднее ± ст. откл.)

печень опухоль легкие

Внутривенное введение 1891 ± 300 66 ± 12 57 ± 9

Внутривенное введение + внешнее 
МП (0.6 Тл)

2121 ± 393 140 ± 22 66 ± 8
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Оценивали последствия тотального гамма-облучения (4 Гр с мощностью дозы 0.6 Гр/мин) и облу-
чения головы животного пучком протонов (с энергией 150 мэВ в дозе 4 Гр и мощностью 0.8 Гр/мин)
на интенсивность и временные параметры развития судорожных припадков аудиогенной эпилеп-
сии у крыс селектированной инбредной линии Крушинского–Молодкиной. В серии с гамма-облу-
чением было тестировано поведение в тестах «открытого поля», приподнятого крестообразного ла-
биринта и водного лабиринта Морриса. После гамма-облучения не было выявлено изменений по-
казателей аудиогенных судорожных тонических припадков (имеющих локализацию в стволе мозга)
при первой экспозиции действию звука после облучения. После облучения протонами отмечено
несколько более медленное начало припадков и больший латентный период развития тонической
фазы припадков при серийном ежедневном повторении звуковой экспозиции. Отмечена меньшая
длительность аудиогенных миоклонических судорог, которые развиваются в ходе ежедневных зву-
ковых экспозиций (и имеют переднемозговую локализацию), хотя интенсивность этих судорог у
всех групп была максимальной. В тестах на поведение отмечено некоторое усиление тревожности
животных, получивших облучение. 

Ключевые слова: гамма-излучение, протоны, аудиогенная эпилепсия, локомоция, реакция замирания,
крысы линии Крушинского–Молодкиной. 
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Проблема подготовки полетов человека в
дальний космос требует исследовать эффекты об-
лучения (протоны и др.) на реакцию мозга, кото-
рые могут быть иными, чем таковые при около-
земных экспедициях. Протоны, например, со-
ставляют  значимую  часть  космического
излучения, и их влияние на организм необходимо
исследовать, используя разные биологические
модели [1]. Информацию о влиянии ионизирую-
щих излучений разного типа на организм в целом
и на мозг, в частности, получают при анализе по-
следствий лучевой терапии [2–5], изучая послед-
ствия катастроф [6], а также путем проведения
специальных экспериментов на лабораторных

животных ([5–10] и др.). Для оценки функции
центральной нервной системы млекопитающих
после воздействия облучения необходимо оце-
нить изменение судорожной готовности мозга,
что важно также и потому, что соответствующие
экспериментальные данные достаточно противо-
речивы [2, 11, 12]. Одной из перспективных гене-
тических моделей для такого исследования явля-
ется аудиогенная эпилепсия (АЭ) крыс [13].
Помимо высокой воспроизводимости эпилепти-
формных судорожных припадков, у животных,
селектированных на предрасположенность к АЭ,
можно оценивать развитие эпилептиформных
явлений, имеющих разную мозговую локализа-
цию (ствол или передний мозг, [14]). Установле-
но, что аудиогенный эпилептиформный припа-Сокращениe: АЭ – аудиогенная эпилепсия.
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док связан с развитием патологического возбуж-
дения, которое начинается в слуховых ядрах
продолговатого мозга и поступает в средний мозг
(захватывая четверохолмие). Ключевой структу-
рой для преобразования такого возбуждения в су-
дороги, т.е. для активации эфферентных нейро-
нов ствола, является нижнее двухолмие [15]. При-
падок АЭ начинается со стадии двигательного
возбуждения (или «клонического бега»), которая
переходит сначала в клонические, а затем в тони-
ческие судороги всех мышц (захватывающие ту-
ловище и конечности). У грызунов линий, пред-
расположенных к АЭ, наряду со «стволовыми»
судорожными припадками обнаруживаются и су-
дороги другого типа (так называемые миоклони-
ческие судороги – короткие подергивания мышц
морды и головы, иногда затрагивающие и мышцы
конечностей). Они формируются в результате по-
вторных ежедневных экспозиций действию звука
(10–18 суток). В отличие от припадка с последо-
вательным развитием его фаз, заканчивающихся
тонической фазой, миоклонические судороги,
которые носят также название «киндлинг» (kin-
dling, раскачка), развиваются в переднем мозге
(лимбической системе, неокортексе) [14, 16]. 

Задачей настоящей работы было оценить вли-
яние ионизирующей радиации (облучение пуч-
ком протонов в пике Брэгга и гамма-облучение)
на показатели АЭ у крыс линии Крушинского–
Молодкиной, предрасположенной к АЭ [13, 16], а
также на показатели их поведения в ряде тестов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные. В работе были
использованы крысы инбредной селектирован-
ной линии Крушинского–Молодкиной с высо-
кой предрасположенностью к АЭ. Средний воз-

раст особей составлял пять-шесть месяцев, сред-
няя масса – 280 г.

Облучение проводили на установках Лабора-
тории ядерных проблем  им. В.П. Джелепова 
(ОИЯИ, Дубна Московской области). Были 
проведены три серии облучений. В одной из них 
животных подвергали тотальному гамма-облуче-
нию (суммарно в опыте с гамма-облучением 
использованы 20 животных). В двух других экс-
периментах подвергали облучению протонами 
область головы крыс (суммарно в экспериментах 
с облучением протонами были использованы 17 
и 18 крыс соответственно). 

Тотальное облучение крыс (n = 7) проводили

γ-квантами 60Co на установке для дистанционной
лучевой терапии «Рокус-M» (АО «Равенство»,
Санкт-Петербург) (рис. 1) в дозе 4 Гр с мощно-
стью дозы 0.6 Гр/мин. С экспериментальными
животными провели следующие тесты: определе-
ние интенсивности судорог АЭ, тест «открытое
поле», приподнятый крестообразный лабиринт и
водный лабиринт Морриса. 

Облучение головы крыс протонами с энергией
150 мэВ в дозе 4 Гр и мощностью 0.8 Гр/мин (по
пять и шесть животных в первой и второй сериях
соответственно) проводили на терапевтическом
протонном пучке Медико-технического ком-
плекса, используемого для проведения лучевой
терапии онкологических больных на фазотроне
Лаборатории ядерных проблем ОИЯИ. Живот-
ных облучали партиями по три особи за один се-
анс с предварительной фиксацией (рис. 2). 

В первом опыте с облучением протонами были
проведены тестирование АЭ и выработка аудио-
генных миоклонических судорог; во втором экс-
перименте оценивали интенсивность АЭ в раз-
ные сроки после воздействия. 

Рис. 1. γ-облучение крыс на установке Рокус-M.
Рис. 2. Общий вид расположения животных для
облучения головы пучком 
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В каждом эксперименте использовали по две
группы контрольных крыс. Животных группы
«контроль–Дубна» перевозили из Москвы в Дуб-
ну и обратно вместе с группой, получавшей облу-
чение (n = 7, при облучении γ-квантами; n = 5,
при первом облучении протонами; n = 6, при вто-
ром облучении протонами). Они подвергались
фиксации в специальных контейнерах для облу-
чения, но не облучались. Эта группа служила
контролем для оценки возможного эффекта раз-
вития страха и стресса от перевозки и фиксации.
Группа «контроль» (Москва) оставалась в Москве
(суммарно n = 20).

Тестирование аудиогенной эпилепсии проводи-
ли в прозрачной звукоприглушающей камере.
Звук (аудиторный звонок, 120 дБ) включали по-
сле помещения крысы в камеру и выключали при
развитии тонической фазы припадка. Интенсив-
ность припадка оценивали в условных баллах.
Они были следующими: «0» – отсутствие реак-
ции, «1» – клонический бег (который в некото-
рых случаях прерывался на несколько секунд
«тормозной паузой»), «2» – клонические судоро-
ги в позе на животе, «3» – судороги с падением на
бок и началом экстензии задних конечностей,
«4» – тонические судороги с полной экстензией
передних и задних конечностей. Регистрировали
(вручную) время (латентный период) начала фа-
зы «1» и фазы «4». Для выработки миоклониче-
ских судорог крыс подвергали действию звука
ежедневно в течение 15 суток. Отмечали день пер-
вого появления миоклонических судорог, их ин-
тенсивность («1» – вздрагивание ушей, «2» – су-
дороги мышц лицевой части черепа и шеи, «3» –
миоклонические судороги конечностей), а также
их длительность. 

Тест «открытое поле». Арена установки (диа-
метр 1.5 м) была расчерчена на квадраты со сторо-
ной 20 см. Длительность теста – 3 мин. В полуав-
томатическом режиме регистрировали число пе-
ресеченных квадратов на периферии (как
показатель уровня локомоторной активности) и в
центре арены (как показатель исследовательской
реакции и низкой тревожности), число стоек,
эпизодов замирания и эпизодов груминга, а так-
же уровень дефекации. 

Тест приподнятого крестообразного лабиринта.
Тестирование поведения крыс в тесте приподня-
того крестообразного лабиринта [17] осуществля-
ли в течение 3 мин (см. работу [18]). Лабиринт
был выполнен из черного пластика, приподнят
над уровнем пола на 73 см, размер рукавов –
50 × 10 см, центральной площадки – 10 × 10 см,
высота стенок закрытых рукавов – 38 см. Вруч-
ную отмечали число выходов крысы в открытые
рукава, время пребывания в светлых частях при-
поднятого крестообразного лабиринта, число

стоек в закрытых рукавах. Длительность теста –
3мин.

Тест водного лабиринта Морриса. Эксперимен-
ты проводили в заполненном замутненной водой
(26–27°С) бассейне (диаметром 150 см) [19]. В
бассейне размещали невидимую платформу
(14 × 14 см, 3 см ниже уровня воды), крысу вы-
пускали в воду каждый раз из новой точки пери-
метра (выбранной в случайном порядке) и фик-
сировали время отыскания платформы, длину пу-
ти, скорость, а также время, проведенное
животными в каждом из четырех квадрантов аре-
ны. В течение первых трех суток эксперимента
крысы должны были отыскать платформу, кото-
рая находилась в одном и том же месте (пять по-
пыток в день). На четвертые сутки тем животным,
которые научились находить скрытую платфор-
му, убирали ее и регистрировали передвижение
крысы в течение 60 с. Это позволяет выявить, ис-
пользуют ли животные при поиске платформы
дистантные зрительные ориентиры (простран-
ственная стратегия). В этот же день через 30 мин
проводили дополнительный контрольный экспе-
римент, в котором положение платформы обо-
значали «сигналом» – флажком, расположенным
выше уровня воды. Регистрацию траектории жи-
вотного осуществляли с помощью видеокамеры
Computar (Япония) и компьютера с платой видео-
ввода изображения Picolo. Программа EthoVision
ver. 3.0 (Noldus, Нидерланды) позволяла сохра-
нять, а затем анализировать траекторию переме-
щения животного в виде координат, регистрируе-
мых с частотой 12.5 кадров/с.

Статистическую обработку данных проводили
с использованием однофакторного анализа
ANOVA с post hoc тестом LSD (по Фишеру) и кри-
терия Манна–Уитни; при уровне значимости
р< 0.05 различия считались достоверными. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Во всех экспериментах облучение не вызывало
ухудшения общего состояния животных, измене-
ний в потреблении пищи, в состоянии кожных
покровов и веса тела в период вплоть до 6 мес. по-
сле воздействий.

Гамма-облучение, аудиогенные судороги. Экс-
позиция крыс трех групп («облучение», «кон-
троль–Дубна» и «контроль–Москва», число жи-
вотных – 7, 4 и 6 соответственно) действию звука
не выявила влияния облучения ни на интенсив-
ность судорог, ни на время развития припадка. 

Гамма-облучение, тест «открытое поле». В этом
тесте (через месяц после воздействия) у группы
«контроль–Дубна» была обнаружена более высо-
кая двигательная активность в центре арены (до-
стоверно, p < 0.05), а также повышенное число
вертикальных стоек в этом тесте; число квадра-
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тов, пересеченных на периферии арены, также
было выше у крыс этой группы, но недостоверно.
Можно предположить, что перевозка животных в
Дубну и обратно в Москву, а также пребывание в
фиксированном состоянии в установке для облу-
чения изменило их поведение (усилив, по всей
видимости, их arousal-реакцию, т.е. неспецифи-
ческую реакцию активации). В то же время в
группе облученных животных этой активации не
было (возможно, в связи с собственно эффектом
гамма-облучения). Число квадратов, пересечен-
ных в центре арены, было на уровне малоактив-
ных крыс группы «контроль–Москва». К такому
же эффекту следует отнести и достоверно мень-
ший уровень локомоции на периферии арены, а
также повышенное число эпизодов замирания у
облученной группы (в этом случае – по сравне-
нию с обеими контрольными группами, см.
рис. 3). Реакция замирания у крыс облученной
группы была выражена очень четко, длилась по
несколько секунд (данные не представлены) и на-
поминала состояние каталепсии, хотя показатель
постиктальной каталепсии (см. работу [20]) при
тестировании аудиогенной эпилепсии у крыс об-
лученной группы не отличался от контроля.

В целом поведение крыс облученной группы
можно охарактеризовать как несколько более
тревожное, чем таковое животных контрольных
групп. 

Гамма облучение, тест приподнятого крестооб-
разного лабиринта. Время, проведенное в откры-
тых рукавах лабиринта (показатель боязни осве-
щенного открытого пространства, т.е. тревожно-
сти) у облученных крыс было заметно (но

недостоверно) короче, чем у контроля: у облучен-
ных – 63.3 ± 12.3 с, у контроля (суммарно) –
90.4 ± 18.4 с. По другим показателям отличий
между группами выявлено не было. Иными сло-
вами, «знак» изменений поведения у крыс облу-
ченной группы был таким же, как в тесте «откры-
тое поле».

Гамма облучение, тест водного лабиринта Мор-
риса. В этом опыте проводили сравнение поведе-
ния облученной группы и группы «контроль–
Дубна». Средняя скорость плавания в этом тесте
и средняя дистанция, покрытая до достижения
платформы или до истечения срока теста, были
сходными по величине у групп облученных и
контрольных крыс. Число случаев отыскания не-
видимой платформы было одинаковым у крыс
обеих групп, а среднее время отыскания платфор-
мы во вторые и третьи сутки этого эксперимента
было несколько дольше у облученных крыс. В то
же время в последний день теста, когда меняли
положение платформы, облученные крысы плат-
форму не находили. Малое число животных в
группе не позволяет оценить достоверность раз-
личий – выявлена лишь тенденция. Иными сло-
вами, нельзя исключить некоторого снижения
способности к пространственной ориентации у
крыс данной облученной группы. Это можно, од-
нако, отнести за счет несколько повышенного
уровня тревожности животных этой группы (по
данным теста «открытое поле»). 

Облучение протонами, первый эксперимент. У
этих животных анализировали параметры аудио-
генного эпилептиформного судорожного при-

Рис. 3. Показатели теста «открытое поле» у крыс трех групп за 3 мин теста суммарно: 1 – облученные крысы (темные
столбцы), 2 – группа «контроль–Дубна» (серые столбцы), 3 – группа «контроль–Москва» (белые столбцы). Виды по-
казателей: (а) – число квадратов, пересеченных в центре арены; (б) – число квадратов, пересеченных на периферии
арены; (в) – число вертикальных стоек; (г) – количество эпизодов замирания. * – Достоверное отличие (р < 0.05) от
показателя группы «контроль–Дубна», # – достоверное отличие (p < 0.05) от показателей обеих контрольных групп
(критерий Манна–Уитни). 
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падка при первом применении звука, а также при
выработке миоклонических судорог. 

Максимальная интенсивность припадка у об-
лученной группы (через три недели после облуче-
ния) и группы «контроль–Дубна» была несколь-
ко (но недостоверно) снижена по сравнению с
данными теста, проведенного за полтора месяца
до эксперимента, когда она была максимальной
(условный балл – «4»). Таким образом, облучение
протонами не изменило интенсивность аудио-
генного припадка при первой экспозиции живот-
ных действию звука. 

Латентные периоды начала фазы «клониче-
ского бега» (2.1 ± 0.5 с – облученные крысы,

1.75 ± 0.8 с – «контроль–Дубна», 3.42 ± 0.3 с –
«контроль–Москва») и тонических судорог
(11.5 ± 0.8 с, 12.0 ± 1.2 с, 10.0 ± 1.1 с соответствен-
но) также достоверно не различались.

В процессе выработки миоклонических судо-
рог (15 ежедневных звуковых экспозиций) погиб-
ли две крысы из группы после облучения и две
крысы из группы «контроль–Дубна». Гибель этих
животных, по всей видимости, была связана с пе-
ревозкой животных и с манипуляциями подго-
товки к облучению. Более подробный анализ ре-
зультатов по выработке миоклонических судорог
был проведен с суммированием данных по кон-
трольным крысам групп «контроль–Дубна» и
«контроль–Москва» (между которыми различие
отсутствовало) ввиду малого числа животных в
этих группах.

Интенсивность миоклонических судорог,
проявившихся у животных всех групп на девятые-
одиннадцатые сутки последовательных ежеднев-
ных звуковых экспозиций, была максимальной
(за исключением одной крысы из группы облуче-
ния и одной крысы из группы «контроль–
Москва»). Латентные периоды начала аудиоген-
ного приступа (фазы «клонического бега») и на-
чала тонических судорог регистрировали в ходе
«выработки» миоклонических судорог – во всех
случаях они были больше у облученных крыс
(рис. 4). 

Длительность миоклонических судорог у кон-
трольных крыс при последовательных экспози-
циях действию звука была во многих случаях
больше (но недостоверно), чем у крыс облучен-
ной группы. 

Второй эксперимент по облучению протонами
крыс линии Крушинского–Молодкиной (октябрь

Рис. 4. Длительность (ось ординат, с) миоклониче-
ских судорог в последовательные дни экспозиции
животных действию звука. Облученные крысы – чер-
ные символы, группа «контроль–Дубна» – серые
символы.
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Рис. 5. Латентные периоды (ось ординат, с) проявления фаз аудиогенного припадка в серии ежедневных экспозиций
действию звука (до появления миоклонических судорог). (а) – Латентный период начала аудиогенного приступа (фа-
зы «клонического бега»), (б) – латентный период развития тонических судорог Черные ромбы – группа крыс, об-
лученных пучком протонов, серые квадраты – объединенная группа контрольных животных.
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ПОЛЕТАЕВА и др.

2018 г). Эффект облучения протонами на общую
интенсивность аудиогенного припадка не был
выявлен даже через шесть месяцев после облуче-
ния (данные не представлены). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Облучение крыс, проведенное в трех экспери-
ментах (гамма-излучение, облучение головы пуч-
ком протонов в пике Брегга), не вызвало досто-
верных изменений в показателях аудиогенного
эпилептиформного судорожного припадка у
крыс линии Крушинского–Молодкиной. Данная
линия крыс обладает высокой предрасположен-
ностью к судорогам, вызванным сильным звуком
[16], и обнаруживает (как и другие линии, селек-
тированные по этому признаку [14, 21]) два типа
судорожных припадков. Первый – это генерали-
зованный судорожный припадок с четко выра-
женным «тоническим» компонентом, а второй –
миоклонические судороги (при серийной экспо-
зиции действию звука в течение ряда дней). Раз-
витие тонических судорог связано с патологиче-
ской активацией структур ствола мозга (продол-
говатый мозг, четверохолмие, черная субстанция,
ретикулярные ядра среднего мозга) [15], откуда
судорожная активность распространяется в спин-
ной мозг (и в стриатум [22]). В то же время мио-
клонические судороги связаны с развитием эпи-
лептиформной активности в структурах передне-
го мозга (новая кора, гиппокамп, миндалина)
[12]. По данным, полученным в настоящей рабо-
те, показатели тонических аудиогенных припад-
ков после воздействия ионизирующей радиации
практически не изменились, тогда как в выра-
женности миоклонических судорог были обнару-
жены небольшие, но устойчивые по знаку осо-
бенности – несколько меньшая длительность
миоклонических судорог и больший латентный
период начала судорожного припадка у крыс
группы после облучения. Эти особенности эпи-
лептогенеза, связанного с вовлечением в патоло-
гическое возбуждение передних отделов мозга,
можно сопоставить с выявленной в наших опытах
с гамма-облучением повышенной тревожностью
крыс облученной группы, а также со знаками
ухудшения пространственной ориентации в тесте
Морриса. Поскольку и проявления тревожности,
и пространственное поведение животных связа-
ны с функцией структур переднего мозга (минда-
лина и гиппокамп, соответственно), можно пред-
положить, что облучение в использованных дозах
вызвало нарушения функции именно передне-
мозговых структур, что находит подтверждение в
литературе [23]. 
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Influence of Ionizing Radiation on Audiogenic Seizure Pronones and Behavior 
in Krushinsky–Molodkina Rats 

 I.I. Poletaeva*, O.V. Perepelkina*, G.M. Nikolaev*, N.A. Ogienko*, I.B. Fedotova*,
M.G. Pleskacheva*, I.V. Koshlan**, ***, Yu.V. Bogdanova**, N.A. Koshlan**,

G.V. Pavlova****, and A.V. Revishchin****

*Biology Department of the Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

**Joint Institute of Nuclear Research, ul. Jolio Curie 6, Dubna, Moscow Region, 141982 Russia

***Dubna State University, Universitetskaya ul. 19, Dubna, Moscow Region, 141982 Russia

****Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 34/5, Moscow, 119334 Russia

We have studied the effects of whole body gamma-radiation (4 Gy, dose rate 0.6 Gy/min) and  proton beam 
head  irradiation (with an energy of 150 MeV, 4 Gy, dose rate 0.8 Gy/min) on the intensity and timing of 
audiogenic seizures in rats of Krushinsky–Molodkina selected strain. In experiments using gamma rays the 
rat behavior had been tested in the open field, elevated plus maze and Morris water maze. No changes in 
audiogenic tonic-clonic seizures (originating in the brain stem) were found during the first exposure to 
sound after gamma-irradiation. The slower development of seizures and larger latency of tonic seizure 
phase have been found following serial daily exposure to sound in rats after proton irradiation. It was also 
noted that audiogenic myoclonic seizures (which developed in the forebrain) in irradiated rats exposed daily 
to sound had shorter duration, while the intensity of these seizures was maximal in all groups. The 
behavioral tests reveal the moderate increase of the animal anxiety after radiation exposure.

Keywords: gamma irradiation, proton beam irradiation, audiogenic epilepsy, locomotion, freezing reaction, Kru-
shinsky-Molodkina rat strain
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Подтверждены высокие органопротективные свойства газовой смеси на основе монооксида
углерода СО и кислорода при пролонгированной 24-часовой гипотермической консервации сердца
при 4°С. Показано, что консервация под давлением 6 атм смеси СО и О2 обеспечивает эффективное
восстановление сократительной активности изолированного сердца крысы после 24-часового
хранения. Продолжительность работы сердца на стенде после реперфузии не отличалась от
интактного контроля, зоны поврежденного миокарда при окрашивании трифенилтетразолием
хлоридом отсутствовали. Исследование сократительной активности папиллярных мышц сердца в
ответ на электрическую стимуляцию показало высокую функциональную сохранность ткани. В
опытной группе зависимость «частота–сила», выраженность эффекта потенциации паузой и ответ
на стимуляцию изопротеренолом в целом соответствовали нормальному миокарду крысы. Впервые
газовая консервация успешно использована для сердца барана, по размерам и массе сравнимому с
сердцем человека. Во всех экспериментах в опытной группе сокращения сердца самопроизвольно
восстановились после начала перфузии. Результаты гистологического анализа не показали
значительных различий в сердцах барана контрольной и опытной групп. Миокард опытной группы
сохранял нормальную структуру ткани. Достигнутый срок консервации 24 ч в четыре раза
превышает максимально разрешенные сроки стандартной холодовой консервации в
консервирующих растворах. Полученные результаты на модели сердца крупного лабораторного
животного подтверждают перспективность предлагаемого подхода для пролонгации хранения
сердца человека.

Ключевые слова: монооксид углерода, кислород, газ, орган, трансплантация, хранение, сердце, крыса,
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Несмотря на достижения в области фармако-
терапии различных заболеваний, трансплантация
органа (почка, печень, сердце, легкие, поджелу-
дочная железа) остается для ряда больных един-
ственным методом лечения, существенно улуч-
шающим качество и продолжительность жизни.
Ежегодно в мире выполняется около 140000
трансплантаций [1], из них в России – порядка
2200 трансплантаций [2]. При этом количество
пациентов, ожидающих операции, как в России,
так и в мире в четыре-пять раз превышает количе-
ство проводимых операций. Ограничения на чис-

ло трансплантаций накладывают как общая не-
хватка органов из-за отсутствия доноров, так и
малая длительность хранения трансплантатов,
ограничивающая их транспортировку. Использу-
емый в клинической практике метод сохранения
донорских органов, предназначенных для транс-
плантации человеку – статическая холодовая
консервация [3], которая не позволяет обеспе-
чить их жизнеспособность и нормальную, про-
гнозируемую начальную функцию трансплантата
при сроках консервации более 24 ч для почки,
12 ч – для печени и 6 ч – для сердца [4]. При таких
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сроках хранения, особенно в отношении сердца,
крайне затруднена логистика, в результате чего
становится невозможным осуществлять забор ор-
гана в городах, удаленных от медицинских кли-
ник, в которой осуществляется трансплантация.
По этой причине значительная часть и так огра-
ниченного донорского ресурса просто теряется. 

