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Для модификации гуанидиновой группы остатков аргинина в белках, взаимодействующих с ДНК,
предложено использовать дикарбонильные производные олигонуклеотидов. В ДНК-фрагменты с
включением 2'-амино-2'-дезоксиуридина, полученные с помощью химического автоматического
синтеза, вводили β-дикетогруппу путем ацилирования 2'-аминогруппы 4,6-диоксогептановой кис-
лотой в присутствии водорастворимого N-[3-(диметиламино)пропил]-N′-этилкарбодиимида
(EDC). Продемонстрирована способность олигодезоксирибонуклеотидов, содержащих β-дикето-
группу, вступать в реакции с гуанидином, Nα-Boc-L-аргинином и Nα-Dns-L-аргинином. Введение
такой модификации в одну из цепей 15-звенного ДНК-дуплекса приводит к его дестабилизации.
Впервые показано образование конъюгатов белков MutS и MutL из системы репарации неканони-
ческих пар нуклеотидов E. coli с 17-звенными ДНК-дуплексами, содержащими остаток 2'-дезокси-
2'-(4,6-диоксогептиламидо)уридина. Для повышения селективности модификации остатков арги-
нина в белках ДНК-лигандами с β-дикетогруппой реакционную смесь обрабатывали раствором
гидроксиламина, что приводило к разрушению оснований Шиффа, образованных с участием остат-
ков лизина.

Ключевые слова: модифицированные ДНК, β-дикетогруппа, репарация “мисматчей”, белки MutS и
MutL, конъюгаты ДНК-белок
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ВВЕДЕНИЕ
Сиквенс-специфические ДНК-белковые кон-

такты являются определяющими во многих био-
логических процессах, таких как транскрипция и
ее регуляция, репарация, метилирование и гидро-
лиз ДНК и другие. Для исследования белково-

нуклеиновых комплексов сегодня применяют ряд
методов, которые можно разделить на инстру-
ментальные, молекулярно-биологические и хи-
мические. Инструментальные методы, например,
криоэлектронная микроскопия, рентгенострук-
турный анализ и метод ядерно-магнитного резо-
нанса, применяются для установления структуры
комплексов белков с нуклеиновыми кислотами, а
молекулярно-биологические и химические – в
основном для характеристики отдельных стадий
формирования таких комплексов в процессе
функционирования.

Особое место среди химических методов зани-
мает метод аффинной модификации белков реак-

Сокращения: BSA – бычий сывороточный альбумин;
EDC – N-[3-(диметиламино)пропил]-N′-этилкарбодии-
мид; DTT – дитиотреит, трео-2,3-дигидрокси-1,4-димер-
каптобутан; Un – остаток 2'-дезокси-2'-аминоуридина;
Udiox – остаток 2'-дезокси-2'-(4,6-диоксогептиламидо)ури-
дина; FAM – флуоресцентная метка на основе амидов
карбоксифлуоресцеина. Префикс “d” (дезокси) при обозна-
чении олигодезоксирибонуклеотидов и ДНК-дуплексов
опущен.
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ционноспособными аналогами ДНК, который
позволяет получить дополнительную информа-
цию о структуре специфического комплекса и
фиксировать короткоживущие макромолекуляр-
ные ассоциаты, образующиеся на разных стадиях
ДНК-белкового узнавания. Существует множе-
ство способов ковалентного присоединения мо-
лекул ДНК к белку, наиболее распространенные
из которых основаны на использовании ДНК-ре-
агентов, нацеленных на специфическое взаимо-
действие с остатками цистеина и лизина [1, 2].
Расширение набора эффективных и специфиче-
ских реакций между боковыми радикалами амино-
кислот в составе белка и химически модифициро-
ванными реакционноспособными звеньями нукле-
иновых кислот позволит более системно изучать
особенности белково-нуклеиновых взаимодей-
ствий, оценивать возможность специфического ин-
гибирования этих белков и получать стабильные
ковалентно связанные комплексы белок-ДНК.