В рамках работы по поиску новых научных
подходов к длительному хранению органов наше
внимание привлекли тканевые газовые мессен-
джеры, такие как оксид азота (NO), сероводород
(H2S) и монооксид углерода (CO). Данные моле-
кулы обладают высокой реакционной способно-
стью, играют важную роль в регуляции различ-
ных физиологических и патологических реакций
и способны влиять на метаболизм как при физио-
логической температуре, так и при гипотермии.
Кроме того, они легко проникают через клеточ-
ные мембраны и обладают высокой скоростью
диффузии в тканях, а значит, будут легко прони-
кать в ткани трансплантата и легко удаляться из
них без специальных процедур.

Среди газовых мессенджеров наиболее пер-
спективным представляется монооксид углерода
(СО). В литературе имеются данные об органо-
протекторных свойствах этого газа при тепловой
и холодовой ишемии и об уменьшении негатив-
ных последствий ишемии/реперфузии [5–9]. В
отдельных работах приводятся данные о двух-
трехкратном улучшении физиологических пока-
зателей сердечного и почечного трансплантата,
подвергшихся обработки монооксидом углерода
по сравнению с контролем [10, 11]. В то же время
информация о влиянии этого газа достаточно
противоречива, что объясняется большими вари-
ациями условий экспериментов. Так, в разных
исследованиях используются концентрации СО
от десятков миллионных долей до повышенных
значений, обеспечиваемых давлением в 3–4 атм,
различаются стадии воздействия (непосредствен-
но перед извлечением органа, во время отключе-
ния кровотока или на стадии реперфузии in vivo
или ex vivo), также варьирует форма введения СО
(ингаляция, насыщение перфузионного раствора
газом, помещение органа в атмосферу газа, введе-
ние в раствор хранения либо в кровоток препара-
тов-доноров СО). В серии недавних работ [12, 13]
показана высокая сохранность трансплантатов
сердца и задней конечности крысы при (24+)-ча-
совой холодовой консервации под давлением
смеси монооксида углерода и кислорода. 

Нами ранее была произведена оценка опти-
мальной формы воздействия монооксидом угле-
рода на ткани сердца при гипотермической кон-
сервации, а также исследованы возможные
варианты конструкции аппаратной базы, необхо-
димой для внедрения данного подхода в биоме-
дицинскую практику [14]. Целями настоящей ра-

боты стало подтверждение высоких органопро-
тективных свойств газовой смеси на основе
монооксида углерода при гипотермической кон-
сервации на простых биологических моделях па-
пиллярной мышцы и изолированного сердца
крысы, а также исследование возможности мас-
штабирования подхода газовой консервации с
переходом от миокарда крысы массой 1.0–1.5 г к
сердцу крупных лабораторных животных, сопо-
ставимому по размеру и массе с сердцем человека
(220–300 г). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Исследование выполнено на сам-
цах крыс линии Wistar массой 250 ± 20 г (n = 40) и
самцах баранов романовской породы массой
33 ± 4 кг (n = 9), полученных из вивария
ИБК РАН.

Исследование папиллярной мышцы сердца кры-
сы. В исследование были включены две группы
животных. В контрольной группе «К» (n = 5) крыс
наркотизировали, выделяли сердце, выделяли
папиллярную мышцу и помещали ее в установку
для изучения сократительной активности в ответ
на электростимуляцию. В опытной группе (груп-
па «СО», n = 5) крыс наркотизировали, выделяли
сердце, осуществляли консервацию и хранение
сердца под давлением CО при 4°С в течение 24 ч,
выделяли папиллярную мышцу и помещали ее в
установку для изучения сократительной активно-
сти в ответ на электростимуляцию. 

Оценка сохранности изолированного сердца
крысы. 

Оценка максимальной продолжительности ра-
боты сердца крысы на перфузионном стенде. В ис-
следование были включены три группы живот-
ных. В контрольной группе «К» (n = 5) крыс нар-
котизировали, выделяли сердце, помещали
сердце на стенд и реперфузировали оксигениро-
ванным раствором Тироде, содержащим антиок-
сидант пероксиредоксин-6 (далее раствором Ти-
роде), при 37°С до полной остановки сокращений
с целью фиксировать максимальное время рабо-
ты. В опытной группе «КСЛ» (n = 5) крыс нарко-
тизировали, выделяли сердце, осуществляли ста-
тическую холодовую консервацию в растворе
препарата «Кустодиол» (Др. Франц Кёлер Хеми
ГмбХ, Германия) и хранение сердца при 4°С в те-
чение 24 ч, помещали сердце на стенд и реперфу-
зировали раствором Тироде при 37°С в течение
3+ ч. В опытной группе «СО» (n = 5) крыс нарко-
тизировали, выделяли сердце, осуществляли кон-
сервацию и хранение сердца под давлением газо-
вой смеси при 4°С в течение 24 ч, помещали серд-
це на стенд и реперфузировали раствором Тироде
при 37°С до полной остановки сокращений. Ста-
дию помещения на стенд и перфузии сердца для
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всех трех групп проводили одновременно в па-
раллельных экспериментах. 

Оценка инфарктной зоны. В исследование были
включены три группы животных: «К» (n = 5),
«КСЛ» (n = 5) и «СО» (n = 5). Эксперименты про-
водили, как описано в предыдущем разделе, за
исключением того, что через 15 мин после начала
перфузии раствором Тироде сердца снимали со
стендов, готовили срезы и проводили их
окрашивание на наличие инфарктных зон.

Оценка сохранности изолированного сердца ба-
рана. В исследование были включены две группы
животных. В контрольной группе «К» (n = 4) ба-
ранов наркотизировали, выделяли сердце, поме-
щали сердце на стенд и реперфузировали раство-
ром Тироде, через 5–15 мин работы на стенде ре-
троградной перфузии сердце снимали и
разрезали на сегменты, часть препаратов фикси-
ровали в 10%-м формалине для последующего ги-
стологического анализа, часть препаратов окра-
шивали на инфарктные зоны. В опытной группе
СО (n = 5) баранов наркотизировали, выделяли
сердце, осуществляли консервацию и хранение
сердца под давлением газовой смеси при 4°С в те-
чение 24 ч, затем помещали сердце на стенд и ре-
перфузировали раствором Тироде. Далее прово-
дили забор материала как для контрольной груп-
пы «К». 

Исследование электрической сократимости па-
пиллярной мышцы сердца крысы. После выделе-
ния сердца (группа «К») либо после гипотермиче-
ского хранения (группа «СО») без предвари-
тельного отогрева хирургически выделяли
папиллярную мышцу с сухожилием и прилегаю-
щим фрагментом стенки желудочка. Мышцу за
сухожильную часть прикрепляли к механотрону
6Х-2М (Россия), исследование проводили с по-
мощью автоматизированной установки на основе
персонального компьютера и плат АЦП–ЦАП
собственного производства. Препарат перфузи-
ровали раствором Тироде (36°С) с помощью пе-
ристальтического насоса со скоростью 2 мл/мин.
Раствор Тироде оксигенировали смесью О2 (95%)
и СО2 (5%). Стационарную зависимость «часто-
та–сила» изучали в интервале частот от 0.003 до
3 Гц. Эффект потенциации паузой исследовали
на фоне частоты стимуляции 1 Гц. Для анализа
функционального ответа папиллярной мышцы
на адренергическую стимуляцию вводили препа-
рат изопротеренол в концентрации 1 мкМ. Ис-
следование проводили в течение 3+ часов.

Наркотизация животных, выделение сердца и
подготовка к консервации. Наркотизацию крысы
осуществляли смесью, состоящей из 20 мкл пре-
парата «Золетил 100» и 80 мкл препарата «Ксила».
После достижения наркоза проводили продоль-
ную срединную лапаротомию, далее в нижнюю
полую вену вводили раствор гепарина объемом

1 мл из расчета 50 МЕ/мл. Спустя 5 мин проводи-
ли продольную срединную стернотомию, осто-
рожно разводили ребра и вырезали сердце с ча-
стью аорты длиной не менее 1 см. Сердце поме-
щали в охлажденный до 4°С раствор Тироде,
вводили в аорту канюлю и фиксировали ее лига-
турой. 

Далее промывали сердце раствором Тироде
(36°С) на модифицированной двухконтурной
установке перфузии по Лангендорфу с двумя под-
ключенными термостатами MiniStat 230 (Huber,
Германия) и двумя перистальтическими насоса-
ми LongerPump BT100-2J (Китай). После отмыв-
ки сердца от крови проводили переключение пер-
фузии с теплового контура на холодовой, подво-
дили термостатирующую рубашку и в течение
5 мин перфузировали сердце консервирующим
раствором «Евро-Коллинз» (4°С) с добавлением
антибиотика цефтриаксона (0.1 мг/мл). По до-
стижении состояния кардиоплегии сердце сни-
мали вместе с канюлей с установки и помещали в
охлажденную до 4°С камеру. 

Наркотизацию баранов проводили в два этапа.
Внутримышечно вводили препарат «Ксила» из
расчета 0.015 мл на 1 кг массы. Спустя 10 мин по-
сле наступления выраженного седативного эф-
фекта внутримышечно вводили препарат «Золе-
тил 100» из расчета 15 мг на 1 кг массы (во время
операции могли дополнительно вводить препарат
«Золетил» для поддержания анестезии). Наркоти-
зированное животное фиксировали на операци-
онном столе в положении на спине. Проводили
интубацию трахеи с последующим подключени-
ем животного к аппарату искусственной вентиля-
ции легких. Проводили полную продольную сре-
динную стернотомию. Выделяли основные сосу-
ды сердца (верхнюю и нижнюю полые вены,
аорту и легочный ствол). Под полые вены подво-
дили нить (шовный материал 3/0, 2/0) через ма-
гистральную силиконовую трубку, концы нити
выводили из грудной полости. На нижнюю по-
лую вену накладывали Z-образный шов и вводи-
ли гепарин из расчета 300 ME на кг массы тела.
После удаления иглы шов затягивали. В аорту
вводили кардиоплегическую канюлю, дистальнее
сердца накладывали сосудистый зажим на аорту.
Затягивали лигатуры на полых венах и подавали
холодный (4°С) раствор «Евро-Коллинз» с добав-
лением антибиотика цефтриаксона (0.1 мг/мл) до
полной остановки сердечных сокращений (300–
400 мл/мин), сердце дополнительно обкладывали
льдом. После остановки сердца накладывали со-
судистый зажим на нижнюю полую вену дисталь-
нее лигатуры, сердце деликатными ножницами
выделяли из грудной полости, пересекали полые
вены, аорту, легочный ствол и легочные вены.
Сердце помещали в чашу с холодным раствором
«Евро-Коллинз». В аорту вводили канюлю и на-
кладывали кисет (шовный материал 4/0), далее



ОЦЕНКА СОХРАННОСТИ МИОКАРДА КРЫСЫ 783

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

орган помещали на марлевый столик в охлажден-
ную до 4°С камеру. 

В дальнейшем после выделения сердца (см.
раздел «Результаты») в аорту и легочный ствол до-
полнительно вводили стенты для фиксации
клапанов в открытом состоянии, из полостей
сердца сливали раствор хранения для лучшего на-
сыщения газовой смесью. Затем в аорту вводили
канюлю и накладывали кисет, далее орган поме-
щали на марлевый столик в охлажденную до 4°С
камеру. 

Консервация сердца. Камеры – малую для
сердца крысы на основе химического реактора
Vivor (Premex, Швейцария) (материал – сталь)
или большую для сердца барана собственного из-
готовления (материал – пластик) (рис. 1) – пред-
варительно охлаждали до температуры 4°С. С це-
лью поддержания влажности в камере во время
консервации на дно наливали дистиллированную
воду до уровня в 1 см. После выделения сердца и
помещения его в камеру (сердце крысы подвеши-
вали в камере за канюлю вставленную в аорту;
сердце барана помещали на марлевый столик)
проводили продувку газовой рабочей смесью, с
целью вытеснения воздуха из камеры. Все работы
с газом выполняли под тягой. Далее плотно за-

винчивали крышку и нагнетали газовую смесь,
состоящую из монооксида углерода и кислорода в
соотношении 4 : 3 при итоговом давлении в каме-
ре 6 атм (избыточное давление) (см. рис. 1). Далее
камеру помещали на хранение в емкость, напол-
ненную водой, охлажденной до 4°С для стабили-
зации температуры, и помещали в холодильник с
температурой 4°С. После 24 ч камеру извлекали
из холодильника и проводили дегазацию, плавно
в ручном режиме сбрасывая давление в течение
15 мин до атмосферного. 

Реперфузия сердца лабораторных животных.
Сердце крысы после гипотермического хранения
подключали к установке ретроградной перфузии
по Лангендорфу. Затем промывали препаратом
«Кустодиол» в течение 5 мин при 4°С со скоро-
стью 6–8 мл/мин, далее переключали перфузию
на тепловой контур с раствором Тироде (37°С) с
пероксиредоксином-6 в концентрации 0.1 мг/мл.
Перфузию проводили со скоростью 8 ± 2 мл/мин.
Раствор Тироде оксигенировали смесью О2 (95%)
и СО2 (5%).

Реперфузию сердца баранов осуществляли на
марлевом столике путем подключения к аорте
сердечно-легочного насоса от аппарата искус-
ственного кровообращения Stockert (Германия).

Рис. 1. Схематичное изображение камер для гипотермического хранения сердца крыс и баранов.
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Вначале сердце промывали 800 мл раствора «Ку-
стодиола» при 4°С со скоростью 200 мл/мин. Да-
лее сердце перфузировали в течение 5–15 мин
раствором Тироде (37°С) со скоростью 300–
400 мл/мин с добавлением в первые минуты
пероксиредоксина-6 (0.1 мг/мл). Раствор Тироде
оксигенировали смесью О2 (95%) и СО2 (5%). 

Анализ инфарктной зоны сердца. После репер-
фузии в течение 5–15 мин сердца разрезали с по-
лучением срезов толщиной 2 мм. Полученные
срезы выдерживали в 1%-м растворе хлорида три-
фенилтетразолия в фосфатном буфере при 37°С в
течение 20 мин. Размер инфаркта измеряли с ис-
пользованием программного обеспечения ImageJ
и выражали в процентах от общей площади ис-
следуемого образца.

Гистологический анализ. Сердце барана фик-
сировали в растворе 10%-го формалина в течение
24 ч. Далее проводили стандартную проводку ма-
териала с последующим заключением в парафи-
новые блоки. Полученные на микротоме срезы
окрашивали гематоксилином и эозином и три-
хромом по Массону. Далее проводили микроско-
пическое исследование полученных препаратов
при увеличении ×400. 

Статистическая обработка. Значения представ-
лены как среднее ± стандартное отклонение. Зна-
чимость различий определяли с использованием
t-критерия Стьюдента. Значения с p < 0.05 счита-
лись статистически значимыми. Обработку ре-
зультатов производили с использованием про-
граммного обеспечения SigmaPlot 12.5. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сократимость папиллярной мышцы сердца кры-
сы после 24-часовой гипотермической консервации
под давлением газовой смеси на основе монооксида
углерода. Общее время работы с периодом адапта-
ции папиллярной мышцы в контроле и в опыте не
отличалось, составив 3.5 ± 0.3 ч. Уровень сокра-
тимости в контрольной и опытной группах укла-
дывался в нормальное распределение силы со-
кращения у экспериментальных животных (1.0–
3.0 мН). В опытной группе «СО» в интервале от
низких до средних частот зависимость «частота–
сила» сохраняла отрицательную направленность,
что характерно для нормального миокарда крысы
(рис. 2). Также в опыте отмечали наличие выра-
женного эффекта потенциации паузой (рис. 2г),
соответствующее контролю. В области высоких
частот (1–3 Гц) регистрировали менее выражен-
ный либо вовсе отсутствующий по сравнению с
контролем прирост силы сокращения. При сти-
муляции изопротеренолом в группе «СО» отмеча-
ли положительный инотропный эффект на введе-
ние препарата (рис. 3). Не отмечено значимого
различия показателей прироста силы сокраще-

ния между группами «К» (1.8 ± 0.3 отн. ед.) и «CO»
(1.4 ± 0.2 отн. ед.) в ответ на введение бета-миме-
тика. 

Оценка сохранности изолированного сердца
крысы после 24-часовой гипотермической консер-
вации под давлением газовой смеси на основе моно-
оксида углерода. Был проведен анализ трех экспе-
риментальных групп (рис. 4а) – группы «К» с ну-
левым временем хранения, группы «КСЛ» с
временем хранения 24 ч при температуре 4°С в
стандартном для трансплантологической практи-
ки консервирующем растворе «Кустодиол» и
группы «СО» с временем хранения 24 ч при тем-
пературе 4°С под давлением газовой смеси на ос-
нове монооксида углерода. Общее время работы
сердца после помещения на стенд и проведения
ретроградной перфузии оксигенированным рас-
твором Тироде в группах «К» и «СО» значимо не
различалось, составив 195.3 ± 7.9 мин и 177.0 ±
14.8 мин соответственно (рис. 4в). В обеих груп-
пах функциональная активность изолированного
сердца постепенно и практически синхронно
снижалась во времени: после одного часа работы
наступала остановка желудочков, после трех ча-
сов – предсердий. В группе «КСЛ» не удалось за-
регистрировать возникновение функциональной
активности после разогрева на этапе помещения
на перфузионный стенд после гипотермической
консервации. Ткань сердца визуально была более
темной по сравнению с контролем. Анализ ин-
фарктных зон миокарда с помощью окрашивания
трифенилтетразолием хлоридом (рис. 4б) через
15 мин после реперфузии в группах «К» и «CO»
практически не выявил пораженных участков.
Кроме того, не было отмечено значимой разницы
между обеими группами (группа «К» – 3.0 ± 1.3%,
группа «СО» – 3.8 ± 1.5%). Напротив, в группе
«КСЛ» регистрировали обширные инфарктные
зоны, составившие 76.8 ± 8.3% от площади окра-
шивания. 

Оценка сохранности изолированного сердца
барана после 24-часовой гипотермической консер-
вации под давлением газовой смеси на основе моно-
оксида углерода. Предварительная оценка про-
должительности работы контрольного изолиро-
ванного сердца барана на перфузионном стенде
выявила, что используемые условия (в отсутствие
возможности адекватной перфузии донорской
кровью) не позволяют обеспечить длительную и
стабильную работу сердца. Продолжительность
сокращений контрольных сердец составила от
10 мин до получаса. В этой связи в качестве ос-
новного метода оценки сохранности изолирован-
ного сердца барана после гипотермической кон-
сервации под давлением газовой смеси был вы-
бран гистологический анализ с взятием образцов
через 5–15 мин после возобновления сокращений
на этапе реперфузии после консервации. Возоб-
новление сокращений сердца в группе СО реги-
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стрировали во всех пяти опытных экспериментах.
В первом эксперименте в группе СО на секции
было визуально выявлено затемнение миокарда в
области межжелудочковой перегородки. Оценка
инфарктной зоны срезов миокарда методом
окрашивания трифенилтетразолием хлоридом
выявила обширные инфарктные зоны (рис. 5д) в
области межжелудочковой перегородки по срав-
нению с наружными участками ткани. В этой свя-
зи методика консервации была модифицирована
с введением в полость сердца стентов, препят-
ствующих смыканию створок аортального и ле-
гочного клапанов для облегчения доступа газовой
смеси в полость сердца. После модификации ме-
тодики консервации инфарктные зоны в области
межжелудочковой перегородки практически не
выявлялись (рис. 5е). 

Анализ с помощью световой микроскопии по-
казал, что миокард как контрольной, так и опыт-
ной групп сохранял нормальную структуру ткани,
было достаточно трудно найти различия между
ними (рис. 5а–г). Наиболее выраженной патоло-
гией в группе «СО» являлись умеренный очаго-

вый отек интерстиция и, в меньшей степени, пе-
риваскулярный отек (рис. 5в,г). Среди других на-
рушений были отмечены легкая степень склероза
эпикарда, белковая дистрофия кардиомиоцитов
от легкой до умеренной степени выраженности,
под эндокардом и в глубине миокарда – отдель-
ные группы кардиомиоцитов в состоянии бал-
лонной дистрофии. В целом состояние миокарда
опытной группы характеризовалось как «умерен-
ные ишемически-реперфузионные повреждения
трансплантата сердца без каких-либо необрати-
мых нарушений». 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании для подтвержде-
ния высоких органопротективных свойств газо-
вой смеси монооксида углерода и кислорода мы
исследовали особенности зависимости силы со-
кращения от частоты стимуляции папиллярной
мышцы сердца крысы. Сохранение сократимости
на низких частотах и наличие выраженного эф-
фекта потенциации паузой (резкий начальный

Рис. 2. (а) и (б) –Зависимости силы сокращения от частоты стимуляции в папиллярных мышцах сердца крысы
соответственно в контрольной и опытной (после 24-часовой консервации при температуре 4°С под давлением газовой
смеси с монооксидом углерода, n = 5) группах; по оси абсцисс – частота стимуляции, по оси ординат – сила
стационарного изометрического сокращения в отн.ед. по отношению к силе сокращения на частоте стимуляции
0.1 Гц, принимаемой за единицу; данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение. (в) и (г) –
Репрезентативные записи сокращения папиллярных мышц соответственно в контроле и опыте при частоте
стимуляции 1 Гц, демонстрирующие наличие выраженного эффекта потенциации паузой в обеих группах.
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Рис. 3. Сравнительный анализ функционального ответа папиллярной мышцы сердца крысы на адренергическую
стимуляцию изопротеренолом в контроле (ν = 5) и после 24-часовой консервации при температуре 4°С под давлением
газовой смеси с монооксидом углерода (n = 5). (а) – Гистограмма прироста силы сокращения в контрольной и
опытной группах; по оси ординат – сила стационарного изометрического сокращения в отн.ед. по отношению к силе
сокращения на частоте стимуляции 0.3 Гц, принимаемой за единицу; данные представлены как средние значения ±
стандартное отклонение. (б) и (в) – Репрезентативные записи прироста силы сокращения папиллярных мышц
соответственно в контроле и опыте.

 

всплеск уровня сокращения после пауз в электри-
ческой стимуляции) в опыте соответствовали
контролю, что свидетельствует о сохранении
кальцийаккумулирующей  способности  сар-
коплазматического ретикулума. Выраженный
положительный инотропный эффект, наблюдав-
шийся в ответ на введение бета-миметика изо-
протеренола, свидетельствует о сохранении нор-
мальной адренергической регуляции миокарда. В
области высоких частот (1–3 Гц) в опыте отсут-
ствовала положительная ветвь зависимости «ча-
стота–сила», что может говорить о блокировании
частотно-зависимой активации кальциевого тока
L-типа. Однако окончательно вывод о данном
нарушении можно будет сделать только при уве-
личении выборки. В целом продолжительность
работы мышцы, характер зависимости «частота–
сила», близкий к показателям интактного мио-
карда? и сохранение способности к ответу на сти-
муляцию изопротеренолом свидетельствуют о
высокой функциональной сохранности миокарда
после пролонгированной консервации под давле-
нием газовой смеси. 

Биологическая модель папиллярной мышцы
может быть использована для исследования меха-
низма органопротективного действия высоких
(до 0.1 мл газа на 1 мл воды при используемом
давлении) концентраций монооксида углерода,
который в настоящее время остается неясным. В
качестве отправной гипотезы мы предполагаем,
что СО связывается с гемсодержащими белками
митохондрий, блокируя энергетическую систему
кардиомиоцитов и, таким образом, останавливая
метаболизм в клетках. 

Сравнительный анализ продолжительности
сократительной работы нативного изолирован-
ного сердца крысы, сердца после 24-часового
хранения в консервирующем растворе «Кусто-
диола» и сердца после 24-часового хранения в га-
зовой смеси наглядно (во всех пяти экспери-
ментах реперфузия образцов из трех групп
проводилась одновременно) продемонстрировал
практически идентичную функциональную со-
стоятельность сердец из групп интактного кон-
троля и «СО». С нашей точки зрения это говорит
об исключительном уровне сохранности ткани
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сердца в группе «СО», несмотря на в три-четыре
раза более высокую длительность хранения по
сравнению со стандартно используемыми в
трансплантологической практике консервирую-
щими растворами. 

Следует также отметить, что длительная – до
трех и более часов – продолжительность работы
сердца на стенде как в контрольной, так и в опыт-
ных группах была связана в том числе с
использованием в перфузионном растворе при-
родного антиоксиданта пероксиредоксина-6,
обеспечивающего снижение ишемически-репер-
фузионных повреждений [15]. Ни одно сердце
после 24-часового хранения в консервирующем

растворе «Кустодиола» восстановить не удалось.
По данным регистровых исследований и отчетов
национальных служб донорства и транспланта-
ции органов на сегодняшний день раствор гисти-
дина-триптофана-кетоглутарата (HTK, «Кусто-
диол», Германия) наряду с раствором Универси-
тета Висконсина (США) являются двумя
главными растворами (> 90% всех случаев транс-
плантаций органов), используемыми в мире для
статической холодовой консервации. Сравнение
результатов трансплантаций, выполненных с ис-
пользованием этих консервирующих растворов, в
течение многих лет является темой научных ис-
следований и публикаций. При этом достоверных

Рис. 4. Функциональная оценка изолированного сердца крысы после 24-часовой гипотермической консервации в
консервирующем растворе «Кустодиола» и под давлением газовой смеси с монооксидом углерода по сравнению с
интактным контролем. (а) – Репрезентативная обработанная фотография эксперимента; (б) – оценка инфарктной
зоны срезов миокарда после 15 мин ретроградной перфузии методом окрашивания трифенилтетразолием хлоридом 
(n= 5); (в) – общая продолжительность работы сердца от момента реперфузии до остановки сокращения предсердий
(n = 5). Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение.
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и клинически значимых преимуществ какого-ли-
бо одного консервирующего раствора на сего-
дняшний день не выявлено [16–18]. 

В России для гипотермического хранения ор-
ганов преимущественно используется «Кусто-
диол». Нулевые результаты, полученные при его
использовании в условиях 24-часовой консерва-
ции, были ожидаемы с учетом того, что данный

срок в разы превышает допустимые для «Кусто-
диола» сроки холодовой ишемии сердца (4–6 ч).
В то же время эти результаты подчеркивают пре-
имущество газовой консервации. 

Одной из главных целей исследования явля-
лось изучение возможности масштабирования
подхода газовой консервации с переходом от
миокарда крысы массой 1.0–1.5 г к сердцу круп-

Рис. 5. (а)–(г) – Световая микроскопия срезов сердца барана после 24-часовой гипотермической консервации под
давлением газовой смеси с монооксидом углерода: окрашивание гематоксилином и эозином сердца в контрольной (а)
и опытной (в) группах, окрашивание трихромом по Массону в контрольной (б) и опытной (г) группах, размер каждого
снимка составляет 750 мкм в ширину; (д) – оценка инфарктной зоны срезов миокарда левого желудочка и
межжелудочковой перегородки в группе «СО» в эксперименте № 1; (е) – оценка инфарктной зоны срезов миокарда
левого желудочка и межжелудочковой перегородки в группе «СО» в экспериментах № 2–5 (n = 4); данные
представлены как средние значения ± стандартное отклонение.
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ных лабораторных животных, сопоставимому по
размеру и массе с сердцем человека (220–300 г)
для того чтобы оценить перспективы использова-
ния СО в клинической практике. Было неочевид-
ным, окажется ли достаточно используемых ре-
жимов газовой консервации для адекватного на-
сыщения и защиты тканей миокарда при резком,
на два порядка, увеличении массо-объемных ха-
рактеристик органа. 

В качестве тест-объекта было выбрано сердце
барана (вес животных 30–40 кг), имеющее массу
140–160 г, что сопоставимо с массой сердца чело-
века. Первый эксперимент выявил недостаточ-
ность насыщения газом внутренних областей
сердца, что было подтверждено анализом ин-
фарктных зон срезов межжелудочковой перего-
родки методом окрашивания трифенилтетразо-
лием хлоридом. Однако путем изменения усло-
вий консервации с раскрытием просветов
аортального и легочного клапанов эту проблему
удалось решить, и в последующих экспериментах
инфарктные зоны во внутренних отделах сердца
барана не выявлялись. Во всех пяти эксперимен-
тах в опытной группе сокращения сердца само-
произвольно восстанавливались после начала
перфузии. Результаты гистологического анализа
не показали значительных различий в сердцах ба-
рана контрольной и опытной групп. Миокард
обеих групп сохранял нормальную структуру тка-
ни и характеризовался как умеренные ишемиче-
ски-реперфузионные повреждения транспланта-
та сердца. 

Полученные результаты подтверждают пер-
спективность использования газовой консерва-
ции с монооксидом углерода для консервации
сердца крупных животных, а в дальнейшем и че-
ловека. Насколько нам известно, настоящее ис-
следование является первым, подтверждающим
данный факт на модели сердца лабораторного
животного, чьи размеры и масса сопоставимы с
таковыми у человека. 

Рассматривая возможности использования га-
зовых смесей на основе СО для консервации ор-
ганов, необходимо затронуть вопросы безопасно-
сти их применения. CO – газ без цвета и запаха,
который проявляет токсичность, связываясь с ге-
моглобином крови с образованием карбоксиге-
моглобина и предотвращая доставку кислорода в
ткани. Он является одним из ключевых поражаю-
щих факторов при пожарах. В наших экспери-
ментах пересаживаемый орган предварительно
отмывали от крови консервирующими раствора-
ми, поэтому такой путь реализации токсического
эффекта не затрагивался. Вместе с тем в дальней-
шем необходимо будет подтвердить на модели
крупных лабораторных животных, что после де-
газации системы в тканях не остается остаточных

количеств газа, которые могли бы вызвать токси-
ческие эффекты после реперфузии. 

В работе [12] был исследован уровень карбок-
сигемоглобина в крови крыс, которым была осу-
ществлена гетеротопическая пересадка сердца,
подвергнутого гипотермическому хранению под
давлением СО; было показано отсутствие значи-
мых различий в уровне карбоксигемоглобина в
опытной и контрольной группах. В наших экспе-
риментах для контроля возможных утечек газа
использовали бытовые датчики СО. Анализ воз-
можных сценариев разгерметизации камеры по-
казывает, что с учетом используемых объемов
газовой смеси такая разгерметизация не приведет
к повышению уровня СО свыше предельно допу-
стимой концентрации в рабочих помещениях

площадью более 5 м2. 

Как показано в нашем исследовании, резуль-
таты консервации сердца под давлением газовой
смеси, содержащей монооксид углерода, суще-
ственно превосходят по максимальному времени
консервации наиболее распространенный способ
хранения в консервирующих растворах при тем-
пературе 4°С. Сегодня в мире активно разрабаты-
вается еще один подход к хранению донорских
органов, основанный на нормотермической пер-
фузии оксигенированной донорской кровью, а
также использовании систем активного поддер-
жания температуры и мониторинга физиологиче-
ского состояния органа. Многие из предложен-
ных сегодня перфузионных комплексов пред-
ставляют собой модернизированные аппараты
экстракорпоральной мембранной оксигенации
или искусственного кровообращения. Ряд экспе-
риментальных и клинических исследований по-
казал улучшение функции органов и исходов
трансплантации при использовании таких
машин. 

Среди продуктов, которые находятся на завер-
шающих стадиях клинических исследований,
можно отметить систему Organox Metra (Organox,
Великобритания) для консервации печени [19] и
комплексы OCS Heart [20], OCS Liver [21], OCS
Lung [22] для консервации сердца, печени и лег-
ких соответственно (Transmedics, США). Опи-
санные эффекты включают в себя продление вре-
мени консервации до 30% без увеличения часто-
ты плохой начальной функции трансплантата.
Так, средняя продолжительность перфузии 75 из
93 пересаженных сердец при исследовании ком-
плекса OCS Heart составила 6.35 ч [20]. Общими
недостатками комплексных перфузионных си-
стем являются сложная конструкция, большие
габариты, низкая энергетическая автономность,
высокая стоимость как основного аппарата
(~15 млн руб. [23]), так и расходных материалов
(~2,5 млн руб. на одну операцию), что ограничи-
вает использование данных устройств. Развитие
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ФЕСЕНКО (мл.) и др.

подхода газовой консервации может предоста-
вить новый метод хранения и транспортировки
донорского органа, сопоставимый по стоимости с
классической статической холодовой консерва-
цией, но при этом существенно более эффектив-
ный. 

В нашем исследовании мы использовали газо-
вую смесь, в которую помимо монооксида угле-
рода входит кислород. Общее давление газовой
смеси составляло 6 атм при соотношении СО : О2,
равном 4 : 3. Использование кислорода как фак-
тора, снижающего ишемически-реперфузион-
ные повреждения сердца, имеет длительную ис-
торию. Так, с начала 1960-х гг. разрабатывается
метод консервации донорского сердца ex vivo, за-
ключающийся в нагнетании в коронарное русло
увлажненного газообразного кислорода (персуф-
ляция кислородом) [24]. Обоснование метода
персуфляции состоит в обеспечении адекватной
доставки кислорода в миокард во время транс-
портировки для снижения гипоксии. Показано,
что антеградная кислородная персуфляция до-
норского сердца свиньи обеспечивает лучшее
функциональное восстановление после орто- и
гетеротопической трансплантации, чем холодо-
вая консервация [25]. Поскольку использование
каждого газа в отдельности не приводило к вос-
становлению сократимости сердца крысы после
24-часовой консервации (данные не приведены),
мы подтвердили более ранние гипотезы о том, что
оба газа необходимы для снижения патологиче-
ских процессов в миокарде. Оптимизация состава
смеси, соотношения используемых газов, давле-
ния, а также разработка автоматизированного
комплекса хранения являются предметом наших
дальнейших исследований. Для окончательного
подтверждения эффективности и безопасности
газовой консервации для хранения органов необ-
ходимы исследования с использованием биоло-
гических моделей орто- и гетеротопической пере-
садки на крупных лабораторных животных (бара-
ны, свиньи и др.).
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Evaluation of Preservation of Rat Myocardium and Isolated Sheep Heart Following 
Prolonged (24 Hour) Hypothermic Preservation after Exposure to a Gaseous Mixture 

Composed of Carbon Monoxide and Oxygen

 E.Е. Fesenko (Jr.)*, E.L. Gagarinsky*, A.S. Averin*, N.V. Grudinin**, A.E. Gurin*, N.V. Shishova*, 
N.E. Shvirst*, M.V. Goltyaev*, and A.L. Kovtun***

*Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Shumakov Federal Scientific Center of Transplantology and Artificial Organs,
Shukinskaya ul. 1, Moscow, 123182 Russia 

***Foundation for Advanced Research, Berezhkovskaya nab. 22/3, Moscow, 121059 Russia 

High organoprotective properties of a gaseous mixture of carbon monoxide (CO) and oxygen (O2) were prov-
en after prolonged (24 hour) hypothermic preservation of papillary muscle and isolated rat heart at 4°C. It
was shown that hypothermic preservation in a high-pressure gaseous mixture of CO and O2 (6 atm.) is effec-
tive in restoring the contractile activity of the rat heart after 24 hours of storage at 4°C. The isolated, retro-
grade perfused Langendorff heart perfomed physically relevant mechanical work, the duration of which was 
similar to that of the intact control. When heart was stained with triphenyltetrazolium chloride, no infarcted 
regions of the myocardium were detected. We found that tissue is able to sustain function at a high level after 
preservation in response to electrically stimulated contractile activity of the papillary muscles of the heart. In 
the test group, the relationship between frequency/intensity – the degree of potentiation effect induced by a 
pause – a response to stimulation with isoproterenol corresponds to that of normal rat myocardium, on the 
whole. For the first time,  preservation  of the sheep heart comparable in size and weight to a human heart 
has been successfully applied using a gaseous mixture composed of  carbon monoxide and oxygen. In all ex-
periments in the test group, a normal heartbeat spontaneously restored after the start of perfusion. There were 
no significant histological differences between sheep hearts from the test and control groups. The myocardi-
um in the test group maintained a normal tissue structure. We have expanded a CO preservation approach to 
sheep heart, its 24-hour preservation time  is 4 times longer than the maximum preservation time of standard 
static cold storage. The results obtained on the large laboratory animal heart model show that the proposed 
hypothermic preservation appears helpful for prolonged storage of the human heart.

Keywords: carbon monoxide, oxygen, gas, organ, transplantation, storage, heart, rat, sheep, preservation, hypo-
thermia
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Изучены особенности гистотопографических характеристик мегакариоцитарного ростка в биопси-
ях костного мозга больных эссенциальной тромбоцитемией и первичным миелофиброзом в префи-
бротической стадии с мутацией JAK2 или CALR с помощью частного метода машинного обучения
без учителя – алгоритма кластеризации DBSCAN. Исследовали 95 биопсий костного мозга больных
эссенциальной тромбоцитемией и первичным миелофиброзом. Оценивали следующие характери-
стики гистотопографии мегакариоцитов: среднее количество мегакариоцитов в одном кластере,
среднее количество кластеров и мегакариоцитов на 1 мм2 среза. Получена статистически значимая
модель логистической регрессии (χ2 = 14.703, p = 0.023, Nagelkerke R2 = 19.6%). Анализ гистотопо-
графических характеристик мегакариоцитов позволил правильно дифференцировать эссенциаль-
ную тромбоцитемию и первичный миелофиброз в 71.6% случаев. Различия гистотопографических
характеристик мегакариоцитов в биоптатах костного мозга у больных эссенциальной тромбоците-
мией и первичным миелофиброзом с мутацией JAK2 или CALR, выявленные помощью алгоритма
кластеризации DBSCAN, позволяют связать нозологическую форму заболевания и особенности
строения мегакариоцитарного ростка, а также создать модель логистической регрессии, способную
дифференцировать эти болезни. 

Ключевые слова: эссенциальная тромбоцитемия, первичный миелофиброз, гистотопография мегакарио-
цитов, кластерный анализ.

DOI: 10.31857/S0006302920030225

Эссенциальная тромбоцитемия (ЭТ) и пер-
вичный миелофиброз (ПМФ) относятся к группе
«Ph-негативных» хронических миелопролифера-
тивных новообразований (МПН). Гистологиче-
ское исследование биопсий костного мозга отно-
сится к большим диагностическим критериям
МПН [1]. Чувствительность этого метода иссле-
дования в диагностике МПН варьирует от 32,5 до
75%, специфичность – 92–98% в зависимости от

заболевания (считается, что тест имеет достаточ-
ную диагностическую точность, если его чувстви-
тельность и специфичность превышают 80%) [2]. 
Гистотопографические и морфологические

аномалии мегакариоцитов важны для дифферен-
циальной диагностики ЭТ и ПМФ. При ПМФ
различимы компактные группы и скопления ме-
гакариоцитов в виде тесно сомкнутых клеток
(плотные кластеры), которые могут содержать
более десяти мегакариоцитов. Характерно распо-
ложение мегакариоцитов и их скоплений вокруг
расширенных кровеносных синусоидов и возле
поверхности костных балок. Ядра мегакариоци-
тов часто имеют гиполобулярное строение (обла-

Сокращения: ЭТ – эссенциальная тромбоцитемияю,
ПМФ – первичный миелофиброз, МПН – миелопроли-
феративные новообразования, префибрПМФ – первич-
ный миелофиброз в префибротической стадии.
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ковидные ядра) . При ЭТ скопления мегакарио-
цитов более разреженные, клетки не соприкаса-
ются друг с другом (рыхлые кластеры),
мегакариоциты распределены в костном мозге
более однородно, их тропность к поверхностям
костных балок и кровеносным синусам выражена
слабее (рис. 1). Ядра при ЭТ гиперплоидные,
дольчатые, напоминают венок или, как их назы-
вают в англоязычных руководствах, – «staghorn»-
like («ядра типа оленьих рогов»). 

Несмотря на возросшую роль гистологическо-
го исследования биопсий костного мозга в поста-
новке диагноза МПН, данные о воспроизводимо-
сти этого критерия диагностики противоречивы.
В ряде публикаций представлены данные о сов-
падении диагнозов МПН в 76–88% случаев [3–6].
Другие работы свидетельствуют о более низкой
воспроизводимости результатов гистологическо-
го исследования костного мозга – совпадение ди-
агнозов в 62–70% случаев. Наибольшую труд-
ность представляет дифференциальная диагно-
стика между ЭТ и ПМФ в префибротической
стадии (префибрПМФ) – совпадение морфоло-
гических диагнозов наблюдается лишь у 53%
больных [7–10]. Авторы работы [11] показали, что
при гистологическом исследовании биопсий
костного мозга больных МПН мнение трех из че-
тырех врачей-патологоанатомов о формировании
плотных кластеров мегакариоцитов совпало в
88% случаев, согласованность мнения трех спе-
циалистов из четырех о наличии рыхлых класте-
ров мегакариоцитов или их отсутствии наблюда-
лось в 71 и 73% случаев соответственно. Оценка
плотности кластеризации мегакариоцитов субъ-
ективна и варьирует даже у врачей, специализи-
рующихся в гематопатологии: каппа Коэна = 0.21
(граница между плохой и удовлетворительной
степенью согласованности) [2]. 

Метаанализ, проведенный авторами работы
[12], продемонстрировал, что у больных ЭТ ча-
стота обнаружения мутаций JAK2 и CALR состав-
ляет 31.3–72.1% и 12.6–50% соответственно, у па-
циентов с ПМФ мутацию JAK2 можно обнару-
жить в 25.0–85.7% случаев, мутацию CALR – у
10–100% больных. Доказана роль драйверных му-
таций JAK2 и CALR как прогностических и пре-
диктивных биомаркеров у больных ЭТ и ПМФ,
но влияние мутационного статуса на простран-
ственные характеристики мегакариоцитарного
ростка в костном мозге изучено мало [13]. 

Для улучшения качества диагностики ЭТ и
префибрПМФ при гистологическом исследова-
нии биопсий костного мозга и изучении связи
мутационного профиля с особенностями строе-
ния мегакариоцитарного ростка может быть по-
лезно внедрение алгоритмов машинного обуче-
ния, способных распознавать морфологические и

гистотопографические признаки, недоступные
человеческому глазу. 

Цель исследования – найти отличия гистото-
пографических характеристик мегакариоцитар-
ного ростка в биопсиях костного мозга больных
ЭТ и ПМФ в префибротической стадии с мутаци-
ей JAK2 или CALR с помощью частного метода
машинного обучения без учителя – алгоритма
кластеризации DBSCAN (Density-Based Spatial
Clustering of Applications with Noise).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В патологоанатомическом отделении клини-
ческой молекулярной морфологии СЗГМУ им.
И.И. Мечникова МЗ РФ в период 2012–2018 гг.
были отобраны для исследования 95 биопсий
костного мозга больных «Ph-» МПН с выявлен-
ной мутацией JAK2 или CALR. Распределение по
группам было следующим: ЭТ с мутацией JAK2 –
30 больных, ЭТ с мутацией CALR – 30 больных,
префибрПМФ с мутацией JAK2 – 25 больных и
префибрПМФ с мутацией CALR – 10 больных. У
всех пациентов определяли JAK2V617F-статус с
помощью метода полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов. Наличие мутации гена
CALR проводили методом прямого секвенирова-
ния по Сенгеру на автоматической капиллярной
системе MegaBACE 1000 DNA Analysis System
(Amersham Biosciences, Великобритания). Все мо-
лекулярно-генетические исследования были вы-
полнены в лаборатории молекулярной генетики
РосНИИГТ ФМБА России.

Рис. 1.  Эссенциальная тромбоцитемия. Стрелками
отмечены рыхлый (1) и плотный (2) кластеры мегака-
риоцитов. 

1

2
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Гистологические срезы костного мозга, окра-
шенные гематоксилином и эозином или азуром и
эозином, с помощью сканера Pannoramic 250
Flash III (3DHISTECH, Венгрия) переводили в
цифровой формат. В программе Pannoramic View-
er определяли координаты каждого мегакариоци-
та. Координаты всех мегакариоцитов каждого
среза экспортировали в MS Excel и конвертирова-
ли в txt-формат. Обработка координат с целью
анализа особенностей расположения мегакарио-
цитов в костном мозге была выполнена на языке
программирования Python с помощью алгоритма
кластеризации DBSCAN [15]. В биопсиях костно-
го мозга оценивали следующие характеристики:
среднее количество мегакариоцитов в одном кла-
стере, среднее количество мегакариоцитарных
кластеров и мегакариоцитов на 1 мм2 среза. Для
анализа использовали следующие параметры ал-
горитма: минимальное количество соседних ме-
гакариоцитов, необходимых для образования
кластера – 3, максимальное расстояние между
ними – 100 мкм, расстояние между мегакариоци-
тами – евклидово. Для описания связи гистото-
пографических характеристик мегакариоцитов и
наличия мутации JAK2 или CALR с диагнозом
использовали многофакторный дисперсионный
анализ и логистический регрессионный анализ.
Проведение многофакторного дисперсионного
анализа, построение логистической регрессии и
кривой ошибок были выполнены с использова-
нием пакета R. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Морфометрические характеристики гистото-
пографии мегакариоцитов в биопсиях костного
мозга у больных ЭТ и префибрПМФ с мутациями
JAK2 или CALR представлены в табл. 1.

Выявлена статистически значимая связь меж-
ду заболеванием, мутацией и гистотопографиче-
скими  характеристиками  мегакариоцитов,
F= 3,185, p = 0.001; Wilks’ Λ = 0.739.

Модель логистической регрессии на основе
кластеризации и мутационного статуса была ста-

тистически значима (χ2 = 14,703, p = 0.023,

Nagelkerke R2 = 19,6%). Коэффициент при сво-
бодном члене равнялся –2,19 (1,19). Включенные
переменные представлены в табл. 2.

Качество дифференциальной диагностики ЭТ
и префибрПМФ с использованием логистиче-
ской регрессии отражено в табл. 3.

Как видно из табл. 3, процент корректных
предсказаний диагноза ЭТ значительно выше,
чем процент корректных предсказаний префибр-
ПМФ. Вероятность правильного диагноза со-
ставляет 71,6%. Обоснованность модели провере-
на на тестовой и контрольной выборке путем по-
строения модели логистической регрессии на 75 и
25% исходных данных.

Для демонстрации зависимости количества
верно классифицированных диагнозов одного за-
болевания от количества неверно классифициро-

Таблица 1. Гистотопографические характеристики мегакариоцитов у больных эссенциальной тромбоцитемией 

и первичным миелофиброзом в префибротической стадии с мутациями JAK2 или CALR 

Параметр ЭТ JAK2 ЭТ CALR ПМФ JAK2 ПМФ CALR

Количество 
мегакариоцитов в кластере

5.9 ± 2.4 7.2 ± 2.9 8.0 ± 4.3 7.4 ± 1.5

Мегакариоциты, мм2 21.7 ± 12.7 20.2 ± 9.8 25.6 ± 16.0 17.9 ± 6.7

Кластеры, мм2 2.66 ± 1.02 2.09 ± 0.96 2.34 ± 1.09 1.87 ± 0.72

Таблица 2. Переменные, включенные в модель логистической регрессии 

Предиктор B
Стандартная 
ошибка

Вальд p Exp (B) (95% ДИ)

Количество 
мегакариоцитов в кластере

0.350 0.212 2.723 0.099 1.420 (0.936–2.152)

Мегакариоциты, мм2 –0.091 0.113 0.658 0.417 0.913 (0.732–1.138)

Кластеры, мм2 0.365 1.056 0.120 0.729 1.44 (0.18–11.40)

Мутация –1.588 0.583 7.420 0.006 0.204 (0.065–0.640)
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ванных диагнозов другого заболевания построена
кривая ошибок (операционная характеристика
приемника). Площадь под кривой ошибок = 72,5
(95% ДИ 61,8–83,1) свидетельствует о хорошем
качестве модели (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты подтверждают разли-
чия в расположении мегакариоцитов у пациентов
с ЭТ и префибрПМФ с мутациями JAK2 или
CALR, которые не воспринимаются глазом при
микроскопическом исследовании и могут быть
обнаружены лишь с применением алгоритмов
машинного обучения. Выявленная статистиче-
ски значимая связь между заболеванием, мутаци-
онным статусом и гистотопографическими ха-
рактеристиками мегакариоцитов (табл. 1) демон-
стрирует влияние мутаций JAK2 или CALR на
пространственные характеристики мегакариоци-
тарного ростка в костном мозге. Результаты логи-
стической регрессии свидетельствуют о большей
связи мутационного статуса и пространственных
особенностей расположения мегакариоцитов у
больных ЭТ, чем у пациентов с префибрПМФ
(табл. 3). Использование алгоритма кластериза-
ции DBSCAN для оценки гистотопографии мега-
кариоцитов позволяет оценить плотность класте-
ризации, размеры кластеров мегакариоцитов и
выраженность гиперплазии мегакариоцитарного
ростка. Методика кластеризации заключается в
группировке объектов, расположенных близко
друг к другу, и определении областей с малой
плотностью расположения точечных объектов
как шум. В методике DBSCAN используются сле-
дующие понятия [14, 15]:

ε – окрестность объекта x; 

V – множество всех наблюдений; 

U(x,ε) = {y ∈ V: p(x,y) ≤ ε}. 