Положительно заряженные остатки аргинина
часто располагаются в активных центрах ДНК-
связывающих белков [3]. Для модификации гуани-
диновой группы аргинина используются α- и β-ди-
карбонильные соединения [4–7]. Так как α-дикето-
ны и диальдегиды взаимодействуют также с остат-
ками гуанина [8], то этот тип реагентов не
подходит для изучения НК-белковых комплек-
сов. Реакция производных гуанидина с β-дикето-
нами проходит в щелочной среде (рН 9–11), при-
водит к образованию замещенных пиримидинов
с высоким выходом и широко используется в
синтетической практике [9, 10]. Однако как метод
модификации белков эта реакция описана только
для низкомолекулярных соединений, таких как
2,4-пентандион [4], пропандиаль [5], натриевая
соль нитропропандиаля [11], 4,6-диоксогепта-
новая кислота [12]. Известны примеры синтеза
β-дикето- и β-диальдегидных производных нук-
леиновых кислот [13–16], однако их взаимодей-
ствие с производными гуанидина не описано.

ДНК-реагент для аффинной модификации
белков должен селективно взаимодействовать с
остатками аминокислот белка в составе специфи-
ческого комплекса. В данной работе в качестве
таких реагентов предлагается использовать фраг-
менты ДНК, содержащие β-дикетогруппу при
С2'-атоме углеводного фрагмента. Объектами ис-
следования были выбраны белки системы репара-
ции неканонических пар нуклеотидов (“мисмат-
чей”) в ДНК (MMR) E. coli MutS и MutL.

Для белка MutS имеются данные РСА, демон-
стрирующие, что остатки аргинина непосред-
ственно вовлечены во взаимодействие с ДНК
[17], поэтому MutS является удобной моделью для
валидации нового реагента для аффинной моди-
фикации. ДНК-связывающая область MutL из
Е. coli детально не охарактеризована. Это обу-
словлено тем, что комплекс MutL с ДНК динами-
чески подвижен, однако предполагается, что
остатки Arg162, Arg266 и Arg316 АТФазного и
α-β-“сэндвичевого” субдоменов N-концевого
домена участвуют во взаимодействии с ДНК [18].
Это предположение подтверждают недавние ра-
боты, выполненные для гомологичных белков
MutL из дрожжей (Pms1) и бактерии Aquifex aeoli-
cus, согласно которым остатки аргинина и лизина
этих субдоменов действительно могут быть во-
влечены во взаимодействие с ДНК [19, 20]. В ходе
нашей работы предполагалось выяснить, воз-
можно ли взаимодействие коротких 17-звенных
ДНК-дуплексов с белком MutL из Е. coli, и отве-
тить на вопрос, сближены ли остатки аргинина
белка MutL с ДНК в отсутствие белка MutS.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез фрагментов ДНК, 
содержащих β-дикетогруппу

Впервые были синтезированы фрагменты
ДНК с β-дикетогруппой при С2'-атоме углевод-
ного фрагмента путем постсинтетической моди-
фикации олигонуклеотидов с включением 2'-ами-
но-2'-дезоксиуридина. 2'-Аминосодержащие
олигонуклеотиды хорошо зарекомендовали себя
в наших предшествующих исследованиях, проде-
монстрировав высокую реакционную способ-
ность в реакциях ацилирования [21, 22]. В работе
[12] β-дикетопроизводное антибиотика цефалек-
сина синтезировали ацилированием лактоном,
полученным обработкой 4,6-диоксогептановой
кислоты карбодиимидом. Первоначально для
синтеза олигонуклеотидов с β-дикетогруппой мы
использовали именно эту методику, однако аци-
лирование 2'-аминосодержащего олигонуклеоти-
да лактоном в смеси DMSO-вода при pH 8.5 не
позволяло достичь степени превращения выше
60%. Ацилирование 2'-аминосодержащего олиго-
нуклеотида 4,6-диоксогептановой кислотой в
смеси DMSO-вода в присутствии EDC при рН 9.0
(см. схему 1) дало возможность увеличить выход
продукта реакции до 75–95%.
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Схема 1.

В качестве примера на рис. 1 приведена хрома-
тограмма разделения реакционной смеси, содер-
жащей олигонуклеотид 5'-TCGGAAAGUnC-
CCCTC (1), где Un – остаток 2'-амино-2'-дезокси-
уридина, и продукт его модификации (2). Их
строение подтверждено методом времяпролетной
масс-спектрометрии. Так, рассчитанная масса
олигонуклеотида 5'-TCGGAAAGUdioxCCCCTC
(2), где Udiox – остаток 2'-дезокси-2'-(4,6-диоксо-
гептиламидо)уридина (4655.0) совпадает с вели-
чиной, определенной масс-спектрометрически
(4655.7). В контрольных экспериментах было по-
казано отсутствие в условиях реакции продуктов

ацилирования 4,6-диоксогептановой кислотой и
ее лактоном экзоциклических аминогрупп гете-
роциклических оснований природных олигонук-
леотидов.