Корневой объект степени M (для заданного
ε) – объект, ε-окрестность которого содержит не
менее M других объектов. При заданном значе-
нии M объект y плотно-достижим из объекта x,
если y ∈ U(x,ε) и объект x является корневым. 

Объект y плотно-достижим из объекта x, если
существуют такие объекты x1, …, xn, где x1 = x,

xn=y, что при всех i = 1, …, n–1 объект xi+1 непо-
средственно плотно-достижим из xi. 

«Шум» – объекты, не достижимые ни из одно-
го другого объекта.

Число кластеров K алгоритм DBSCAN опреде-
ляет в процессе работы. 

Принцип работы алгоритма DBSCAN: 

1. Задаются значения параметров ε и M.

2. Если все объекты x ∈ V уже просмотрены, за-
вершить выполнение алгоритма. В противном
случае выбирается любой из них и отмечается как
просмотренный.

3. Если x – корневой объект, создается новый
кластер (K : = K + 1), следует переход к пункту 4;
в противном случае точка x помечается как
«шум», следует переход к шагу 1.

4. В созданный кластер включаются все объек-
ты, которые являются плотно-достижимыми из
(корневого) объекта x, следует переход к шагу 2.

В этой работе точечные объекты представляют
собой экспортированные координаты мегака-
риоцитов, определенные при исследовании от-

Таблица 3. Процент корректных предсказаний диагноза заболевания на основе переменных, включенных в 

модель логистической регрессии 

Фактическое заболевание
Процент корректных предсказаний

Процент корректных предсказаний
ЭТ ПМФ

ЭТ 54 6 90.0

ПМФ 21 14 40.0

Общий процент 71.6

Рис. 2.  Кривая ошибок (операционная характеристи-
ка приемника). 
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сканированных гистологических препаратов
костного мозга (рис. 3). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Пространственные отличия мегакариоцитар-
ного ростка в биопсиях костного мозга больных
эссенциальной тромбоцитемией и первичным
миелофиброзом в префибротической стадии с
подтвержденной мутацией JAK2 или CALR, уста-
новленные с помощью частного метода машин-
ного обучения без учителя – алгоритма кластери-
зации DBSCAN, показывают целесообразность
применения элементов искусственного интел-
лекта в научной и практической деятельности па-
толого-анатомических отделений медицинских
организаций. 
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Morphological Differential Diagnosis of Primary Myelofibrosis 
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of Megakaryocytic Lineage in Myeloid Tissue 
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DBSCAN clustering algorithm – unsupervised machine learning algorithm was used to explore particulari-
ties of the histotopographic features of the megakaryocytic lineage in the bone marrow biopsies of   patients
with JAK2+ or CALR-mutated essential thrombocythemia and primary myelofibrosis in prefibrotic stage.
We examined 95 bone marrow biopsies of patients with essential thrombocythemia and primary myelofibro-
sis. We evaluated the following histotopographical features of megakaryocytes: the mean quantity of mega-
karyocytes in one cluster, the mean number of clusters and megakaryocytes per 1 mm2 area in section. The
logistic regression model was statistically significant, (χ2 = 14.703, p = 0.023, Nagelkerke R2 = 19.6%). Anal-
ysis of histotopographical features of megakaryocytes helped to differentiate correctly between essential
thrombocythemia and primary myelofibrosis in 71.6% cases. The differences revealed by DBSCAN cluster-
ing algorithm in histotopographical features of megakaryocytes in biopsies of the bone marrow derived from
patients with JAK2+ or CALR-mutated essential thrombocythemia and primary myelofibrosis suggest the
relationship between the nozologic form of the disease and particularities of the development of megakaryo-
cytic lineage and are also useful to create a logistic regression model for differentiating  these diseases.

Keywords: essential thrombocythemia, primary myelofibrosis, histotopography of megakaryocytes, cluster analysis



БИОФИЗИКА, 2020, том 65, № 4, с. 798–803

798

КОНТРАСТНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЗРИТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ 
В УСЛОВИЯХ «СУХОЙ» ИММЕРСИИ

© 2020  г.   И.И. Шошина*, **, И.С. Соснина***, К.А. Зеленский***, В.Ю. Карпинская****,
В.А. Ляховецкий*, С.В. Пронин*

*Институт физиологии им. И.П. Павлова РАН, 199034, Санкт-Петербург, наб. Макарова, 6
**Санкт-Петербургский государственный университет, 190121, Санкт-Петербург, ул. Галерная, 58-60

***Институт медико-биологических проблем РАН, 123007, Москва, Хорошевское шоссе, 76а
****Национальный исследовательский университет «Высшая школа экономики»,

190121, Санкт-Петербург, ул. Союза Печатников, 16
E-mail: shoshinaii@mail.ru

Поступила в редакцию 30.11.2019 г.
После доработки 19.02.2020 г.

Принята к публикации 04.06.2020 г.

Проведена оценка контрастной чувствительности зрительной системы в различных диапазонах
пространственных частот в условиях «сухой» иммерсии, используемой для моделирования физио-
логических эффектов микрогравитации. Контрастная чувствительность в диапазоне низких и вы-
соких пространственных частот позволяет судить о функциональном состоянии магно- и парвоцел-
люлярной нейронных систем, формирующих дорзальный и вентральный потоки информации из
затылочных во фронтальные отделы коры головного мозга. В исследовании приняли участие десять
добровольцев, время пребывания которых в условиях «сухой» иммерсии составило 21 сутки. Кон-
трастную чувствительность регистрировали в динамике с помощью метода визоконтрастометрии. В
качестве стимулов использовали элементы Габора. Установлено повышение контрастной чувстви-
тельности в диапазоне низких пространственных частот, к восприятию которых специфична маг-
ноцеллюлярная система, на третий день нахождения в условиях иммерсии и через день после окон-
чания эксперимента, по сравнению с фоновыми значениями. Контрастная чувствительность в диа-
пазоне высоких пространственных частот, к которым специфична парвоцеллюлярная система, в
эксперименте не изменялась. Таким образом, получены данные о включенности магноцеллюляр-
ной нейронной системы в процессы адаптации к экстремальным условиям среды. 

Ключевые слова: контрастная чувствительность, нейронные сети, магноцеллюлярная и парвоцеллюляр-
ная система, пространственно-частотная фильтрация, иммерсия, микрогравитация, адаптация.
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Зрительное восприятие играет ведущую роль в
обеспечении головного мозга информацией, не-
обходимой ему для принятия решения, построе-
ния внутренней картины внешнего мира, адапта-
ции к меняющимся условиям среды.
С позиций теории пространственно-частот-

ной фильтрации зрительное восприятие обеспе-
чивается в результате различения пространствен-
но-частотных характеристик зрительных стиму-
лов множеством относительно «узких» фильтров
(каналов) – нейронных комплексов, настроен-
ных на восприятие разных пространственных ча-
стот [1, 2]. Каналов много, однако условно можно
выделить основные из них – крупноклеточные
магноцеллюлярные и мелкоклеточные парвоцел-
люлярные каналы, наличие которых было пока-
зано еще нобелевскими лауреатами Д. Хьюбелом
и Т. Визелом [3, 4]. Работа магно- и парвоцеллю-

лярной систем рассматривается как частный слу-
чай работы механизмов глобального и локально-
го анализа, в которой могут быть задействованы и
другие пути. 

Магноцеллюлярная система представлена
большими ганглиозными клетками с большими
рецептивными полями [5], с проекциями к маг-
ноцеллюлярным слоям латерального коленчато-
го тела и затем к слою 4Сα первичной зрительной
коры. Нейроны этой системы более чувствитель-
ны к низким пространственным и высоким вре-
менным частотам [6, 7], обеспечивая тем самым
быстрое проведение информации к нейронам
преимущественно дорзального пути головного
мозга [8, 9]. Эти свойства определяют ведущую
роль магноцеллюлярных каналов в обработке ин-
формации о глобальной организации стимула
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[10, 11], в процессах «предвнимания» [10–13] и
анализе движения [14].

Парвоцеллюлярная система представлена
мелкими ганглиозными клетками с маленькими
рецептивными полями [12], с проекциями к пар-
воцеллюлярным слоям латерального коленчатого
тела и затем к слою 4Сβ первичной зрительной
коры, а также слоям IVA и VIA. Нейроны этой си-
стемы более чувствительны к высоким простран-
ственным и низким временным частотам [12, 13,
15–18]. Они обеспечивают медленное по сравне-
нию с магноцеллюлярными нейронами проведе-
ние информации преимущественно к нейронам
вентрального пути, пролегающего через нижне-
височную зону коры головного мозга [8]. Эти
свойства определяют ведущую роль парвоцеллю-
лярных каналов в процессах выделения отдель-
ных объектов и деталей объектов, т.е. локального
анализа зрительного поля [11]. Нейроны магно-
целлюлярных каналов активируются на низких
уровнях контраста (до 16%), отвечают за перифе-
рическое зрение, парвоцеллюлярные нейроны
активируются при достижении контраста поряд-
ка 10% и продолжают отвечать вплоть до полного
насыщения и обеспечивают центральное зрение
[18–20].

Результаты исследований функционального
состояния и характера взаимодействия магно- и
парвоцеллюлярной систем на разных уровнях об-
работки информации в условиях хронического
стресса и психопатологии свидетельствуют о зна-
чимости согласованной работы этих систем для
формирования целостного представления об
окружающей среде и адаптивного поведения.
Рассогласование взаимодействия магно- и парво-
целлюлярной нейронных систем, соответственно
механизмов глобального и локального анализа
изображений, приводит к стойким сенсорным
нарушениям, наблюдающимся, в частности, при
шизофрении [21–27]. В ходе изучения функцио-
нального состояния этих систем в условиях хро-
нического стресса показано повышение кон-
трастной чувствительности в диапазоне низких
пространственных частот и, соответственно, ак-
тивности магноцеллюлярной системы [28], обес-
печивающей глобальный механизм анализа зри-
тельной информации. Еще более выраженное
повышение активности магноцеллюлярной си-
стемы по сравнению с состоянием хронического
стресса характерно для больных шизофренией с
первым психотическим эпизодом [21, 24]. Обра-
щает внимание тот факт, что при переходе в со-
стояние ремиссии эти пациенты демонстрируют
такую же контрастную чувствительность в диапа-
зоне низких пространственных частот, как и пси-
хически здоровые испытуемые. С позиций тео-
рии адаптации переход от здоровья к болезни
представляет собой процесс постепенного сни-
жения степени адаптации организма к окружаю-

щим условиям, т.е. болезнь является результатом
недостаточности адаптационных механизмов, их
истощения и срыва [29, 30]. В связи с этим погра-
ничные состояния и собственно психоз также
рассматриваются как состояние дезадаптации. 

Данные, полученные ранее на модели профес-
сионального выгорания [28] и модели шизофре-
нии [21–24], позволили предположить, что функ-
циональное состояние магноцеллюлярной систе-
мы, которое может быть зафиксировано путем
оценки контрастной чувствительности в диапазо-
не низких пространственных частот, отражает
процессы адаптации системы зрительного вос-
приятия в ответ на воздействие экстремальных
факторов. Изменение чувствительности любой
из оппонентных магноцеллюлярной или парво-
целлюлярной нейронных систем приводит к рас-
согласованию в их работе, а степень рассогласо-
вания, можно сказать, определяет функциональ-
ное состояние субъекта.

В ходе исследований с регистрацией электро-
энцефалограммы у космонавтов при решении
ими задачи навигации показано, что микрограви-
тация приводит к функциональной реорганиза-
ции дорзального пути [31]. Дорзальный путь, как
было указано выше, формируется отростками
нейронов магноцеллюлярной системы.

С целью получить свидетельства того, что про-
цесс адаптации организма к экстремальным воз-
действиям сопровождается изменением чувстви-
тельности магноцеллюлярной системы, было
предпринято исследование по оценке контраст-
ной чувствительности в условиях «сухой» иммер-
сии, используемой в гравитационной физиоло-
гии для моделирования физиологических эффек-
тов невесомости [32]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

К участию в исследовании врачебно-эксперт-
ной комиссией были допущены десять добро-
вольцев-испытателей (средний возраст 29.8 ±
± 1.2 года). Все исследования были неинвазивны-
ми. Оборудование соответствовало нормам без-
опасности. Все испытатели находились в услови-
ях 21-суточной «сухой» иммерсии: были погруже-
ны в ванну размером 200 × 100 × 100 см (рис. 1),
наполненную водой, температуру которой под-
держивали на уровне 33.0 ± 0.5°С. Поверхность
воды была покрыта свободно плавающей водоне-
проницаемой тканью. Площадь ткани более чем в
два раза превосходила площадь зеркала воды. Та-
ким образом, испытатель, будучи погруженным в
толщу воды, был изолирован от непосредствен-
ного контакта с ней, в связи с чем, данный метод
и получил название «сухой» иммерсии. Режим
дня во время иммерсии включал время на прове-
дение экспериментальных процедур, гигиениче-
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ШОШИНА и др.

ских операций и выполнение профилактических
мероприятий. Один раз в день испытателей из-
влекали из ванны и укладывали на каталку в стро-
го горизонтальном положении для проведения
гигиенических процедур, занимавших не более
15 мин.

Так как процесс адаптации – динамическое
образование, соответственно контрастную чув-
ствительность зрительной системы регистриро-
вали в динамике. Фоновые замеры проводили
дважды до начала эксперимента за 48 ч и за 24 ч до
помещения в ванну. Далее замеры контрастной
чувствительности проводили на третьи, десятые и
двадцатые сутки нахождения в условиях «сухой»
иммерсии и через сутки после «выемки». 

С помощью метода визоконтрастометрии [33]
регистрировали контрастную чувствительность
зрительной системы в диапазоне низких, средних
и высоких пространственных частот, к которым в
разной степени чувствительны нейроны магно-
целлюлярной и парвоцеллюлярной системы.
Для этого использовали компьютерную програм-
му, разработанную С.В. Прониным в Институте
физиологии им. И.П. Павлова РАН, позволяю-
щую формировать тестовые изображения на мо-
ниторе любого типа без предварительной его ка-
либровки.

Для передачи яркостного профиля тестовых
изображений в ней использованы вариации плот-
ности случайно расположенных на черном фоне
белых точек. Для измерения порогового контра-
ста применена адаптивная «лестничная» проце-
дура (adaptive staircase procedure). Стимулы предъ-
являли на экране монитора с диагональю 40 см,
разрешением 1024 × 600 пикселей, частотой об-
новления 60 Гц. В случайном порядке слева или
справа от центра экрана выводили элементы Га-
бора с пространственной частотой 0.4, 0.8, 1.0,
3.0, 6.0 и 10.0 цикл/град. Задача испытателя со-
стояла в том, чтобы нажать на правую кнопку мы-
ши, если он видит изображение справа, левую
кнопку – если видит изображение слева. Выбор
просили делать и тогда, когда испытатель не был
уверен, что видит тестовое изображение. Измере-
ние начинали с контраста 0.5 и понижали его до
порогового уровня, при котором испытатель с ве-
роятностью 0.5 допускал хотя бы одну ошибку,
после чего контраст начинал колебаться вокруг
этого уровня. Шаг изменения контраста состав-
лял 20%. Количество повторов для каждой про-
странственной частоты равнялось восьми. Изме-
рения проводили в темноте, источником освеще-
ния был только экран монитора.

Иммерсионную ванну с установленным на ней
на расстоянии 1.5 м от испытателя монитором на-
крывали плотной черной тканью, не пропускаю-
щей солнечный свет (рис. 1). Монитор был уста-
новлен так, чтобы уровень расположения глаз ис-
пытателя примерно соответствовал середине
экрана. Наблюдение осуществляли бинокулярно.
Острота зрения всех испытателей соответствова-
ла норме.

Статистическую обработку данных выполняли
с помощью критерия Манна–Уитни пакета ста-
тистических программ SPSS-11.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ полученных данных выполнен исходя
из представлений об изменении контрастной чув-
ствительности в разных диапазонах простран-
ственных частот и контрастно-частотной специ-
фичности магноцеллюлярной и парвоцеллюляр-

Рис. 1. Демонстрация условий «сухой» иммерсии и
предъявления стимулов в эксперименте с оценкой
контрастной чувствительности зрительной системы в
разных диапазонах пространственных частот.
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ной систем. Контрастную чувствительность при
восприятии элементов Габора с пространственной
частотой 0.4 и 0.8 цикл/град рассматривали как
чувствительность в диапазоне низких простран-
ственных частот, 1.0 и 3.0 цикл/град – средних
пространственных частот, 6.0 и 10.0 цикл/град –
высоких пространственных частот. 

Средние фоновые показатели контрастной
чувствительности испытателей в диапазоне низ-
ких  пространственных  частот  составили
10.4 ± 5.1, средних частот – 11.7 ± 3.6, высоких
пространственных частот – 4.6 ± 2.6 (рис. 2). На
третьи сутки нахождения в условиях «сухой» им-
мерсии контрастная чувствительность в диапазо-
не низких пространственных частот составила
13.6 ± 4.9, средних – 12.5 ± 4.5, высоких про-
странственных частот – 5.0 ± 2.2. В результате
статистического анализа полученных данных
установлено, что при адаптации к условиям «су-
хой» иммерсии происходит достоверное повыше-
ние контрастной чувствительности в диапазоне
низких пространственных частот (р < 0.02), к вос-
приятию которых специфична магноцеллюляр-
ная система.

На десятые сутки испытатели демонстрирова-
ли практически такую же контрастную чувстви-
тельность, как и до начала эксперимента (фоно-
вые показатели).  На двадцатые сутки нахожде-
ния в условиях «сухой» иммерсии показатели не
изменились. Однако через сутки после «выемки»
из ванны вновь произошло повышение контраст-
ной чувствительности в диапазоне низких про-
странственных частот относительно фонового
уровня и показателей на десятые и двадцатые
сутки нахождения в условиях «сухой» иммерсии.
Контрастная  чувствительность  составила
12.4 ± 5.0 (р < 0.02). В диапазоне средних про-
странственных частот также произошло некото-
рое увеличение контрастной чувствительности –
до 12.5 ± 3.7 на третьи сутки и 12.9 ± 3.9  после
«выемки» по сравнению с контрастной чувстви-
тельностью в фоне, равной 11.6 ± 3.6. Контраст-
ная чувствительность в диапазоне высоких про-
странственных частот, так же как и в диапазоне
средних пространственных частот, в эксперимен-
те достоверно не изменялась. Фоновые значения
контрастной чувствительности в диапазоне высо-
ких пространственных частот составили 4.6 ± 2.6,
на третьи сутки «сухой» иммерсии – 5.0 ± 4.7, по-
сле «выемки» – 5.5 ± 2.5.

Таким образом, достоверное повышение кон-
трастной чувствительности в диапазоне низких
пространственных частот, к восприятию которых
специфична магноцеллюлярная система, в усло-
виях «сухой» иммерсии свидетельствует о повы-
шении активности этой системы при адаптации к
средовым воздействиям. Контрастная чувстви-
тельность в диапазоне высоких пространствен-

ных частот, к восприятию которых более специ-
фична парвоцеллюлярная система, не изменяет-
ся, соответственно, активность этой системы в
экстремальных условиях «сухой» иммерсии оста-
ется прежней. Так как активность одной из оппо-
нентных систем возрастает, а другой – остается
прежней, можно говорить о рассогласовании в
работе этих систем при адаптации к новым усло-
виям среды.  При этом маркером процесса адап-
тации является функциональное состояние маг-
ноцеллюлярной системы, нейроны которой фор-
мируют дорзальный путь передачи информации
из затылочных в передние отделы коры головного
мозга и обеспечивают глобальный механизм ана-
лиза информации (от общего к частному). Чув-
ствительность парвоцеллюлярной системы, фор-
мирующей вентральный путь передачи информа-
ции из затылочных в передние отделы коры мозга
и обеспечивающей механизм локального анализа
(от частного к общему), при адаптации к экстре-
мальным условиям «сухой» иммерсии не изменя-
ется.

Полученные данные согласуются с результата-
ми исследований на модели профессионального
выгорания (по сути, хронического стресса) и мо-
дели шизофрении, которые также могут рассмат-
риваться как примеры состояний дезадаптации
(срыва адаптации в случае с шизофренией).

Таким образом, оценка контрастной чувстви-
тельности зрительной системы в динамике поз-
волила установить участие магноцеллюлярной
системы, обеспечивающей механизм глобально-
го анализа информации, в процессах адаптации.

Рис. 2. Показатели контрастной чувствительности в
разных диапазонах пространственных частот  до на-
чала эксперимента (фон), в условиях «сухой» иммер-
сии (третьи, десятые и двадцатые сутки) и через сутки
после ее окончания (после «выемки» из ванны).
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ШОШИНА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предпринято исследование по оценке кон-
трастной чувствительности зрительной системы в
динамике: до, во время воздействия условий «су-
хой» иммерсии, используемой для моделирова-
ния физиологических эффектов микрогравита-
ции, и после окончания ее воздействия на орга-
низм человека. Контрастная чувствительность в
разных диапазонах пространственных частот поз-
воляет судить о функциональном состоянии маг-
но- и парвоцеллюлярной нейронных систем.
Магноцеллюлярная система более специфична к
низким пространственным частотам, парвоцел-
люлярная система – высоким пространственным
частотам. Установлено изменение в ходе исследо-
ваний контрастной чувствительности зрительной
системы в диапазоне низких пространственных
частот, к которым специфична магноцеллюляр-
ная система. Таким образом, показана роль маг-
ноцеллюлярной системы в процессах адаптации к
меняющимся условиям среды, что может служить
маркером процессов адаптации/дезадаптации.

Получены дополнительные свидетельства
важности согласованной работы магноцеллюляр-
ной и парвоцеллюлярной нейронных систем для
адаптивного поведения.

Результаты работы могут найти практическое
применение в системе медицинского контроля
лиц, работающих в экстремальных условиях, в
частности у космонавтов для оценки эффектив-
ности подготовки к полету, мониторинга состоя-
ния зрительной системы в условиях воздействия
неблагоприятных факторов, в частности невесо-
мости, а также позволят найти объяснения тем
эффектам, что наблюдаются в условиях таких
воздействий.
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Contrast Sensitivity of the Visual System in the “Dry” Immersion Conditions
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We have studied the contrast sensitivity of the visual system in various ranges of the spatial frequencies in the
“dry” immersion conditions that simulate the physiological effects of microgravity. The contrast sensitivity
in the range of low and high spatial frequencies is indicative of the functional state of the magnocellular and
parvocellular neuronal pathways, which form dorsal and ventral information flow from occipital to frontal
lobe. 10 volunteers were recruited to participate in this study. They were exposed to “dry” immersion for
21 days. The contrast sensitivity of the visual system was recorded with a method of visocontrastometry. The
Gabor elements were used as stimuli. An increase in the contrast sensitivity was registered in the low spatial
frequency range with specific sensitivity of the magnocellular pathway to these frequencies on the third day
of immersion and one day after the end of the experiment, compared to background values. The contrast sen-
sitivity in the high spatial frequency range with specific sensitivity of the parvocellular pathway to these fre-
quencies in the experiment remained unchanged. Thus, our findings show that the magnocellular neuronal
pathway is involved in the processes of adaptation to the extreme ambient conditions.

Keywords: contrast sensitivity, neural networks, magnocellular system, parvocellular system, spatial-frequency fil-
tration, microgravity, immersion, adaptation 
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Фактор воздействия излучения молодого Солнца и галактических космических лучей на физиче-
ские условия на ранней Земле является существенно недооцененным при изучении проблемы воз-
никновения и эволюции биосферы. В статье рассматривается динамика солнечных и галактических
факторов за 4.56 млрд лет существования Солнечной системы, оказавшая существенное влияние на
формирование адаптационных технологий древних и современных живых систем. Рассмотрены
особенности развития биосферы ранней Земли в условиях более тусклого, но более вспышечно-ак-
тивного молодого Солнца. Обсуждается спектр излучения молодого Солнца и парадокс несоответ-
ствия спектра поглощения хлорофилла спектру солнечного излучения, а также пути решения этого
парадокса. Подчеркивается роль учета радиационного излучения при рассмотрении моделей ран-
ней биосферы Земли и гипотетических биосфер спутников планет-гигантов и экзопланет. 

Ключевые слова: космические лучи, излучение слабого молодого Солнца, первичная биосфера, происхож-
дение жизни, фотосинтез, биофизика сложных систем.
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Существование первых земных живых систем
датируется 3.8–4.0 млрд лет назад (возраст Солн-
ца и Солнечной системы составляет 4.56 млрд
лет). В первые 2 млрд лет условия в Солнечной
системе и на самой Земле существенно отлича-
лись от современных. Другим было все: период
вращения звезды, ее масса, активность и динами-
ка Солнца, конфигурация магнитных полей
Солнца и форма гелиосферы, расстояние от Зем-
ли до Солнца и Луны, период вращения Земли,
химический состав атмосферы и температура по-
верхности нашей планеты, ее магнитное поле и
состав океанов. Первичная биосфера выживала
не в райском дарвиновском пруду, а скорее в ад-
ских испарениях перегретых соединений серы.
Более подробно вопрос физических условий в
ранней Солнечной системе и на Земле рассмот-
рен в работах [1, 2]. Современные модели проис-
хождения жизни обсуждаются в работах [3–6]. 

Однако есть факторы, сопровождавшие биосфе-
ру на протяжении всей ее истории. А именно – из-
лучение Солнца во всех диапазонах и космические
лучи, а также галактические факторы. Остро вопрос

об уровне радиационного излучения стоит и при
рассмотрении условий существования жизни на эк-
зопланетах. Одним из самых существенных факто-
ров, определяющих возможность развития жизни
на Земле, планетах земной группы, спутниках пла-
нет-гигантов или экзопланет, является светимость
материнской звезды и интенсивность радиацион-
ного излучения на поверхности планеты. Для Земли
она определяется динамикой и магнитными полями
Солнца, солнечными и галактическими космиче-
скими лучами. Для спутников газовых планет-ги-
гантов к этим факторам присоединяется еще излу-
чение ускоренных частиц основной планеты. Ин-
тенсивность  солнечных  и  галактических
космических лучей (СКЛ и ГКЛ соответственно)
находится в противофазе, поэтому активность
Солнца является определяющим фактором радиа-
ционной безопасности как древней, так и современ-
ной биосферы. 
Солнце является основным источником энер-

гии для биосферы. Лишь небольшая часть энер-
гии поступает из недр Земли. Современная био-
сфера является активным геологическим факто-
ром. Перерабатываемая живыми организмами
энергия Солнца почти в 30 раз превышает энер-
гию тектонических и вулканических процессов и
практически равна всей тепловой энергии, посту-

Сокращения: СКЛ – солнечные космические лучи, ГКЛ –
галактические космические лучи, ЭКГ – электрокардио-
грамма.

УДК 577.3
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пающей из недр Земли. В отделе солнечно-зем-
ных связей ИЗМИРАН с 1998 г. идет ежедневный
мониторинг биомедицинских параметров посто-
янной группы обследуемых, параметров обычной
и космической погоды. С 2003 г. проводится раз-
ноширотный геомедицинский онлайн-монито-
ринг «Гелиомед». Описание методик и результа-
тов проекта «Гелиомед» приведено в монографи-
ях [1, 2, 29]. Также авторы статьи десять лет
принимают участие в российской Программе
Президиума РАН по происхождению жизни и
астробиологии. Комплексный анализ результа-
тов одновременных онлайн-мониторингов в раз-
личных городах от Якутска, Москвы, Саратова до
Симферополя, Софии и Баку (в рамках россий-
ско-украинского проекта «Гелиомед» 2003–
2018 гг.), а также анализ результатов мониторинга
эталонных клеточных культур 2000–2012 гг.
(Е.Н. Громозова, Киев, Украина) и динамики па-
раметров космической погоды позволяет сделать
вывод, что фиксируемые в настоящее время адап-
тационные реакции различных биосистем (от че-
ловеческого сообщества до колоний клеток) на
изменения солнечной активности были заложе-
ны на самом раннем этапе формирования био-
сферы. Более того, формирование и развитие жи-
вых организмов происходило под активном влия-

нием супервспышечного излучения тусклого
молодого Солнца и галактических космических
лучей. Их проявление фиксируется даже в таких
основополагающих для биосферы процессах, как
фотосинтез (но практически не обсуждается в
биологическом сообществе).

Все вышесказанное заставляет более внима-
тельно рассмотреть роль молодого Солнца и кос-
мических лучей в становлении и развитии био-
сферы.

ГАЛАКТИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ, 
КОСМИЧЕСКИЕ ЛУЧИ И БИОСФЕРА

Мощным мутационным фактором, а также
фактором, существенно модулирующим динами-
ку биосферы, являются космические лучи. Их два
вида: солнечные и галактические, соответственно
и два источника: Солнце или галактическая сре-
да. Первые имеют направление от Солнца в окру-
жающее пространство и максимум интенсивно-
сти, соответствующий максимуму солнечной ак-
тивности. Вторые направлены из галактического
пространства внутрь Солнечной системы и име-
ют максимум интенсивности в минимуме солнеч-
ной активности. На рис. 1а приведен совместный
энергетический спектр протонов солнечных и га-

Рис. 1.  Галактические и солнечные космические лучи, их энергия и высота проникновения. (а) – Энергетический
спектр космических лучей по данным работы [7]. Приведен (в логарифмической шкале) совместный энергетический
спектр протонов солнечных и галактических космических лучей в околоземном пространстве в минимуме и
максимуме солнечной активности. Максимумы интенсивностей СКЛ и ГКЛ находятся в противофазе. Также рисунок
наглядно демонстрирует, что интенсивность галактических космических лучей превышает интенсивность солнечных
на много порядков. (б) – Распределение частиц в приповерхностных слоях Земли от 0 до 150 км после взаимодействия
с магнитосферой и атмосферой нашей планеты. Приведен состав, высота проникновения и скорость ионизации
космических лучей в атмосфере Земли по данным работы [8]. 
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лактических космических лучей в околоземном
пространстве в логарифмической шкале [7]. Вид-
но, что галактические космические лучи облада-
ют на много порядков большей интенсивностью,
и только магнитное поле Солнца, создающее ге-
лиосферу, позволяет защищать поверхность
внутренних планет Солнечной системы от их гу-
бительного излучения. В качестве второго защит-
ного рубежа биосферы Земли выступают магнит-
ное поле и атмосфера нашей планеты. Распреде-
ление частиц в атмосфере Земли приведено на
рис. 1б [8].

Галактические космические лучи задействова-
ны в живых процессах на всех стадиях и масшта-
бах существования Галактики: от производства
органических соединений в галактических обла-
ках [9–11] и до процессов деления клеток в совре-
менных биологических структурах. Интенсив-
ность доходящих до Земли галактических косми-
ческих лучей зависит от вариаций параметров
межзвездной среды за пределами Солнечной си-
стемы, от распределения магнитных полей на
Солнце, формы гелиосферы, формы магнито-
сферы и состава атмосферы, которые существен-
но менялись в истории Солнца и Земли [12]. Уве-
личение интенсивности солнечных вспышек, ве-
личины магнитных полей раннего Солнца и
более высокая скорость вращения Солнца могло
приводить к понижению уровня ГКЛ в Солнеч-
ной системе, на планетах земного типа и у по-
верхности Земли. 

Однако существуют и обратные процессы,
увеличивающие интенсивность ГКЛ. Это сжатие
гелиосферы во время прохождения Солнечной
системой рукавов Галактики [13] или в процессе
эволюционных изменений конфигурации маг-
нитных полей Солнца [14]. В настоящий момент
приблизительный средний размер гелиосферы
определяется значениями около 100 а.е. (1 а.е. –
расстояние от Земли до Солнца). В процессе эво-
люции Солнца это расстояние могло изменяться
от нескольких астрономических единиц до не-
скольких сотен астрономических единиц, влияя
на интенсивность ГКЛ в Солнечной системе [2].

В качестве еще одного механизма изменения
интенсивности ГКЛ при любой солнечной актив-
ности можно рассматривать вариации парамет-
ров межзвездной среды. В настоящее время
Солнце находится в каверне Местной галактиче-
ской сверхоболочки в теплом разреженном звезд-
ном газе, но недалеко от границы с горячим га-
зом. Межзвездный газ в ближайшей окрестности
гелиосферы имеет температуру около 8000 К,
плотность – несколько десятых долей частицы в
кубическом сантиметре, степень ионизации при-
мерно 50%. Горячий газ звездных ветров и взры-
вов сверхновых звезд обтекает и колеблет галак-
тическую оболочку вокруг Солнца, однако не

успевает ее разрушить. По данным о распределе-
нии межзвездных облаков по размерам и плотно-
сти выяснилось возможное перемещение Солнца
по межзвездным облакам с высокой плотностью
больше 100 частиц на кубический сантиметр при-
мерно 130 раз за 4.5 млрд лет [2]. Примерно 16 раз
за время своего существования наша звезда пере-
мещалась по облакам с очень высокой плотно-
стью – больше 1000 частиц на кубический
сантиметр. В таких условиях резко возрастает об-
разование аномальной субрелятивистской ком-
поненты галактических космических лучей на
двуслойной границе гелиосферы, а также воз-
можность интенсивной бомбардировки внутрен-
них планет космическими телами из облака Оор-
та. Каждая из этих ситуаций может ставить био-
сферу на грань существования. Сопоставление
положения Солнца относительно рукавов Галак-
тики с событиями на Земле приведено в работе
[15].

На границе гелиосферы гасится до 90% интен-
сивности космических лучей, идущих извне. Од-
нако и оставшегося количества сверхэнергичных
ГКЛ хватает для весьма существенных изменений
параметров межпланетного пространства в Сол-
нечной системе и ситуации на поверхности самой
Земли. Более того, интенсивность галактических
космических лучей, доходящих до границ гелио-
сферы, существенно изменяется и в зависимости
от места положения Солнца в Галактике. Она мо-
жет возрастать почти на порядок во время про-
хождения нашей солнечной системой рукавов Га-
лактики. За время существования биосферы эта
ситуация могла возникать от 20 до 80 раз. Десяти-
кратное увеличение плотности межзвездного газа
на границе Солнечной системы вызывает сжатие
гелиосферы на четверть и соответственно увели-
чение интенсивности космических лучей на ор-
бите Земли до шести раз. Если учитывать, что в
рукавах Галактики плотность межзвездного газа
имеет именно такой порядок величины, то пери-
одичность вымираний живых организмов на Зем-
ле – ~62 млн лет – вполне может объясняться
усиленной бомбардировкой Земли космически-
ми лучами из-за эффекта, описанного выше. 

Также существенное влияние на биосферу
оказывают такие общегалактические процессы,
как вспышки сверхновых звезд. В работе [16] при-
водится соответствие между крупными вымира-
ниями земной биоты и увеличениями потока
излучения из-за вспышек сверхновых в относи-
тельной близости от Солнечной системы. Сово-
купность рассматриваемых солнечных и галакти-
ческих факторов могла приводить к колебаниям
уровня ГКЛ в эволюционно значимое для био-
сферы время от 25 до 600% от современного зна-
чения. 
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В ранних океанах верхние слои воды под гра-
диентным воздействием космических лучей ста-
новились буквально инкубатором биоразнообра-
зия живого мира нашей планеты. Да и сейчас до
15% ионизирующего излучения, воздействующе-
го на биосферу, определяется вторичными кос-
мическими лучами. Первичные космические лу-
чи до поверхности не доходят (как и ультрафио-
летовое излучение). Сталкиваясь с молекулами
атмосферы, они порождают вторичные космиче-
ские лучи, вызывая так называемые атмосферные
ливни. Также вследствие наличия у Земли соб-
ственного магнитного поля существует геомаг-
нитный барьер, из-за которого интенсивность
космических лучей зависит от широты: в районе
полярного овала она максимальная, на полюсах –
минимальная. В современных океанах максимум
вторичного излучения космических лучей прихо-
дится на глубину 2−10 см от поверхности воды, а
самые активные мюоны приникают на несколько
километров земной поверхности (до 3–4 км в
твердых породах, до 9 км – в воде). Более подроб-
но физика космических лучей рассмотрена в ра-
боте [17]. Существует и еще один канал влияния
космических лучей на оболочки Земли и биосфе-
ру. Вследствие понижения (повышения) потока
космических лучей (ГКЛ и СКЛ) при их вторже-
нии в атмосферу Земли происходит понижение
(повышение) ионизации воздуха, Тем самым кос-
мические лучи могут активно воздействовать на
состав и динамику атмосферы Земли, и в конеч-
ном счете на ее погоду, климат, состояние океа-
нов и биосферы.

По совокупности изученных эффектов косми-
ческие лучи можно считать одним из основных
постоянно действующих биотропных агентов
космической погоды. Образование новых хими-
ческих связей между молекулами и разрывы мо-
лекул – важные реакции в полимерах, которые
сильнее всего изменяют их физические свойства.
Космические лучи оказывают существенное воз-
действие на эти процессы. В работе [18] впервые
на экспериментальном материале показано зна-
чение возрастания потоков солнечных космиче-
ских лучей, сопряженных с возрастанием ней-
тронной компоненты вторичных космических
лучей у поверхности Земли, и вариаций галакти-
ческих космических лучей для генетического ма-
териала клеточных систем. Авторы длительного
мониторинга 2000–2012 гг. в работах [19, 20] так-
же связывают изменение окраски дрожжевых
культур Saccharomyces cerevisiae УКМ-517 и Rhodo-
coccus erytrhopolis УКМ-741 с вариациями ГКЛ. 

РАННЕЕ СОЛНЦЕ, ПАРАДОКС СЛАБОГО 
МОЛОДОГО СОЛНЦА 

И РАЗВИТИЕ БИОСФЕРЫ

Общая картина представлений о строении и
эволюции звезд солнечного типа, самого Солнца
и первых 0.5–1.0 млрд лет его существования
строится на основе наблюдений за солнцеподоб-
ными звездами (программа «Солнце во време-
ни»). Раннее Солнце резко отличается от сего-
дняшнего. Оно было более тусклым, но при
этом – значительно более активным. Молодое
Солнце имело период вращения 6–8 суток,
массу – до 103%, активность – нестабильную и
нерегулярную. Интенсивность вспышечных спо-
радических процессов излучения была в 100–
1000 раз выше современной, особенно в гамма-
излучении, рентгеновском, ультрафиолетовом и
радиоизлучении [2, 21, 22]. Возможно, что уста-
новление упорядоченных циклов (существенно
более коротких, чем сегодня) произошло не сра-
зу, а около 2.0–2.5 млрд лет назад при периоде
вращения 15 суток и солнечной активности в 5–
10 раз выше современного максимального уровня
[23]. Вспышки на раннем Солнце происходили
гораздо чаще, длились дольше современных и до-
стигали энергий на два порядка больших, чем се-
годня. Из наблюдений за солнцеподобными звез-
дами можно предположить, что частота вспышек
могла быть в 20 раз, а длительность событий – в
500 раз больше современных значений. Это оцен-
ка относится и к потоку мощного коротковолно-
вого рентгеновского и ультрафиолетового излу-
чения. Молодое Солнце обеспечивало на не-
сколько порядков более интенсивный солнечный
ветер и поток солнечных космических лучей, уси-
ленно бомбардировавших поверхность Земли и
первые биологические системы [1, 2, 24].

Одновременно с высокой солнечной радиаци-
онной активностью для молодой биосферы суще-
ствовала и другая проблема – недостаток солнеч-
ного излучения, особенно в видимом диапазоне
спектра. К моменту возникновения первичной
биосферы Земли (~4 млрд лет назад) светимость
Солнца составляла примерно 75% от современ-
ной (рис. 2а из работы [24]). Несмотря на суще-
ственно более высокую вспышечную активность,
молодое Солнце было тусклым, и его энергии бы-
ло недостаточно для наличия больших объемов
жидкой воды на поверхности Земли. Исходя из
низкой светимости Солнца, первые 2.8 млрд лет
планета должна была бы быть замерзшей. Можно
придумать модели ранней биосферы Земли, заро-
дившейся и существовавшей первые 2.0–2.5 млрд
лет под ледяной коркой, однако исследования
геологов показывают существование открытых
океанов, а генетики утверждают, что первые бел-
ки функционировали при температурах не менее
+60°С [25]. Есть и физический аргумент «про-
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тив»: если бы Земля действительно изначально
представляла собой «снежный ком», альбедо пла-
неты возросло бы примерно до 70% (современное
значение альбедо – 30%). При таком высоком
альбедо даже полуторакратное последующее уве-
личение светимости до современного уровня
не позволило бы растопить Землю. И наша пла-
нета до сих пор оставалась бы в замороженном
состоянии.

Между тем существование биосферы и жидкой
воды зафиксировано около 3.8 млрд лет назад
(оптимистичная оценка – 4 млрд лет назад), од-
новременно с зафиксированным началом разви-
тия жизни на Земле. На самом деле недостаток
тепла является еще более существенным, так как
по данным биологов и палеонтологов средняя
температура на Земле в этот период была около
+70°С (по самым скромным оценкам – не ниже
+40°С) против современных +15°С. Таким обра-
зом, наблюдается явный парадокс, так называе-
мый «парадокс слабого молодого Солнца». Он
заключается в противоречии между палеоклима-
тическими данными и астрофизическими моде-
лями эволюции Солнца и требует решения, на-
пример, за счет интенсивной потери массы Солн-
ца, другого расстояния между Землей и Солнцем,
высокой геотермальной активности на поверхно-

сти нашей планеты или другого состава атмосфе-
ры ранней Земли, обеспечивающего сильный
парниковый эффект [26]. У всех этих моделей
есть свои достоинства и недостатки, но ни одна из
них в полной мере не решает парадокс. В то же
время каждая из этих моделей предполагает раз-
ные условия для существования первичной био-
сферы. Похоже, что выбор наиболее оптималь-
ной модели ранней Солнечной системы будут
осуществлять биологи, а не физики. Подробно
пути решения парадокса слабого молодого Солн-
ца были рассмотрены в работах [1, 2, 24, 26, 27]. В
этой работе обратим внимание на аспекты, кото-
рые могли оказаться существенными для разви-
тия биосферы.

При рассмотрении вопроса об условиях суще-
ствования ранней биосферы Земли существен-
ным может быть не только изменение солнечной
светимости, но и изменение спектра солнечного
излучения. При прохождении солнечного излу-
чения сквозь современную земную атмосферу на
рэлеевское рассеяние приходится примерно 30%.
Из них треть излучается в космос, т. е. примерно
10% теряется. Так как интенсивность рассеяния
падает с уменьшением частоты излучения, спек-
тральный сдвиг излучения молодого Солнца в хо-
лодную сторону мог бы сэкономить несколько

Рис. 2.  (а) – Парадокс слабого молодого Солнца и эволюционное изменение светимости Солнца. Приведена
болометрическая светимость Солнца за время его эволюции за последние 4,6 млрд лет по стандартной модели
(сплошная линия) и в аппроксимации (пунктирная линия). По оси абсцисс – время, млрд лет, по оси ординат –
изменение солнечной светимости относительно современности (современная светимость принята за единицу). Около
значения 0. 85 (примерно 2.0–2.5 млрд лет назад) отмечена светимость Солнца, определяющая точку замерзания
океанической воды при современном химическом составе океанов и атмосферы Земли [1]. Из графика следует, что
первые 2.0–2.5 млрд лет Земля должна была бы быть замерзшей, однако геологические и палеонтологические данные
показывают, что это не так. Уже 4 млрд лет назад на Земле были океаны жидкой воды. (б) – Спектральный состав
излучения Солнца (точки) и абсолютно черного тела при эффективных температурах, соответствующих
современному Солнцу. По оси ординат – поток излучения на земной орбите, нормированный таким образом, что
максимум потока для абсолютно черного тела равен 1 (согласно работе [2]). Из графика видно, что смещение спектра
излучения молодого Солнца было незначительным и не могло покрыть недостаток поступающей на Землю энергии
из-за тусклости молодого Солнца.
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процентов полученной Землей энергии, а также
повлиять на выбор предпочтительных длин волн,
поглощаемых бактериями. 

Из стандартной модели Солнца следует эво-
люционное возрастание солнечной светимости за
счет увеличения эффективной температуры
Солнца и солнечного радиуса. Поэтому эффек-
тивная температура за 4.6 млрд лет выросла не-
значительно, от 5650 до 5770 К (рис. 2б). Это со-
ответствует спектральному сдвигу примерно в
100 Å, что могло дать лишь небольшую экономию
энергии ранней земной атмосферой в пределах
1.5%. Для нагрева поверхности ранней Земли до
плюсовой температуры этой величины недоста-
точно. Однако даже слабый спектральный сдвиг
мог повлиять на формирование способов перера-
ботки и накопление энергии живыми организма-
ми, например на развитие фотосинтеза.

Для смягчения парадокса слабого молодого
Солнца одним из авторов данной работы
(Е.Г. Храмовой) была предложена гипотеза орга-
нических пленок (как предшественника развитой
биосферы) на поверхности земного океана [2].
Наличие такой пленки нарушает газообмен меж-
ду океаном и атмосферой и вносит изменения в
теплообмен. Химический состав этой пленки мог
быть весьма разнообразным. Пленка, находив-
шаяся на границе раздела фаз, попадала под облу-
чение интенсивным ультрафиолетовым светом
молодого Солнца, которое хорошо пропускала
бескислородная атмосфера. В результате фото-
диссоциации должны были образовываться раз-
личные парниковые газы. В бескислородной ат-
мосфере это в первую очередь метан, в меньших
количествах – углекислый газ, возможно, также
оксиды азота. В процессе насыщения кислоро-
дом непрозрачность атмосферы для ультрафио-
летового облучения увеличивается, и фотолиз ор-
ганической пленки уменьшается. При этом уси-
ливается ее окисление, а выход продуктов
разложения смещается в сторону углекислого га-
за. Следовательно, эта пленка могла быть посто-
янным донором парниковых газов. 

Таким образом, приповерхностный слой ран-
них земных океанов с глобальной органической
пленкой, который активно бомбардировался уль-
трафиолетовым светом, рентгеновскими и кос-
мическими лучами и обладал необходимым гра-
диентом температуры и питательных веществ,
мог стать удачным местом для формирования по-
следующей развитой биосферы. Также в условиях
тусклого молодого Солнца глобальная органиче-
ская пленка могла внести свой вклад в дополни-
тельный нагрев поверхности Земли.

РАНЕЕ СОЛНЦЕ, ОРГАНИЧЕСКИЕ 
ПЛЕНКИ, ФОТОСИНТЕЗ 

И АДАПТАЦИОННЫЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ПЕРВЫХ ЖИВЫХ СИСТЕМ

По-видимому, отбор альтернативных техноло-
гий получения, переработки и накопления энер-
гии первыми живыми организмами также суще-
ственно зависел от активности молодого Солнца.
И не случайно развитие фотосинтеза произошло
не сразу, а в тот момент, когда излучение Солнца
стало более ярким и стабильным. Более того, при
рассмотрении вопроса фотосинтеза возникает
еще один парадокс, который имеет фундамен-
тальное значение при рассмотрении эволюции
биосферы и тоже может быть связан с глобальной
океанской органической пленкой. Он заключает-
ся в несоответствии спектра поглощения хлоро-
филла спектру солнечного излучения. Именно на
длинах волн максимальной интенсивности излу-
чения как современного, так и раннего Солнца в
спектре поглощения хлорофилла наблюдается
провал в области зеленого цвета видимого излу-
чения. Биологи связывают такую ситуацию с не-
обходимостью защиты первых живых организмов
от интенсивного излучения молодого Солнца.
Однако в этом объяснении не выдерживают кри-
тики ни предположение об излишней интенсив-
ности Солнца, ни предположение о защите имен-
но от этой части спектра. Во-первых, как мы уже
рассмотрели выше, излучение молодого Солнца
было крайне тусклым и являлось ценным энерге-
тическим ресурсом. Первые живые организмы
должны были отчаянно конкурировать за него, а
не закрываться от ценного и постоянного источ-
ника поступления энергии. Во-вторых, во время
мощных и длительных вспышек (происходящих
на раннем Солнце постоянно) максимальные
скачки губительной для живых организмов ин-
тенсивности излучения наблюдались в диапазоне
синего, ультрафиолетового и рентгеновского из-
лучения (излучение возрастало от 10 до 1000 раз,
увеличиваясь в более коротковолновой части
спектра). В оптическом же максимуме видимого
зеленого света интенсивность излучения изменя-
лась незначительно, не более 5% [21]. Таким об-
разом, сдвиг максимума поглощения хлорофил-
лов в область максимума нестабильности излуче-
ния Солнца явно не способствовал сохранению и
защите организмов.

Отметим, что проблема несовпадения спек-
тров лежит не в области биохимического синтеза.
Существуют пигменты, которые поглощают в
центральной области видимого спектра (напри-
мер, из групп каротиноидов и фикобилинов).
Спектр поглощения воды (фотосинтез зародился
у организмов, живущих в воде) тоже не объясняет
особенности спектра поглощения хлорофиллов.
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РАГУЛЬСКАЯ и др.

Рис. 3.  Парадокс фотосинтеза. (а) – Спектры поглощения хлорофиллов a и b. (б) – Сравнительные спектры излучения
черного тела и Солнца вне атмосферы Земли и у поверхности Земли. Видно, что именно на длинах волн максимальной
интенсивности излучения как современного, так и раннего Солнца в спектре поглощения хлорофилла наблюдается
провал в области зеленого цвета видимого излучения. В условиях катастрофической нехватки энергии тусклого
молодого Солнца на поверхности ранней Земли, отказ первых фотосинтезирующих организмов максимально
использовать поступающее солнечное излучение в самом стабильном и интенсивном участке спектра является
парадоксальным.