Реакционная способность фрагментов ДНК, 
содержащих β-дикетогруппу

Для проверки способности синтезированных
олигонуклеотидов с β-дикетогруппой взаимодей-
ствовать с остатками аргинина использовали
олигонуклеотиды (2) и 5'-TCGGAUdioxAGTC-
CCCTC (3).

Схема 2.

Реакцию олигонуклеотида (2) с гуанидином
(схема 2) проводили в натрий-карбонатном буфе-
ре с концентрацией 0.5 М при pH 8.8 и 0.1 М при
pH 9.2, однако ВЭЖХ и гель-электрофорез в ПААГ
не позволили отделить продукт от исходного произ-
водного олигонуклеотида. Реакционную смесь
анализировали методом MALDI-TOF. Был за-
фиксирован продукт присоединения гуанидина к
олигонуклеотиду (2).

Для упрощения анализа реакционной смеси
нами были использованы гидрофобные произ-
водные аргинина. При проведении реакции β-ди-
кетосодержащего олигонуклеотида (2) с Nα-Вoc-
и Nα-Dns-производными L-аргинина наилучшие
результаты по данным обращенно-фазовой ВЭЖХ
в ион-парном варианте (степень превращения 18
и 15% соответственно) были получены в том же
буфере (рН 9.2).
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Интересно отметить, что олигонуклеотиды с

β-дикетогруппой, очищенные методом электро-

фореза в ПААГ, не вступали в реакцию с модель-

ным соединением – Nα-Boc-L-аргинином. Ана-

лиз олигонуклеотида (3) после очистки в ПААГ

методом масс-спектрометрии показал полное от-

сутствие искомого конъюгата (m/z [M]+ рассчита-

но: 4883.4), а масса основного продукта в анали-

зируемом образце (m/z [M]+ найдено: 4718.0) со-

ответствовала массе продукта присоединения

акриламида к дикетопроизводному олигонуклео-

тида. Таким образом, зафиксировано образова-

ние аддукта с акриламидом в результате C/O-ал-

килирования β-дикетогруппы. Поэтому ПААГ не

применялся для очистки синтезированных β-ди-

кетопроизводных.

Также мы показали, что дикетогруппа не взаи-

модействует с гуанином в составе дуплекса. Для

этого были сформированы ДНК-дуплексы, содер-

жащие гуанозин “напротив” модифицированного

нуклеозида в противоположной цепи. Это позволя-

ет использовать предложенные ДНК-реагенты для

аффинной модификации белков, не опасаясь их

побочной реакции с самой ДНК.

Термическая устойчивость дуплексов с остатком 
2'-дезокси-2'-(4,6-диоксогептиламидо)уридина

Нами впервые методом УФ-спектроскопии

исследовано влияние остатка 4,6-диоксогептано-

вой кислоты, введенного по 2'-аминогруппе 2'-

дезоксиуридина одной из цепей, на термическую

стабильность образованного ею и комплементар-

ным олигодезоксирибонуклеотидом ДНК-дуп-

лекса (табл. 1). Температура плавления дуплексов

(I)–(III) понижается на 6°C при повышении рН

раствора от 6.9 до 9.2. Введение остатка 2'-амино-

2'-дезоксиуридина в одну из цепей дуплекса (I)

приводит к его дестабилизации (ΔTпл 4°C) по

сравнению с немодифицированным дуплексом

(III), что согласуется с данными работ [23, 24]

(рис. 2). 2'-Дезокси-2'-(4,6-диоксогептиламидо)ури-

дин понижает Tпл на 11°C. При модификации 2'-по-

ложения углеводного фрагмента наблюдается изме-

нение гипохромного эффекта, что свидетельствует о

локальном нарушении межплоскостных взаимодей-

ствий гетероциклических оснований.