(а) (б)

Длина волны, нм Длина волны, нм

Видимая
областьУФ ИК

По
гл
о
ще
н
ие

Идеальный тепловой излучатель
(абс. черное тело приТ= 5900 К)

Излучение Солнца
вне атмосферы Земли

Излучение Солнца
у поверхности Земли

Хлорофилла

Хлорофиллb

И
нт
е
нс
ив
но
ст
ь 
из
лу
че
н
ия
, 
Вт
/(
м 
·
мк
м)

2

2500

2000

1500

1000

500

0
400 500 600 700 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250

 

Таким образом, существует выраженный па-
радокс несоответствия спектров излучения Солн-
ца и поглощения хлорофиллов физическим усло-
виям на ранней Земле в решении задачи макси-
мальной сохранности живых систем. Рассмотрим
этот парадокс подробнее. 

Фотосинтез – это преобразование энергии
света в энергию химических связей органических
соединений. Сравним спектр поглощения хлоро-
филлов a и b (основных хлорофиллов оксигенно-
го фотосинтеза) со спектром солнечного излуче-
ния (рис. 3). В спектре поглощения хлорофиллы a
и b имеют две интенсивные полосы поглощения в
красной (640–700 нм) и синей (400–450 нм) обла-
стях видимой части спектра. Из рис. 3 очевидно,
что максимумы поглощения хлорофиллов не сов-
падают с областью максимума солнечного спек-
тра у поверхности Земли. Более того, именно в
максимуме интенсивности как современного, так
и раннего Солнца наблюдается провал. Возника-
ет логичное предположение, что в момент фор-
мирования технологии фотосинтеза на поверхно-
сти Земли присутствовало что-то, что поглощало
самое «вкусную», стабильную и легкодоступную
часть солнечного излучения и перекрывало до-
ступ к свету эволюционно новым формам бакте-
рий. И это «что-то» эволюционно существовало
еще до развития фотосинтеза, заняв самую вы-
годную экологическую нишу. В результате пер-
вым фотосинтезирующим организмам пришлось
довольствоваться только доступным источником
света, по краям спектра солнечного излучения. 

Что в водной среде молодой Земли в период
формирования фотосинтеза могло поглощать
солнечное излучение в центральной части види-
мого спектра, оставляя окна прозрачности в крас-
ной и синей части? Самый простой ответ – по-
явившаяся одновременно с возникновением оке-
анов 4 млрд лет назад биогенная или абиогенная
пленка, уже упоминавшаяся в качестве одного из
возможных путей решения парадокса слабого мо-
лодого Солнца. К сожалению, на данный момент
состав этой пленки неизвестен. К тому же этот
состав скорее всего эволюционно менялся под
воздействием окружающих факторов. Но суще-
ствует хорошо изученный современный аналог
той древней пленки – пленка нефтяная.

Спектры поглощения нефтяных пленок при-
ведены на рис. 4а [28]. При уменьшении длины
волны в диапазоне 300–600 нм оптическая плот-
ность нефтяных пленок растет вне зависимости
от сорта нефти. Для излучения свыше 600 нм неф-
тяная пленка толщиной в 1 мкм практически про-
зрачна. Это согласуется с максимумами поглоще-
ния хлорофиллов в красной области, но не объяс-
няет максимум поглощения хлорофиллов в синей
области спектра. 

Для объяснения стоит вспомнить еще одно
свойство органических пленок – флуоресцен-
цию. Спектр флуоресценции нефтяной пленки
имеет один выраженный максимум, который
практически не зависит от длины волны облуча-
ющего ее ультрафиолета, а зависит от толщины и
типа нефти, ее образующей (рис. 4б). При увели-
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чении толщины пленки от 1 до 100 мкм максимум
спектра сдвигается в сторону больших длин волн
на 10–40 нм в зависимости от типа нефти [28]. 

Для сырой нефти различных видов в состоя-
нии пленки максимум флуоресценции располо-
жен в области 420–490 нм при любой длине вол-
ны возбуждения, что практически совпадает с
максимумами спектра поглощения хлорофиллов
(максимум спектра поглощения хлорофиллов
400–450 нм). Так, максимум флуоресценции
пленки ливийской нефти толщиной 10 мкм нахо-
дится в области примерно 430 нм, что соответ-
ствует синему максимуму поглощения хлорофил-
ла a. К тому же под действием ультрафиолета в
поверхностном слое нефтяных пленок происхо-
дят активные одновременные процессы разложе-
ния исходного материала и возникновения новой
органики, например, ароматических соединений
[29]. Они отличаются высокими показателями
преломления и поглощения в близкой ультрафи-
олетовой и видимой областях спектра и могут
служить сырьем для дальнейшего производства
кетонов, альдегидов и кислот ароматического ря-
да, а также многих других органических веществ.

В результате существенной функцией древней
океанической поверхностной пленки оказывает-

ся защита находящихся ниже ее микроорганиз-
мов от разрушительного воздействия жесткого
ультрафиолета и рентгена. Более того, океаниче-
ская пленка, активно разрушающаяся под дей-
ствием ультрафиолетового излучения Солнца,
служила ценным источником различных органи-
ческих веществ. А вариации интенсивности уль-
трафиолетового излучения молодого Солнца
(возрастающие во время вспышек на несколько
порядков величины) обеспечивали биоразнооб-
разие формирующихся живых организмов и био-
систем. При этом аккумулированная энергия ко-
ротковолнового солнечного излучения передава-
лась через флуоресценцию в окружающую среду,
причем на длинах волн, которые смогли исполь-
зовать фотосинтезирующие организмы [30]. 

Таким образом, глобальная океаническая ор-
ганическая пленка вполне могла объяснить осо-
бенности спектров поглощения хлорофиллов.
Она же могла выступить в качестве защиты ран-
них микроорганизмов от рентгеновского излуче-
ния и жесткого ультрафиолетового излучения
активного молодого Солнца и источника необхо-
димых химических веществ. Сопоставление
спектров поглощения и флуоресценции разных
органических пленок, в том числе нефтяных, со
спектрами поглощения хлорофиллов может по-

Рис. 4. Пути решения парадокса фотосинтеза: спектральные характеристики современных аналогов древних
океанических пленок (согласно работе [28]). (а) – Зависимости оптической плотности от длины волны для
нефтепродуктов: бензин (1), дизельное топливо (2), саратовская (3), грузинская (4), шаимская (5) и ливийская (6)
нефти. Для бензина толщина кюветы 100 мкм, для остальных нефтепродуктов – 1 мкм. (б) – Спектры флуоресценции
ливийской нефти (сплошные линии, толщина кюветы 1 и 10 мкм) и саратовской нефти (пунктирная линия, толщина
кюветы 1 мкм) при длине волны возбуждающего излучения 308 нм. Видно, что для сырой нефти различных видов в
состоянии пленки максимум флуоресценции расположен в области 420–490 нм при любой длине волны возбуждения,
что практически совпадает с максимумами спектра поглощения хлорофиллов (максимум спектра поглощения
хлорофиллов 400–450 нм). Можно предположить существование на ранней Земле океанической поверхностной
пленки с функцией защиты от разрушительного воздействия жесткого ультрафиолета и рентгена, а также с функцией
источника различной органики для находящихся ниже ее микроорганизмов. При этом аккумулированная пленкой
энергия коротковолнового солнечного излучения передавалась через флуоресценцию в окружающую среду, причем
на длинах волн, которые смогли использовать фотосинтезирующие организмы.
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мочь существенно расширить и уточнить наши
представления об эволюции климата и состава ат-
мосферы молодой Земли. А учет наличия органи-
ческой пленки как климатообразующего фактора
может внести существенные коррективы как в ре-
шение парадокса слабого молодого Солнца, так и
в современные климатические модели [27, 30]. 

Существуют и другие адаптационные страте-
гии живых систем, имеющие скорее всего не био-
логическую, а физическую природу, и сформиро-
вавшиеся в качестве защитной реакции на актив-
ное вспышечное излучение молодого Солнца и
космические лучи [4]. Например, чрезвычайно
велика роль интенсивного ультрафиолетового из-
лучения молодого Солнца в формировании еди-
ного генетического кода земной биосферы. Фор-
мирующиеся биологические структуры и эколо-
гические системы должны были одновременно
«уметь использовать» ультрафиолетовое излуче-
ние в качестве источника энергии, эффективно
от него защищаться и проходить отбор на устой-
чивость к разрушительному воздействию излуче-
ния молодого Солнца. Благодаря мощному уль-
трафиолетовому излучению раннего Солнца в
формирующейся биосфере одновременно проис-
ходили разные типы отбора: отбор стойких к уль-
трафиолетовому излучению азотистых основа-
ний; отбор нуклеотидов в комплиментарные па-
ры; отбор более длинных и устойчивых молекул
РНК; отбор гомохиральных нуклеотидов (смесь
изомеров менее устойчива к ультрафиолетовому
излучению, чем изомеры с одинаковой хирально-
стью). В результате существующие молекулы
ДНК являются максимально устойчивыми струк-
турами к ультрафиолетовому излучению, хотя не
являются единственно возможными. По-види-
мому, именно ультрафиолетовое излучение мо-
лодого Солнца провело отбор единого кода на-
шей биосферы.

Еще одной адаптационной стратегией могло
являться «сбивание в кучу» и «скручивание».
Первые земные биологические объекты вынуж-
дены были приспосабливаться к жизни в услови-
ях повышенного импульсного излучения молодо-
го Солнца, а для этого пришлось «сбиваться в ку-
чу» и образовывать структурированный кластер.
Такая адаптационная стратегия повышала шансы
для бактерий из центра образования остаться не-
поврежденными при проникающем внешнем из-
лучении. Эти кластеры послужили прообразами
клеток. До сих пор в нашей крови после интен-
сивных рентгеновских вспышек на Солнце крас-
ные кровяные тельца слипаются в кучу, повышая
тем самым свертываемость крови [31]. Кластери-
зация колоний однотипных клеток и передача
«сигнала опасности» также существенно повы-
шала выживаемость. В кластеризированных ко-
лониях клеток условия существования во внут-
ренней и наружной частях биообразования были

различными. Различались по кластеру химиче-
ский состав и условия внешней среды (по край-
ней мере в интенсивности внешних излучений и
доступе к ресурсам). 

Еще одна успешная адаптационная «страте-
гия» древних биологических структур в условиях
импульсного агрессивного Солнца, имеющая чи-
сто физическую природу, – это способность со-
здавать конгломераты из различных видов био-
объектов. Жизнеспособность таких образований
существенно выше не только за счет эффективно-
го совместного использования питательных ре-
сурсов и температурных градиентов, но и за счет
повышения радиационной устойчивости. Как
показано в работах [2, 32], сообщества из различ-
ных видов бактерий выдерживают в 10–12 раз бо-
лее интенсивное облучение, чем каждый из видов
в отдельности.

Столь оптимистичные результаты по радиаци-
онной устойчивости живых организмов суще-
ственно расширяют зону поиска возможной вне-
земной жизни на Марсе, спутниках планет-ги-
гантов внутри Солнечной системы и на
экзопланетах [1, 2]. Астробиологии пытаются
смоделировать типы биосфер, которые могли бы
существовать в условиях пониженной светимости
Солнца и повышенной радиации, одновременно
решая задачу поиска возможной внеземной жиз-
ни и моделирования биосферы ранней Земли.
Потенциально обитаемые спутники Юпитера и
Сатурна подробнее рассмотрены в работе [33]. Из
космических тел Солнечной системы именно ат-
мосфера Титана считается максимально прибли-
женной к атмосфере ранней Земли. В современ-
ных земных условиях организмы используют раз-
личные окислительно-восстановительные пары,
основной из которых является O2→H2O (аэроб-
ное дыхание). Но вполне можно подобрать такую
пару, на которой может быть основана биосфера

Титана. Например, NH4
+→N2; NO3

–→N2,

CH4→CO2 и обратная ей CO2→CH4, SO4
2-→H2S

и множество других. В качестве источника угле-
рода организмы могут использовать метанол, эта-

нол, карбонаты (HCO3
–, CO3

2–), формиат

(HCOO–). Хемолитотрофные организмы могут
быть основой биосферы, снабжая органическими
соединениями гетеротрофов. В качестве возмож-
ных основ для внеземных биологических циклов
особенно часто рассматривают такие процессы,
как метаногенез и метанотрофия. Возможно, ме-
танотрофы были одними из первичных организ-
мов и нашей планеты Земля. 

Открытие планеты земной группы (Прокси-
мы b), вращающейся вокруг звезды Проксима
Центавра, привело к множеству работ, обсужда-
ющих возможные условия на этой планете. По-
скольку в Солнечной системе основные факто-
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ры, определяющие космическую погоду, – это
солнечный ветер и космические лучи, представ-
ляется важным понять, каковы параметры
звездного ветра, галактических и звездных кос-
мических лучей около экзопланет. На основе
имеющихся данных в работе [34] были представ-
лены оценки скорости и плотности звездного
ветра, возможных потоков и флюенсов косми-
ческих лучей около Проксимы b. Мощные и ча-
стые по сравнению с Солнцем вспышки на
Проксиме Центавра могут ускорять частицы до
максимальных энергий порядка 3150 ГэВ, по-
этому интенсивность звездных космических лу-
чей в астросфере экзопланет может оказаться
сравнимой с интенсивностью низкоэнергичных
космических лучей в гелиосфере. В таких усло-
виях гипотетическая внеземная биосфера долж-
на состоять из радиационно устойчивых орга-
низмов.

Таким образом, вопрос об активности молодо-
го Солнца и интенсивности космических лучей в
ранней Солнечной системе оказывается важным
не только для моделирования биосферы ранней
Земли, но и для рассмотрения астробиологиче-
ских вопросов [35]. Последние данные космиче-
ских миссий позволяют расширить поиск жизни
на целый новый класс объектов. В него вошли ле-
дяные спутники планет-гигантов и другие пла-
нетные тела, получающие мало энергии от
материнской звезды из-за далекого от нее распо-
ложения, но благодаря приливному или радиаци-
онному разогреву имеющие подледные океаны,
энергию и химические вещества для создания не
совсем привычных вариантов биосферы.

СОВРЕМЕННАЯ БИОСФЕРА И ДРЕВНИЕ 
АДАПТАЦИОННЫЕ ТЕХНОЛОГИИ

В Солнечной системе в первую сотню миллио-
нов лет ее существования протопланеты находи-
лись в условиях жесткой конкуренции. Одни пла-
неты и астероиды попадали в топку молодой звез-
ды, другие выбрасывались за пределы планетной
системы, третьи путешествовали по системе,
увлекаемые более массивными планетами-гиган-
тами. Внутренние области Солнечной системы
были заполнены большим количеством газа, пы-
ли и планетезималей. Молодые сформировавши-
еся планеты подвергались активной бомбарди-
ровке космическими телами, на поверхности
планет активно действовали вулканы [1, 4]. Все
эти факторы дополнительно понижало количе-
ство и без того тусклого солнечного света, дости-
гающего поверхности планет. Само Солнце при-
обрело схожие с современными особенности ди-
намики и излучательных процессов только к 2.5–
2.0 млрд лет назад. В таких условиях питание от
солнечного света было крайне неэффективно и
нерегулярно, поэтому первым живым организ-

мам необходимо было осваивать другие источни-
ки энергии и способы их накопления.

Одними из первичных длительных хранилищ
энергии в биообъектах ранней Земли являются
полифосфаты – полимеры ортофосфорной кис-
лоты, остатки которой соединены ангидридными
полифосфатными связями. Эти пробиологиче-
ские структуры до сих пор присутствуют, напри-
мер, в клетках современных дрожжей (в виде во-
лютиновых гранул) или в тромбоцитах человека и
высших животных. Сложные органические веще-
ства могли синтезироваться еще в молекулярных
галактических облаках, причем при активном
участии галактических космических лучей. Кос-
мические лучи могли оказывать существенное
влияние и на формирование обменных процессов
в первичной биосфере Земли в условиях нехватки
излучения молодого Солнца.

Первичная биосфера недоступна для прямого
изучения, но имеются аналоги древних биообъ-
ектов, содержащие волютиновые гранулы поли-
фосфатов, которые дожили до наших дней. В ра-
ботах [18–20, 36–41] рассматривался аспект воз-
действия ГКЛ на современные биосистемы. При
длительных мониторингах зафиксированы вари-
ации динамических показателей эталонных кле-
точных структур с волютиновыми гранулами,
статистически значимо совпадающие именно с
вариациями ГКЛ (мониторинг 2000–2013 гг., Sac-
charomyces cerevisiae Y-517, Е.Н. Громозова). Эво-
люционные адаптивные реакции, связанные с
ГКЛ и СКЛ, особенно востребованы в минимуме
цикла солнечной активности, длительных мини-
мумах (подобных Маундеровскому), и при инвер-
сиях геомагнитного поля. Влияние ГКЛ усилива-
ется при длительных минимумах солнечной ак-
тивности и инверсиях геомагнитного поля,
СКЛ – при циклах солнечной активности высо-
кой интенсивности [39].

Влияние солнечной активности и космогео-
физических факторов на биосферу зафиксирова-
но не только на клеточном уровне, но и на попу-
ляционном уровне. В 2003–2015 гг. одновременно
в различных городах от Баку и Киева до Москвы
и Якутска был проведен масштабный онлайн-мо-
ниторинг биомедицинских параметров постоян-
ной группы обследуемых и параметров космиче-
ской погоды. Общая база данных составила более
трех миллионов измерений, собранных по едино-
му протоколу и на идентичном оборудовании. В
результате многолетнего мониторинга во всех го-
родах были выявлены одновременные статисти-
чески значимые изменения биомедицинских па-
раметров обследуемых, связанные с вариациями
солнечной динамики, геомагнитного поля и кос-
мических лучей. Также рассматривалась связь
здоровья обследуемых с вариациями параметров
обычной погоды. Подробно технология междуна-
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родного проекта «Гелиомед» и результаты много-
факторного комплексного анализа данных изло-
жены в работах [1, 36–40].

Одним из изучаемых параметров мониторинга
был кардиосигнал первого отведения электро-
кардиограммы (ЭКГ) в состоянии покоя и после
различных нагрузок, анализируемый в фазовом
пространстве. Схема анализа сигнала в фазовом
пространстве и построение эталонного кардио-
цикла приведена на рис. 5 [38]. Было выявлено,
что наиболее выраженно внешние нагрузки, свя-
занные с вариациями космической и обычной
погоды, проявляются вблизи особых точек около
Q-зубца и S–T-сегмента. Также после вспышеч-
ных процессов на Солнце даже у здоровых людей
наблюдался переход динамики сердца в более ха-
отический режим функционирования [37]. Ста-
тистически значимых изменений R–R-интерва-
лов в зависимости от резких вариаций геомагнит-
ного поля (так называемых «магнитных бурь») у
здоровых людей выявлено не было.

Еще одним результатом мониторинга было
выявление широтных и этнических особенностей
ЭКГ, связанных с вариациями солнечной актив-
ности и космогеофизических факторов. Как ока-
залось, фазовый портрет кардиоцикла является
уникальной характеристикой человека, подоб-
ной отпечаткам пальцев. При этом у близких род-
ственников одного поколения фазовые портреты
в покое различаются незначительно. Аналитиче-
ская программа различала их по измерениям, сде-
ланным после интенсивной физической нагруз-
ки. В результате мониторинга различных этниче-
ских групп, проведенных на медицинском
факультете Российского университета дружбы
народов (138 человек), выявлено, что историче-
ски сформировавшиеся этнические группы в фа-
зовом пространстве демонстрируют схожую со-
вокупность признаков ЭКГ [40]. 

Дополнительный мониторинг пяти семей, на-
считывающих в своем составе четыре поколения,
выявил передачу характерных признаков фазово-

Рис. 5. Схема анализа кардиосигнала в фазовом пространстве: (а) – исходная ЭКГ; (б) – циклы ЭКГ и усреднение в
фазовом пространстве; (в) – восстановленный эталонный кардиоцикл [1]; (г) – сегмент S–T в фазовом пространстве.
Чем более северной является широта этнического происхождения обследуемых, тем короче в их ЭКГ длина S–T-
сегмента и больше коэффициент симметрии Т-зубца. Поскольку в более высоких широтах амплитуда переменного
геомагнитного поля увеличивается, найденные этнические изменения Т-зубца скорее всего являются проявлением
эволюционных процессов адаптации, обусловленной динамикой Солнца, в масштабе всей популяции.
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го портрета ЭКГ по наследству, с попеременной
сменой половой принадлежности наследника в
каждом следующем поколении (мать – сын –
внучка – правнук). 

Обнаружено разделение ЭКГ по «южно-рус-
скому» и «северо-русскому» типу. Выраженное
разделение на «южно-индийский» и «северо-ин-
дийский» тип фазового портрета ЭКГ наблюдает-
ся у граждан различных районов Индии, приехав-
ших в Москву на обучение. У студентов из других
стран также фиксируются этнические отличия
фазовых портретов ЭКГ. На рис. 6а приведены
характерные фазовые портреты кардиоцикла
«южно-русского» (S) и «северо-русского» типа
(N). В ходе дальнейших исследований выявлено
совпадение «южно-русского» и «северо-индий-
ского» типов фазового портрета.

Для определения возможных причин неожи-
данных совпадений фазовых портретов кардио-
цикла в различных этносах, разделенных многи-
ми тысячами километров, было проведено рас-
смотрение миграционных исторических потоков
Евразии. Сравнение результатов мониторинга с
генетической картой мира (рис. 6б), а также вы-
борочные генетические анализы показали, что
представители обнаруженного нами «южно-рус-
ского» и «северо-индийского» типа фазового
портрета ЭКГ принадлежат к гаплогруппе R1a, а
«северо-русского» – к гаплогруппе N3. Таким об-

разом, показано, что характерная сердечная ди-
намика передается по наследству и является гене-
тически детерминированной величиной. Она от-
ражает эволюционную адаптацию человечества
как биологического вида, а также этнические
процессы исторического переселения и смеше-
ния народов.

Характерные этнические совокупности при-
знаков имеют выраженное широтное различие.
Так, чем более северной является широта этниче-
ского происхождения обследуемых, тем короче в
их ЭКГ длина S–T-сегмента и больше коэффици-
ент симметрии Т-зубца. Такая динамика пара-
метров сердечной деятельности характерна для
более активного потребления кислорода миокар-
дом. Поскольку в более высоких широтах ампли-
туда переменного геомагнитного поля увеличива-
ется, найденные этнические изменения Т-зубца
скорее всего являются проявлением эволюцион-
ных процессов адаптации, обусловленной дина-
микой Солнца, в масштабе всей популяции. Воз-
можно, что существенную роль в зафиксирован-
ных реакциях играют волютиновые зерна,
присутствующие в тромбоцитах человека [41].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В процессе своего возникновения и развития
биосфера постоянно находилась под воздействи-

Рис. 6. (а) – Характерные фазовые портреты кардиоцикла «южно-русского» типа (S) и «северо-русского» типа (N);
(б) – генетическая карта Евразии. Характерная сердечная динамика передается по наследству и является генетически
детерминированной величиной. Она отражает эволюционную адаптацию человечества как биологического вида, а
также этнические процессы исторического переселения и смешения народов.

(а) (б)
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РАГУЛЬСКАЯ и др.

ем солнечного излучения и космофизических
факторов. Эти факторы оказывали существенное
влияние на физические условия на ранней Земле,
состав атмосферы и химический состав океанов,
температуру поверхности. Как показали наблю-
дения за солнцеподобными звездами, эволюци-
онная адаптация первых живых систем происхо-
дила в условиях пониженной светимости и повы-
шенной радиационной опасности молодого
Солнца. Вспышечная активность и интенсив-
ность солнечного излучения была на два порядка
выше современной, особенно в ультрафиолето-
вом и рентгеновском диапазоне. Формировавши-
еся живые системы должны были не только про-
тивостоять, но и использовать космогеофизиче-
ские факторы в своем развитии, например, в
отборе единого кода ДНК. В условиях тусклого
молодого Солнца одним из факторов, повышаю-
щих температуру поверхности планеты до геоло-
гически зафиксированных значений, могла стать
глобальная океаническая органическая пленка.
Наличие такой пленки также объясняет спектр
поглощения хлорофилла, который не соответ-
ствует максимуму солнечного излучения. Пленка
защищала находящихся ниже ее микроорганиз-
мы от разрушительного воздействия жесткого
ультрафиолетового и рентгеновского облучения.
При этом аккумулированная энергия коротко-
волнового солнечного излучения передавалась
через флуоресценцию в окружающую среду, при-
чем на длинах волн, которые смогли использо-
вать формирующиеся фотосинтезирующие орга-
низмы. Через 2.5–2.0 млрд лет Солнце вышло на
близкий к современному режим циклической ди-
намики, однако эволюционные адаптационные
механизмы проявляются и в современных живых
системах, от дрожжевых клеток до человека. Во-
прос об активности молодого Солнца и интен-
сивности космических лучей в ранней Солнеч-
ной системе оказывается важным не только для
моделирования биосферы ранней Земли, но и для
рассмотрения астробиологических вопросов воз-
можности существования жизни на спутниках
планет-гигантов и экзопланетах. 
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Galactic Factors, the Young Sun and Earth, and Biophysics of Living Systems
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Institute of Terrestrial Magnetism and Radio Wave Propagation, Russian Academy of Sciences,
Kaluzhskoye shosse 4, Troitsk, Moscow, 108840 Russia 

The factor of the radiation effects of the young Sun and galactic cosmic rays on physical conditions on the
early Earth and is significantly underestimated while studying problems related to the origin and evolution of
the biosphere. This paper reviews the dynamics of solar and galactic processes over 4.56 billion years of the
existence of the solar system. These factors had a significant impact on the formation of adaptive technologies
of living systems in ancient and modern times. The features of the biosphere development on the early Earth
under a faint but more flash-active young Sun are considered. The radiation spectrum of the young Sun and
the paradox of the mismatch between the solar radiation and the chlorophyll absorption spectrum are dis-
cussed. The ways of solving this paradox are proposed. The role of solar radiation when studying models of
the Earth’s early biosphere and hypothetical biospheres of the giant planets satellites and exoplanets is high-
lighted.
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COVID-19 инфекции распыленными растворами динитрозильных комплексов железа с глутати-
оном или N-ацетил-L-цистеином как донорами NO+ может инициировать S-нитрозирование
клеточных протеаз и тем самым подавить вирусную инфекцию. 
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ДИНИТРОЗИЛЬНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ЖЕЛЕЗА 
С ТИОЛСОДЕРЖАЩИМИ ЛИГАНДАМИ: 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ 
И БИОЛОГИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

В настоящее время установлено, что у всех
представителей живого мира – животных и чело-
века, растений и микроорганизмов – фермента-
тивным путем непрерывно продуцируется про-
стейшее соединение монооксид азота (или про-
сто оксид азота, NO), функционирующее в живых
организмах в качестве одного из универсальных
регуляторов разнообразных метаболических и
физиологических процессов [1–3]. Кроме того,
как правило, при повышенных концентрациях
(до 100 микромолей/кг веса животных) оксид азо-
та выступает в качестве одного из основных эф-
фекторов системы клеточного иммунитета.
Есть основание предполагать, что функциони-

рование NO как аутокринного и особенно пара-
кринного эффектора в организме животных и че-
ловека обеспечивается его включением в динитро-
зильные  комплексы  железа  (ДНКЖ)  с
тиолсодержащими (RS-) лигандами [4–6]. Эти
комплексы, существующие в моноядерной и би-

ядерной формах (М-ДНКЖ и Б-ДНКЖ соответ-
ственно) и описываемые соответственно форму-
лами [(RS-)2Fe(NO)2] и [(RS-)2Fe2(NO)4], возни-

кают  в  клетках  и  тканях  животных,
продуцирующих NO и полностью имитируют био-
логическую активность этого агента [5–8]. Говоря
о последнем, представляется целесообразным го-
ворить не только о нейтральных молекулах NO, а о
системе их производных, ответственных за реали-
зацию разнообразных метаболических и физиоло-
гических процессов, т.е. говорить о биологической
системе оксида азота. Есть основание предпола-
гать, что М- и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими ли-
гандами выступают в живых организмах в качестве
важнейшего компонента этой системы. Это пред-
положение основывается на трех выборках экспе-
риментальных данных, касающихся указанных
комплексов. Первая – многочисленная выборка
данных, о которой уже сказано выше, свидетель-
ствующая о разнообразном биологическом дей-
ствии синтезированных химическим путем (экзо-
генных) М- и Б-ДНКЖ, имитирующем биологи-
ческую активность системы эндогенного NO [5–
8]. Вторая выборка – факты, свидетельствующие о
том, что появляющийся в тканях животных оксид
азота практически полностью включается в Б-ДН-
КЖ, обеспечивающих его стабилизацию и, оче-

Сокращения: ДНКЖ – динитрозильные комплексы желе-
за, М-ДНКЖ – моноядерные динитрозильные комплексы
железа, Б-ДНКЖ – биядерные динитрозильные комплек-
сы железа.
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видно, перенос NO к мишеням его биологическо-
го действия [9, 10]. Третья выборка данных демон-
стрирует способность обеих форм ДНКЖ
инициировать превращение включающихся в эти
комплексы нейтральных молекул NO в катионы

нитрозония (NO+) [11–13]. В результате динитро-
зильные комплексы железа с тиолсодержащими
лигандами, как доноры этих катионов, способны
вызывать S-нитрозирование высоко- и низкомо-
лекулярных тиолсодержащих соединений, т.е.
имитировать одно из важнейших проявлений био-
логической активности системы эндогенного
NO – инициирование в живых организмах образо-
вание S-нитрозотиолов.

Следует отметить, что в отличие от моноядер-
ной, парамагнитной формы ДНКЖ с тиолсодер-
жащими лигандами, характеризующейся сигна-
лом электронного парамагнитного резонанса с
gср = 2.03 (так называемого сигнала 2.03), Б-

ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами диамаг-
нитны, т.е. ЭПР-неактивны [14]. Тем не менее их
наличие в тканях животных можно выявить пу-
тем обработки тканей как in vivo, так и in vitro про-
изводными дитиокарбамата (диэтилдитиокарба-
матом или N-метил-D-глюкаминдитиокарбама-
том), способными акцептировать из железо-

динитрозильных ([Fe(NO)2]) групп ДНКЖ их же-

лезо-мононитрозильные ([Fe(NO)]) фрагменты с
образованием ЭПР-регистрируемых мононитро-
зильных комплексов железа с производными ди-
тиокарбамата [9, 10]. 

ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами и дру-
гая форма стабилизация NO в живых организмах
– S-нитрозотиолы (общая формула – RS-NO) –
взаимосвязаны, т.е. взаимоопределяют существо-
вание друг друга. Проявляется это в том, что как
ДНКЖ могут возникать из RS-NO, так и послед-
ние могут появляться в живых организмах в ре-
зультате высвобождения из динитрозильных ком-
плексов катионов нитрозония, взаимодействие
которых с тиолами приводит к образованию RS-
NO [5, 6]. 

В соответствии с развиваемыми нашей груп-
пой представлениями о механизмах образования
ДНКЖ при участии молекулярного NO или RS-
NO, в обоих случаях эти механизмы определяют-
ся реакцией диспропорционирования NO или
RS-NO, т.е. реакцией одноэлектронного взаим-
ного окисления-восстановления этих агентов,
реализующейся после связывания NO или RS-
NO с ионами двухвалентного железа (по две мо-
лекулы на один ион железа), см. схемы 1 и 2: 

Схема 1. Предполагаемая схема образования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами 
в реакции двухвалентного железа, тиолов и газообразного NO [4–6, 15–17].

Схема 2. Предполагаемый механизм образования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами в реакции Fe2+, 
тиолов и RS-NO [15–18].

Приведенные на схемах 1 и 2 механизмы обра-
зования М-ДНКЖ с тиолсодержащими лиганда-
ми подробно рассматриваются в наших предыду-
щих публикациях [15–18]. Здесь же следует отме-
тить, что в обоих случаях образуются одинаковые
по своей электронной и пространственной струк-
туре комплексы, характеризующиеся электрон-

ной конфигурацией железа d7 с соответствующей

резонансной структурой [(RS-)2Fe
+(NO+)2]

+. 

Что касается биядерной формы ДНКЖ (Б-
ДНКЖ) с тиолсодержащими лигандами, показано,
что она образуется при конденсации двух моноядер-
ных форм этих комплексов [14] вне зависимости от
способов синтеза последних при понижении содер-
жания в растворе тиолсодержащих лигандов в соот-
ветствии со схемой обратимого взаимопревращения
М- и Б-ДНКЖ (схема 3) и характеризуется соответ-
ственно резонансной структурой, аналогичной

структуре М-ДНКЖ – [(RS–)2Fe
+
2(NO

+)4]
+4: 

HNO +/( H12NO O2 2+ )

H+

–

–

–

–

–

–

–

–

–

–

RS   +  SR

+RS–

+ RS•–

-– –

–- –

–

–

–

–– •
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Схема 3. Обратимое взаимопревращение М- и Б-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами [14].

Исходя из приведенной выше резонансной
структуры М-ДНКЖ, химическое равновесие
между этими комплексами и составляющими их

компонентами может быть представлено в соот-
ветствии со схемой 4 как

Схема 4. Химическое равновесие между М-ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами 
и составляющими их компонентами [15–18].

Точно такие же компоненты этого набора со-

ставляющих М-ДНКЖ компонентов – Fe2+, NO,

RS-NO и тиолы (RS-) могут высвобождаться из
этих комплексов в зависимости от механизма их
распада. Так, при распаде, вызванном удалением
из М-ДНКЖ двухвалентного железа под действи-
ем соответствующих хелаторов железа, в раствор
в свободном состоянии должны, очевидно, пере-
ходить молекулы NO и катионы нитрозония, гид-
ролиз которых предотвращается их включением в
RS-NO. Это предположение согласуется с резуль-
татами исследований нашей группы, касающихся
взаимодействия ДНКЖ с производными дитио-
карбамата, перехватывающими на себя из этих
комплексов железо-мононитрозильные фраг-
менты [19]. C другой стороны, при распаде, вы-
званном удалением из комплексов молекул NO
[20] в результате их включения в более стойкие
нитрозильные комплексы гемового железа или в
результате связывания молекул NO с анионами
супероксида [21], в раствор в свободном состоя-

нии должны, очевидно, переходить ионы Fe2+ и
катионы нитрозония (точнее, RS-NO). 

КАКИМ ОБРАЗОМ М- И Б-ДНКЖ С ТИОЛ-
СОДЕРЖАЩИМИ ЛИГАНДАМИ МОГУТ 
ПОДАВЛЯТЬ РЕПЛИКАЦИЮ ВИРУСОВ
В ТКАНЯХ И КЛЕТКАХ ХОЗЯИНА

В 80–90-е годы сразу же после установления
роли NO как одного из основных эффекторов си-
стемы клеточного иммунитета началось интен-
сивное изучение влияния этого агента и его доно-
ров на развитие разнообразных инфекционных
патологий, в том числе вирусного происхожде-
ния. К настоящему времени опубликованы сотни
статей и множество обзоров, в которых было по-
казано, что для большинства патологий, вызван-
ных в организме животных и человека вирусной
инфекцией, характерно резкое повышение в
клетках и тканях хозяина уровня оксида азота (в
основном в результате активации синтеза инду-

цибельной NO-синтазы – iNOS или NOS2), ак-
тивных форм кислорода, а также резкое повыше-
ние концентрации разнообразных цитокинов
[22–32]. К настоящему времени установлено, что
именно повышение уровня NO подавляет в клет-
ках хозяина репликацию вирусных РНК и ДНК,
приводит к дезактивации важнейших вирусных
белков, необходимых для воспроизведения виру-
сов, таких как вирусные протеазы, обратные
транскриптазы, факторы транскрипции и др.,
причем эта дезактивация инициируется S-нитро-
зированием в этих белках функционально важ-
ных тиоловых групп. Аналогичный результат был
получен в опытах с использованием экзогенных
доноров NO – S-нитрозо-N-ацетилпеницилла-
мина (SNAP), NONO-атов, нитропруссида на-
трия и даже нитроглицерина. 
Не исключено, что при некоторых вирусных

инфекциях S-нитрозирование не вирусных бел-
ков, а белков хозяина, например, его протеиназ,
может подавлять начальную стадию инфекции.
Последнее может иметь место при вирусных ин-
фекциях, при которых контакт и последующее
слияние вирусов и клеток хозяина могут реализо-
ваться при участии соответствующих белков хо-
зяина.
В 2006 г. была опубликована работа [33], в ко-

торой показано, что М-ДНКЖ с цистеином
сам по себе и в особенности присоединенный
к цистеиновому остатку тетрапептида Leu-Ser-
Tre-Cis, избирательно связывающегося с проте-
азой 2А Coxsackie-B-вируса, полностью подавля-
ет активность этого фермента. Это ингибирова-
ние, наблюдавшееся в экспериментах как на изо-
лированной протеазе А, так и на включенной в
клеточные культуры, было обусловлено S-нитро-
зированием одной из тиоловых групп этого фер-
мента и было полностью обратимым. При обра-
ботке S-нитрозированной протеазы 2А дитиотре-
итолом, перехватывающим на свои тиоловые
группы катионы нитрозония, входившие в состав
белковых S-нитрозотиолов, активность протеазы
А полностью восстанавливалась. Аналогичным

М-ДНКЖ Б-ДНКЖ
–RS–

+ RS–

[ +RS +RS(RS ) Fe (NO ) Fe + NO + NO– – –
2
+ +  2+ +

2

RS-NO
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образом М-ДНКЖ с цистеином сам по себе ини-
циировал S-нитрозирование внутриклеточной
каспазы 3. 

Отмечается, что S-нитрозирование протеазы 2A в
тканях миокарда мышей существенно ослабляло
вирусную инфекцию [34]. 

Как предполагают авторы работы [33], способ-
ность М-ДНКЖ с цистеином вызывать S-нитрози-
рование протеазы 2А была обусловлена существова-
нием обоих нитрозильных лигандов в железо-ди-
нитрозильных группах этих комплексов в форме
катионов нитрозония, которые и инициировали об-
разование S-нитрозотиолов в составе протеазы 2А и
каспазы 3. Такое предположение справедливо лишь
отчасти. В соответствии с результатами наших ис-
следований ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами
эти комплексы могут выступать не только в качестве
доноров катионов нитрозония, обеспечивающих S-
нитрозирование тиолов, но и в качестве доноров
нейтральных молекул NO, причем, как правило, эти
молекулы высвобождаются из ДНКЖ в количестве,
примерно равным количеству высвобождающихся
катионов нитрозония [5–8, 15–18]. Этот феномен
обеспечивается переносом электрона с атома железа
на один из нитрозильных лигандов в резонансной

структуре М-ДНКЖ – [(RS–)2Fe
+(NO+)2]

+ – и пе-

реходом ее в структуру [(RS–)2Fe
2+(NO+)(NO)]+. 

Каким же образом может осуществляться S-
нитрозирование вирусных белков, появляющих-
ся в клетках хозяина при вирусной инфекции,
при включении в эти клетки низкомолекулярных
ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами, одни из
которых – М-ДНКЖ с цистеином – были ис-
пользованы авторами работы [33]? Результаты
многих исследований поведения низкомолеку-
лярных ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами
при их введении в белоксодержащие растворы, в
клеточные культуры или в организм животных
показывают, что в этих системах происходит
быстрый перенос железо-динитрозильных групп
из этих комплексов на тиоловые группы белков с
образованием белковых ДНКЖ. Эти комплексы
могут содержать не только два тиолсодержащих
(белковых) лиганда – два цистеиновых остатка, –
но и включать в себя в качестве тиолсодержащего
лиганда только один из из этих остатков, тогда
как в качестве второго – азотсодержащего лиган-
да – в белковые ДНКЖ могут включаться, напри-
мер, остатки гистидина [35, 36]. Тем не менее и
одного остатка цистеина может оказаться доста-
точно для S-нитрозирования этого белка. Каким
же образом будет осуществляться это превраще-
ние – переход, например, вирусной протеазы –
белка, содержавшего связанный с ним ДНКЖ,
в белок с S-нитрозированными остатками цисте-
ина?

Как уже указывалось в предыдущем разделе,
S-нитрозирование тиолов, вызванное высвобож-
дением из ДНКЖ с тиолсодержащими лигандами
катионов нитрозония, может обеспечиваться рас-
падом этих комплексов либо в результате удале-
ния железа из этих комплексов под действием со-
ответствующих хелаторов железа, либо в резуль-
тате связывания с анионом супероксида
половины нитрозильных лигандов, представлен-
ных в ДНКЖ в форме нейтральных молекул. Та-
кого рода распад белковых ДНКЖ может проис-
ходить естественным путем в клетках, инфициро-
ванных вирусами, без добавления экзогенных
хелаторов железа или доноров супероксидных ра-
дикалов. Во-первых, в условиях интенсивной ре-
пликации вирусов в клетках хозяина возникает
необходимость доставки в эти клетки железа, что
может достигаться производством эндогенных
хелаторов железа, способных разрушать белко-
вые ДНКЖ. Во-вторых, анионы супероксида в
клетках хозяина могут возникать как реакция на
воспалительные процессы, вызванные вирусной
инфекцией. Кроме того, супероксидные радика-
лы могут возникать в результате окисления кис-
лородом ионов двухвалентного железа, высво-
бождающихся из ДНКЖ по механизму положи-
тельной обратной связи (по «взрывному»
механизму). 

Есть основание предполагать, что использова-
ние низкомолекулярных ДНКЖ с тиолсодержа-
щими лигандами при лечении коронавирусной
инфекции может дать наибольший положитель-
ной эффект при ингаляции распыленных (пропу-
щенных через небулайзер) водных растворов
ДНКЖ. Наибольший эффект, естественно, ожи-
дается от такого рода комплексов, наиболее эф-
фективно проникаюших в клетки эпителия тка-
ней дыхательного пути и легкого. В качестве та-
ких комплексов можно рекомендовать ДНКЖ с
N-ацетил-L-цистеином, сравнительно легко
проникающие внутрь клеток [13].

В заключение следует отметить, что использо-
вание газообразного NO, а также агентов, высво-
бождающих NO – S-нитрозотиолов или NONO-
атов, – может приводить к образованию в эпите-
лиальных клетках и клетках легкого, пораженных
корановирусами, образование (в соответствии со
схемами 1 и 2 при участии слабосвязанного внут-
риклеточного железа и эндогенных тиолов) сна-
чала ДНКЖ с низкомолекулярными тиолсодер-
жащими лигандами (в первую очередь, с глутати-
оном), а затем с белковыми тиолами. После этого
механизм S-нитрозирования вирусных белков
может осуществляться по описанному выше ме-
ханизму.

Таким образом ДНКЖ с тиолсодержащими
как доноры катионов нитрозония, способных
инициировать S-нитрозирование вирусных бел-
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ков и белков хозяина, могут подавлять вирусную
инфекцию как на ее начальной стадии, так и на
стадии внутриклеточной репликации вирусов.
Что касается блокады вирусной инфекции ней-
тральными молекулами NO, высвобождающими-
ся из ДНКЖ при действии на них, например, хе-

латоров железа, то в отличие от катионов NO+,
слабо влияющих на клетки хозяина [22–32], мо-
лекулы NO, превращаясь в реакции с суперокси-
дом в весьма токсичный пероксинитрит, могут
оказывать токсическое действие на клетки хозяи-
на, причем более эффективно, чем на патогенные
вирусы [37–45].
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Dinitrosyl Iron Complexes with Thiol-Containing Ligands as Donors of Nitrosonium 
Cations Suppress Viral Infections (Hypothesis)

 A.F. Vanin

Semenov Federal Research Center of Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 

Institute of Regenerative Medicine, Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian 
Federation, Trubetskaya ul. 8/2, Moscow, 119991 Russia

The importance of exploration of the possible antiviral action of dinitrosyl iron complexes with thiol-contain-
ing ligands as donors of nitrosonium cations (NO+) has been discussed throughout the paper. Evidence sug-
gests that inhalation of nebulized dinitrosyl iron complexes with glutathione or N-acetyl-L-cysteine as NO+

donors in a person infected with a virus such as COVID-19 might initiate S-nitrosation of cellular proteases,
thereby suppressing viral infection.

Keywords: dinitrosyl iron complexes, nitrosonium, S-nitrosation, viral infections
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SARS-CoV-2 КАК ВОЗМОЖНАЯ ПРИЧИНА АНТИТЕЛОЗАВИСИМОГО 
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Предложена гипотеза о том, что цитокиновый шторм, возникающий как осложнение у больных
COVID-19, является следствием феномена антителозависимого усиления инфекции, а сам феномен
в свою очередь обусловлен изменением доминантных антигенных детерминант в шиповидном S-
белке вируса SARS-CoV-2. Антителозависимое усиление инфекции – это явление, при котором
связывание вируса с субоптимальными антителами, которые не являются нейтрализующими, ин-
дуцирует проникновение вируса в клетки иммунной системы, что приводит к их массовой гибели.
Явление антителозависимого усиления инфекции показано для ряда коронавирусов. Усиление ин-
фекции в этих случаях может быть спровоцировано изменением антигенных детерминант S-белка.
Такое изменение может приводить, согласно нашей гипотезе, к уменьшению прочности связыва-
ния нейтрализующих антител с вирусом, превращая их в субоптимальные – не нейтрализующие.
Изменчивость линейных и/или конформационных антигенных детерминант S-белка может реали-
зоваться за счет смены конформации и вариабельности ряда аминокислот в этом белке. Эта вариа-
бельность является следствием генетического разнообразия квазивидов. Подобная изменчивость
может вызывать не только структурные изменения в S-белке, но и влиять на динамику смены его
конформаций. Все эти явления могут происходить в процессе вирусной инфекции SARS-CoV-2 и
объяснять тяжелое течении болезни у некоторых зараженных. 

Ключевые слова: COVID-19, коронавирус, SARS-CoV-2, антителозависимое усиление инфекции, АЗУИ,
ADE, шиповидный белок, S-белок, смена конформаций, антигенные детерминанты, смена эпитопов.

DOI: 10.31857/S0006302920040262

Вирусы SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 атакуют
клетки, несущие рецептор ACE2, и вызывают их
заражение. Для вируса SARS-CoV-1, который
изучается с 2002 г. (он вызывает болезнь SARS с
высокой летальностью), известен еще один фено-
мен – он может проникать в клетки иммунной
системы и провоцировать антителозависимое
усиление вирусной инфекции (англ.: antibody de-
pendent enhancement – ADE) [1–4]. Это явление
описано для разных вирусов [5]. Чаще всего оно
наблюдается у вирусов с геномом, представлен-
ным (+)-цепью РНК [6], в том числе и у корона-
вирусов [1, 2, 7–9]. 

АНТИТЕЛОЗАВИСИМОЕ 
УСИЛЕНИЕ ИНФЕКЦИИ

На рис. 1 представлена схема, иллюстрирую-
щая явление ADE. Специфические антитела
(IgG) при ADE формируют несовершенные, не-
достаточно прочные комплексы с вирусом, помо-
гая ему заражать лейкоциты хозяина, несущие ре-
цептор FcγRII [6, 8, 10–13]. Комплекс антитела с
вирусом связывается с FcγRII-рецептором лей-
коцитов и поглощается этими клетками. В норме
этот процесс приводит к разрушению вируса
внутри лейкоцита и выздоровлению, как показа-
но в левой части рис. 1. Однако при патологии ви-
рус, освободившись от антитела, начинает репли-
кативный цикл внутри лейкоцита, как показано в
правой части рисунка [1, 2, 7–13]. 
SARS-CoV-2 (по предварительным данным,

которые пока не прошли верификации) способен

Сокращения: ADE – антителозависимое усиление инфек-
ции (antibody dependent enhancement), RBD – рецептор-
связывающий домен (receptor binding domen). .

УДК 577.11, 577.22
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напрямую проникать в Т-лимфоциты за счет ши-
повидного (S) белка и скорее всего способен уби-
вать эти клетки [14]. Однако возможно, что кроме
этого процесса, по аналогии с SARS-CoV-1 [1–4],
этот вирус за счет комплексообразования с анти-
телами способен инфицировать несущие рецеп-
тор FcγRII лейкоциты CD32+ (такие как моноци-
ты и макрофаги). Этот процесс описан для раз-
ных бета-коронавирусов [1, 2, 7–11] и может
приводить к массовой гибели иммунных клеток
и, как следствие этой гибели, вызывать цитоки-
новый шторм. 

Некоторые категории лейкоцитов обладают
рецептором FcγRII, и благодаря этому связывают
и поглощают комплекс «антитело–вирус» [15].
Нейтрализующие антитела связывают вирус
прочно, вирус внутри лейкоцита не может осво-
бодиться после поглощения комплекса и подвер-
гается разрушению протеазами и РНКазами. Та-
ким образом, комплекс вируса с нейтрализующи-

ми антителами приводит к элиминации вируса из
организма, а комплекс с субоптимальными не
нейтрализующими антителами может приводить
размножению вируса в клетках иммунной систе-
мы, усилению инфекции и цитокиновому штор-
му. Функциональная классификация антител, где
включена категория антител, вызывающих ADE,
предложена в работах [12, 16].

Ключевую роль в патологическом воспали-
тельном процессе, возникающем у пациентов с
COVID-19, по мнению некоторых исследовате-
лей, играют моноциты и макрофаги [17]. Эти на-
блюдения можно объяснить, если предположить,
что вирус при тяжелом течении COVID-19 приоб-
ретает за счет ADE способность инфицировать
эти клетки иммунной системы. Насколько вероя-
тен для SARS-CoV-2 процесс ADE? Патогенез за-
болеваний SARS и COVID-19, по мнению многих
авторов (см., например, работы [3, 18]), связана с
ADE, проявляющемся в инфекции макрофагов и

Рис. 1. Схема антитело-зависимого усиления инфекции для SARS-CoV. Слева показан сценарий «правильного» им-
мунного ответа на бета-коронавирус, когда нейтрализующие антитела способствуют элиминации вируса из организ-
ма. Справа представлен сценарий иммунопатологии, которая возникает при изменении антигена коронавирусов. Ан-
титело-зависимое усиление инфекции наблюдается, когда специфические антитела (IgG) формируют несовершен-
ные комплексы с вирусом. Комплекс антитела с вирусом связывается с FcγRII-рецептором лейкоцитов и поглощается
ими. Далее внутри лейкоцита вирус выходит из эндосомы уже без антитела и начинает репликативный цикл. Можно
предположить, что SARS-CoV-2 тоже вызывает ADE и делает это по сходному механизму. Возможно, что смена ами-
нокислоты в 614-й позиции шиповидного (S) белка отвечает за смену конформации этого белка и в конечном счете за
ADE.

Эволюция вирусных антигенов
Мутации в гене шиповидного ( ) белкаS

Нейтрализующие антитела
стали плохо связывать вирус

Нейтрализующие
антитела

Смена вирусных
квазивидов в популяции

Моноцит/макрофаг
(CD32+)Смена конформации

-домена -белкаRBD S

Fc RII-γ рецептор

Массовая гибель
клеток

Цитокиновый шторм

Инактивация вируса

Выздоровление без осложнений



826

БИОФИЗИКА   том 65   № 4   2020

НЕЧИПУРЕНКО и др.

моноцитов. Эта инфекция является важным эта-
пом в развитии болезни и ее эволюции от легкой
формы до тяжелой с критическими симптомами.
ADE может объяснить наблюдаемое нарушение
регуляции иммунитета, включая апоптоз иммун-
ных клеток, способствующий развитию Т-кле-
точной лимфопении, воспалительный каскад с
накоплением макрофагов, цитокинов и хемоки-
нов в легких, а также цитокиновый шторм у неко-
торых пациентов [19].

Механизм ADE был изучен на примере меня-
ющихся иммунодоминантных антигенных детер-
минант связывающего рецептор домена шипо-
видного (S) белка бета-коронавирусов [2, 9]. 

ХАРАКТЕРИСТИКИ ШИПОВИДНЫХ 
БЕЛКОВ SARS-CoV-1 И SARS-CoV-2

У коронавирусов в их «короне» располагается
шиповидный белок (S-белок). В этом белке есть
рецепторсвязывающий домен (RBD), который
отвечает за связывание одного и того же мем-
бранного клеточного рецептора ACE2 для обоих
вирусов и также является «входной дверью» в
клетку [20]. RBD-домен высокогомологичен у
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 [20].

S-белок может претерпевать в процессе своего
созревания и функционирования ряд существен-
ных трансформаций, которые выражаются в кон-
формационных изменениях. Эти изменения у
разных коронавирусов стали предметом изуче-
ния, которое продолжается уже более десяти лет.
Превращения белка во время клеточного цикла
вируса, включающего протеолитическое расщеп-
ление участка между S1 и S2 субъединицами S-
белка, образование комплекса RBD с рецептором
клетки, «протыкание» мембраны клетки эпите-
лия при помощи пептида слияния (fusion peptide)
и, наконец, проникновение вируса в клетку при
слиянии мембраны вируса и мембраны клетки
довольно подробно описаны в серии работ [21–
24]. Нас будут интересовать только некоторые
этапы функционирования S-белка у SARS-CoV-
2, а именно протеолитический процессинг, свя-
зывание с рецептором, а также связывание с ан-
тителами, которые могут быть подобны участку
рецептора. Эти этапы подробно описаны в рабо-
тах [25, 26]. 

S-белок вируса SARS-CoV-2 функционирует в
виде тримера, он состоит из трех одинаковых мо-
лекул, которые кодируются одним и тем же ге-
ном. Каждая из таких молекул распадается на две
cубъединицы S1 и S2 [26]. Субъединица S1 может
находиться в двух конформациях – открытой и
закрытой: RBD-домен может быть поднят или
опущен. В работе [27] показано, что RBD-домен
S-белка вируса SARS-CoV-2 большую часть вре-
мени находится в закрытом состоянии. Такая

форма белка является слабо иммуногенной. При
приближении к рецептору АСЕ2 домен RBD под-
нимается и связывается с ним, причем связыва-
ние это характеризуется более высокой констан-
той, чем для RBD-домена S-белка вируса SARS-
CoV-1. Как считается в работе [27], для
вируса SARS-CoV-1 более характерна открытая
конформация RBD-домена, а для SARS-CoV-2 –
закрытая. 

Таким образом, одна из субъединиц шиповид-
ного белка способна к значительным конформа-
ционным перестройкам и может существовать по
меньшей мере в двух конформационных состоя-
ниях (см. рис. 2). Заметим, что биофизическое
исследование S-белка SARS-CoV-2 и анализ его
структуры с разрешением в 3.5 Å показали, что
наиболее часто встречается белок, у которого две
из трех S1-субъединиц тримера находятся в за-
крытой конформации, а одна – в открытой [26], в
то время как для SARS-CoV-1 ранее было показа-
но, что чаще всего встречается белок, у которого
две субъединицы тримера находятся в открытой
конформации [28]. Если все три цепи эквива-
лентны, возможны четыре разных конформации
тримера (если хотя бы одна из цепей отличается
от других, таких конформаций может быть во-
семь). Также в работе [27] было показано, что для
активации S-белка вируса SARS-CoV-2 нужно
расщепление протеазой фурин в сайте разреза-
ния, расположенном между субъединицами S1 и
S2. Расщепление может стабилизировать откры-
тую конформацию [27]. Если не все три цепи бу-
дут расщеплены, то появляется еще одна возмож-
ность для разнообразия конформаций тримера.
Однако разнообразие конформаций может не от-
ражаться в разнообразии антигенных детерми-
нант. Не исключено, что разницу в степени проч-
ности связывания с антителами обуславливают
только две конформации S1 субъединицы одной
молекулы S-белка, а именно открытая и
закрытая. 

ГИПОТЕЗЫ О ВЗАИМОСВЯЗИ 
МОЛЕКУЛЯРНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК 
ВИРУСА И ПАТОГЕНЕЗ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

Возможная связь между сменой конформаций в
S-белке и антителозависимым усилением инфек-
ции. Мы предполагаем, что антитела, выработан-
ные на вариант вируса SARS-CoV-2 с одной кон-
формацией шиповидного (S) белка, могут утра-
тить свойство нейтрализовать инфекцию при
смене конформации этого белка и, как следствие,
вызывать ADE. Такие антитела, как было показа-
но для вируса SARS-CoV-1 [8], могут по-прежне-
му связываться с вирусом, но при этом иметь
меньшую аффинность и образовывать менее ста-
бильные комплексы, чем те, которые они образу-
ют с S-белком в другой конформации. В результа-
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те комплекс «антитело–вирус» у SARS-CoV-1 мо-
жет выступать в качестве «троянского коня»,
помогая вирусу проникнуть в моноциты или мак-
рофаги хозяина и запустить в этих клетках ин-
фекционный процесс [1, 8]. 

Замены аминокислот в районе RBD-домена
способны вызывать конформационные измене-
ния S-белка у коронавируса SARS-CoV-1, приво-
дящие к худшему связывания рецептора [29]. Мы
предполагаем, что такого рода замены могут при-
водить у SARS-CoV-2 к ухудшению связыванию
как рецептора, так и антител – и, как следствие,
вызывать ADE.

ADE описано в недавно опубликованной ра-
боте для RBD-домена шиповидного (S) белка
MERS-CoV [9]. Результаты этой работы свиде-
тельствуют о том, что моноклональные нейтрали-
зующие антитела, специфичные к RBD-домену,
опосредуют проникновение вируса в иммунные

клетки, функционально имитируя вирусспеци-
фические рецепторы. Авторы считают, что анти-
тела, направленные против других участков ши-
повидного (S) белка и не связанные с его конфор-
мационными  изменениями,  с  меньшей
вероятностью будут приводить к ADE. Также по-
казана важность дозировки антител, так как сте-
пень ADE зависит от их концентрации. 

По-видимому, должен существовать опреде-
ленный диапазон констант или энергий связыва-
ния, в области которого может возникать ADE.
Если связывание между антителами и вирионом
достаточно прочное, вирус не сможет «выскольз-
нуть» внутри лейкоцита и будет уничтожен. Если
связывание слишком слабое, то антитело не смо-
жет провести вирус в лейкоцит. ADE возникает,
если связывание достаточно прочное, чтобы про-
вести вирус в лейкоцит, но недостаточно проч-
ное, чтобы лейкоцит мог его уничтожить. Заме-

Рис. 2. Субъединицы S-белка в двух конформациях. Каждая молекула белка состоит из двух субъединиц – S1 и S2.
Слева показана открытая конформация с поднятым рецепторсвязывающим доменом. Справа показана закрытая
конформация с опущенным рецепторсвязываюшим доменом; стрелкой указано положение 614-й аминокислоты.
Верхняя часть белка у вируса торчит наружу вириона и составляет вместе с другими S1-субъединицами из тримера S-
белка характерный шип – зубец короны вируса.

Открытая
конформация

Закрытая
конформация

Рецепторсвязывающий
домен

D614G D614G

Трансмембранный домен

Цитоплазматический домен
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тим, что функционально похожие шиповидные
белки существуют и у других вирусов, в частно-
сти, у вируса ВИЧ есть тример Env, который, по-
добно S-белку коронавируса, состоит из двух
субъединиц [30, 31]. Интересно, что описание их
конформационных изменений не всегда произ-
водится посредством выделения отдельных ста-
дий или состояний белка, порой пишут о «пере-
ходных» состояниях и конформационной дина-
мике, которая как раз является решающей в
узнавании шиповидного белка рецептором или
антителом [32]. Поверхностная часть белка Env
ВИЧ подобна субъединице S1 шиповидного бел-
ка короновируса. В процессе развития инфекции
ВИЧ эта часть шипа мутирует и меняет тропизм –
становится способной связываться с разными ре-
цепторами иммунных клеток, что позволяет ви-
русу ВИЧ их заражать. Примеры изучения шипо-
видных белков других вирусов, которое ведется
уже на протяжении десятилетий, может помочь
понять структуру и динамику конформационных
превращений S-белка SARS-CoV-2 [30, 31].

Антигенные детерминанты S-белка изменяют-
ся при смене одной его конформации на другую
[27]. Не исключено, что нейтрализующие антите-
ла хозяина, выработанные на S-белок в одной
конформации, могут в этом случае утрачивать
аффинность к вирусу в другой конформации и
начинать образовывать с ним менее совершенные
и нестабильные комплексы. Мы предполагаем,
что это может приводить к ADE. Есть данные в
пользу того, что только вирус в открытой конфор-
мации (с открытым RBD-доменом) в основном
провоцирует выработку нейтрализующих антител
[27]. В этой же работе высказывается предполо-
жение, что для вируса SARS-CoV-2 более харак-
терна закрытая конформация S-белка, в то время
как вирусу SARS-CoV-1 свойственна открытая
конформация. В то же время стоит отметить,
что реальное внутриклеточное распределение за-
крытых и открытых конформаций S-белков
SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2 требует дальнейшего
изучения.

Если вирус с открытой формой S-белка быстро
элиминируется антителами, то вирус с закрытой
формой хуже связывается с антителами, но, со-
гласно нашей гипотезе, может провоцировать
ADE, вызывая инфекцию моноцитов, макрофа-
гов и дендритных клеток. 

Возможная взаимосвязь между заменой амино-
кислоты D614G и антителозависимым усилением
инфекции. Предполагается, что иммунодоми-
нантные эпитопы в шиповидном (S) белке вируса
SARS-CoV-2 формируют аминокислоты в после-
довательности белка с координатами от 441 до 700
[33]. За переключение антигенной детерминанты
с одного типа на другой в шиповидном белке мо-
жет быть ответственна аминокислота в позиции

614 S-белка. В разных изолятах SARS-CoV-2 часто
наблюдаются замены в этой позиции: с аспараги-
новой кислоты на глицин и наоборот (D614G)
[34]. На рис. 2 мы указали положение 614-й ами-
нокислоты в трехмерной модели шиповидного
(S) белка (см. также работу [26]). Следует заме-
тить, что аспарагиновая кислота находится здесь
на границе участков бета-структуры и левой спи-
рали типа полипролин II (согласно классифика-
ции вторичных структур белков, построенной в
работах [35, 36]). Хотя эта аминокислота находит-
ся на некотором расстоянии от домена RBD,
можно предположить, что ее замена приведет к
изменению общей конформации S-белка и смене
антигенных детерминант (как это наблюдается в
аллостерических белках) или к изменению дина-
мики белка в целом. 

На вариабельность аминокислоты D614G в S-бел-
ке и ее возможную взаимосвязь с патогенезом
COVID-19 обратили внимание исследователи из
Лос Аламоса [34]. В работе [34] эти авторы выдвига-
ют две гипотезы. Согласно первой D614G затрагива-
ет иммуногенный эпитоп вируса. Таким образом,
замена может придавать коронавирусу устойчивость
против приобретенного иммунитета, помогая
ускользнуть от нейтрализующих антител и умень-
шить прочность комплекса антитело-вирус. Вторая
гипотеза предполагает, что мутация затрагивает дру-
гой эпитоп, вовлеченный в ADE. В этом случае
D614G модулирует ADE [34]. Наше предположение
больше согласуется со второй гипотезой вышеупо-
мянутых авторов и добавляет шаг в их логическом
построении гипотетической взаимосвязи между за-
меной аминокислоты и биологическими послед-
ствиями для здоровья больных. Исследователи из
Лос Аламоса предлагают следующую взаимосвязь:
смена D614G→ ADE. Мы можем добавить к этому
предположению следующее: смена D614G→ изме-
нение конформационной структуры и динамики
S-белка→ ADE. 

Не исключено, что такого рода замена амино-
кислоты с одной на другую может приводить к
улучшенному или, наоборот, затрудненному до-
ступу протеаз к участкам протеолитического про-
цессирования S-белка. Некоторые исследователи
полагают, что эффективное разрезание фурином
между S1- и S2-субъединицами может способ-
ствовать преобладанию открытой конформации
S-белка [27]. Таким образом, модулируя доступ
протеазы, аминокислота в определенной пози-
ции S-белка может способствовать преобладанию
в равновесии открытой или закрытой конфор-
мации.

Квазивиды могут обеспечивать адаптивное гене-
тическое разнообразие вирусных вариантов и его
антигенных детерминант, помогающее уходить от
иммунонадзора. При заражении нового хозяина
реально происходит инфекция не одним вариан-
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том вируса, а целой популяцией генетически
близкородственных вариантов, возникающих в
результате мутаций в ходе репликации вируса в
организме предыдущих хозяев [37]. Такая попу-
ляция получила название квазивида. Концепция
квазивидов по отношению к вирусным вариан-
там очень важна, поскольку она помогает понять,
что для ускользания от иммунитета нового вирус-
ного хозяина за счет смены антигенных детерми-
нант вирусу вовсе не обязательно приобретать
новые мутации, он может воспользоваться уже
существующими, которые произошли при репли-
кации у предыдущих хозяев. Например, некото-
рые варианты вирусных квазивидов могут иметь
преимущественно открытую конформацию S-
белка и легко нейтрализоваться антителами ново-
го хозяина, а другие варианты вируса с закрытой
конформацией и худшей аффинностью к антите-
лам могут получить эволюционное преимущество
после неполноценной нейтрализации и инфек-
ции иммунных клеток. 

Возможное объяснение более частого протека-
ния тяжелой формы заболевания у пожилых людей.
С феноменом ADE связано несколько гипотез,
объясняющих протекание заболевания в более

тяжелой форме при COVID-19 у пожилых людей.
Не исключено, что с возрастом происходит имму-
ностарение. В результате этого явления выработ-
ка антител у пожилых идет медленнее, чем у мо-
лодых. К тому времени, когда антитела выработа-
лись в нужном для нейтрализации вируса титре к
вирусу с открытой конформацией S-белка, вирус
с закрытой конформацией S-белка может дать о
себе знать. При этом он может составлять только
малую часть вирусной нагрузки при начальном
заражении. Однако нейтрализующие антитела к
открытой конформации S-белка, достигнув вы-
сокой концентрации, начнут находить этот вирус
с закрытой конформацией S-белка и образовы-
вать с ним нестабильные комплексы. При этом
они могут «затаскивать» вирус в моноциты или
макрофаги, где вирус будет способен реплициро-
ваться. Этот процесс может сопровождаться гене-
рализованным развитием инфекции и цитокино-
вым штормом [38, 39].

В пользу такой гипотезы говорит тот факт, что
количество IgG-антител к S-белку вируса SARS-
CoV-2, обнаруженных в сыворотке 29 госпитали-
зированных и протестированных пациентов, ли-
нейно коррелировало с возрастом больных, и чем

Рис. 3. Схема, иллюстрирующая гипотезу о взаимосвязи молекулярных характеристик S-белка и патофизиологии
заболевания COVID-19
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выше был титр таких антител, тем тяжелее проте-
кала болезнь [40, 41]. Кроме того, обнаружена по-
ложительная и значимая корреляция между ко-
личеством антител в крови и концентрацией мар-
кера воспаления цитореактивного белка C [41].
Гипотеза о взаимосвязи между антигенным дрей-

фом и антителозависимым усилением инфекции. Не
исключено, что ADE может быть обусловлено ан-
тигенным дрейфом, происходящим за счет мута-
ций кодирующего S-белок гена [19, 42], которые
могут приводить к изменению как конформаци-
онных, так и линейных антигенных детерминант.
Тщательный анализ изменчивости аминокислот
в разных белках вируса SARS-CoV-2 в массиве
данных, состоящем из нескольких тысяч после-
довательностей, был проведен в работе [19]. Была
обнаружена взаимосвязь между вариабельностью
аминокислот и их пространственным расположе-
нием на поверхностных антигенных детерминан-
тах вируса. Более доступная для антител часть мо-
лекулы S-белка, а именно S1-субъединица, вклю-
чающая RBD-домен, имеет большее количество
вариабельных амнокислот [19, 43], в то время как
белки, скрытые внутри вирусной капсиды, или
белки, не попадающие в вирусную капсиду, со-
стоят из более консервативных аминокислот [19].
Авторы работы [19] объясняют эту изменчивость
антигенным дрейфом. Вирус меняет аминокис-
лоты, чтобы изменить антигенные эпитопы и
ускользнуть от нейтрализующих антител хозяев.
Такой процесс ускользания, как уже было сказа-
но выше, может сопровождаться ADE. 
Не исключено, что на вариабельность анти-

генных детерминант и на способность менять ан-
тигенные детерминанты влияет гликозилирова-
ние аминокислотных остатков, которое происхо-
дит в S-белке SARS-CoV-2. У этого белка
обнаружены 22 сайта гликозилирования [25].
Идея о том, что вирус использует вариабельные
аминокислоты, конформационные изменения S-
белка и гликановую защиту для ускользания ан-
тител не нова (см. работы [19, 25]). Мы добавляем
к этой идее то, что одним из следствий ускольза-
ния от антител может являться ADE.
Согласно предлагаемой гипотезе нейтрализу-

ющие антитела, выработанные на одну из «от-
крытых форм» S-белка, могут способствовать
ADE при встрече с закрытой конформацией. Ка-
ково соотношение между полностью открытой,
полностью закрытой и промежуточными кон-
формациями S-белка в организме инфицируемо-
го? Этот вопрос изучен недостаточно хорошо. Не
исключено, что некоторые аминокислоты за счет
антигенного дрейфа, меняясь в определенных по-
зициях S-белка, как говорилось выше, могут
сдвигать равновесие таким образом, что полно-
стью открытая конформация будет становиться
термодинамически более выгодной и преобла-

дать. Из литературы мы знаем, что в геном вируса
SARS-CoV-1 могут быть внесены мутации, кото-
рые стабилизируют определенную конформацию
S-белка [28]. Не исключено, что возможен и про-
тивоположный сценарий, а именно: некоторые
аминокислоты за счет антигенного дрейфа, меня-
ясь в определенных позициях S-белка, могут
сдвигать равновесие, делая закрытую конформа-
цию S-белка термодинамически более выгодной
и преобладающей. Каждая такая замена будет
приводить к сменам антигенных детерминант, за
которым может следовать ADE.

Скорее всего вирус с преобладающей закры-
той конформацией S-белка будет являться мало
инфекционным для своих традиционных клеток-
мишеней за счет низкого сродства к рецептору
АСЕ2. Однако можно предположить, что такой
вирус может стать более инфекционным по отно-
шению к иммунным клеткам. 

ВЫВОД ДЛЯ ДИЗАЙНА ВАКЦИНЫ

Если наша гипотеза о том, что вариации анти-
генных детерминант S-белка вируса SARS-CoV-2
могут вызывать антителозависимое усиление ин-
фекции и, как следствие, тяжелое течение болез-
ни COVID-19 верна, то она может быть полезна
для дизайна противовирусной вакцины. Не ис-
ключено, что вакцина, нацеленная на вирусы с
открытой формой S-белка, также может прово-
цировать ADE при появлении в организме чело-
века вируса с закрытой формой этого белка. За-
крытая форма может появиться в результате есте-
ственной инфекции вариантами вируса, у
которого эта форма может быть стабилизирована
генетически. Именно такую вакцину, нацелен-
ную исключительно на открытую форму S-белка,
испытывает компания «Модерна» (Moderna Inc.,
Кембридж, США) и многие другие разработчики
вакцин (см. [19]).

Мы полагаем, что такая вакцина, как и другие
вакцины, нацеленные на S1-субъединицу шипо-
видного белка, могут провоцировать ADE. Это
явление с большей вероятностью может про-
явиться при встрече провакцинированного виру-
сом или генетическим конструктом, экспресси-
рующим S-белок с преобладающей открытой
формой, с реальной инфекцией вирусом, у кото-
рого преобладает закрытая конформация S-бел-
ка. Если наша гипотеза верна, то для общего ре-
шения проблемы очень важно, чтобы вакцина не
была нацелена на RBD-домен и на S1-субъедини-
цу в целом. У вакцины будет меньше шансов
спровоцировать ADE, если она будет нацелена на
S2-субъединицу S-белка или другие консерватив-
ные антигенные детерминанты вирусных белков
(см. работу [43]). 
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Change of Antigenic Determinants of SARS-CoV-2 Virus S-Protein as a Possible Cause 
of Antibody-Dependent Enhancement of Virus Infection and Cytokine Storm

 Yu.D. Nechipurenko*, A.A. Anashkina*, and O.V. Matveeva**, ***

*Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 32, Moscow, 119991 Russia

**Sendai Viralytics LLC, Acton, MA 01720, USA

***Biopolymer Design LLC, Acton, MA 01721, USA

A hypothesis is proposed that the cytokine storm syndrome, which complicates COVID-19 disease in some
patients, is a consequence of antibody-dependent enhancement of viral infection. This enhancement, in turn,
according to our hypothesis, caused by changes of S-protein dominant antigenic determinants. Antibody-de-
pendent enhancement of viral infection is a phenomenon in which the binding of the virus to suboptimal an-
tibodies that are not neutralizing, induces the penetration of the virus into the cells of the immune system,
which leads to their mass death. Antibody-dependent enhancement in these cases can be triggered by a
change in the antigenic determinants of the S-protein. According to our hypothesis, such a change can lead
to a decrease in the binding affinity of neutralizing antibodies to the virus, turning them into suboptimal –
not neutralizing ones. The variability of linear and/or conformational antigenic determinants of the S-protein
can be a result of some changes in its conformation and substitutions of several amino acids in its sequence.
This variability is a consequence of the genetic diversity of quasi-species. According to our hypothesis such
variability of amino acids can cause not only structural changes in the S-protein, but also affect the dynamics
of its conformational changes. If all these phenomena can occur during the SARS-CoV-2 viral infection they
can explain the severe course of the disease in some infected individuals.

Keywords: COVID-19, coronavirus, SARS-CoV-2, antibody-dependent enhancement of infection, ADE, spike 
protein, S-protein, change in conformations, antigenic determinants, variation in epitopes



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /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 /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 <<
    /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 <>
    /RUS ()
  >>
  /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