Рис. 1. Хроматограммы разделения методом обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ в ион-парном варианте:
(а) реакционной смеси, содержащей олигонуклеотид
5'-TCGGAAAGUnCCCCTC (1) и продукт его модифи-
кации (2); (б) реакционной смеси с добавлением исход-
ного 2'-аминосодержащего олигонуклеотида (1).
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Таблица 1. Термическая устойчивость модифицированных ДНК-дуплексов

ДНК-

дуплекс

Структура дуплекса

5'→3'

3'←5'

рН 6.9 рН 9.2

Тпл, °С (±1)  Тпл, °С (±1)  
гипохромный гипохромный 

эффект, % (±1) эффект, % (±1) 

(I)
TCGGAAAGUdioxCCCCTC (2)

TAAGCCTTTCA---GGGGAGTT
52 23 46 13

(II) TCGGAAAGUnCCCCTC (1)

TAAGCCTTTCA GGGGAGTT
59 27 53 24

(III)
TCGGAAAGTCCCCTC  

TAAGCCTTTCAGGGGAGTT
63 26 57 20

-
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Взаимодействие ДНК-лигандов, содержащих 
β-дикетогруппу при С2'-атоме углеводного 

фрагмента, с белком MutS
Белок MutS играет ключевую роль в репарации

“мисматчей”. В случае E. coli он представляет со-
бой гомодимер [17]. MutS действует как сенсор,
сканирующий ДНК в поисках неканонических
пар нуклеотидов и небольших инсерционно-де-
леционных петель [25]. В специфическом ком-
плексе аминокислотные остатки из обеих субъ-
единиц MutS взаимодействуют с ДНК, однако свя-
зывание происходит асимметрично – каждая
субъединица образует множество контактов, но они

различны. Общая площадь поверхности ДНК-бел-

ковых контактов составляет ~1850 Å2 [26]. Боль-
шинство контактов MutS с ДНК являются гидро-
фильными (аминокислотные остатки взаимодей-
ствуют с углеводофосфатным остовом ДНК) и не
зависят от нуклеотидной последовательности.
Благодаря этому MutS способен функциониро-
вать в различных нуклеотидных контекстах [27].

Для аффинной модификации белка MutS бы-
ли сконструированы 17-звенные ДНК-дуплексы
(табл. 2), одна из цепей которых представляла со-
бой олигонуклеотид с единичным включением β-ди-

кетогруппы: 5'-ACTGGTGCTTGGCUdioxGCT (4),

5'-AGCUdioxGCCAGGCACCAGT (5), 5'-ACTUdiox-

GTGCTTGGCAGCT (6), 5'-TCAGCACCCAGG-

GUdioxGCC (7). Нуклеотидная последователь-
ность дуплекса (IV) соответствует последователь-
ности дуплекса, использовавшегося при
кристаллизации комплекса MutS с ДНК [17].
Дуплекс (IV) состоит из олигонуклеотида (4) с
β-дикетогруппой в модифицированном звене

Udiox и ему комплементарного, и содержит G•T-па-
ру (нуклеотид Т в модифицированной цепи), ко-
торую узнает белок MutS. Согласно анализу
структуры комплекса MutS с G•T-содержащей
ДНК (PDB код 1E3M) в программе PyMOL
Viewer, 2'-дезокси-2'-(4,6-диоксогептилами-
до)уридиновое звено в дуплексе (IV) удалено от
остатка Arg500 не более чем на 7 Å, что достаточно
для взаимодействия β-дикетогруппы с остатком
аргинина (схема 3). Для контроля за ходом реак-
ции на 5'-конец ДНК-дуплекса (IV) вводилась ра-

диоактивная 32Р-метка или флуорофор – произ-
водное флуоресцеина (FAM).

Схема 3.
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На первом этапе проводился подбор условий
для аффинной модификации MutS реакционно-
способной ДНК. Варьировали соотношение кон-
центраций ДНК-реагента (IV) и белка. Реакцион-
ную смесь инкубировали при 37°С в течение
30 мин, затем ее анализировали методом гель-
электрофореза в неденатурирующих условиях
(рис. 3). Наибольшая степень комплексообразо-
вания зафиксирована при 5–20-кратном избытке
MutS по отношению к лиганду. Для дальнейших

исследований использовали соотношение ДНК–
белок 1 : 10.

На следующем этапе была изучена кинетика

образования конъюгата белка MutS с 32P-мечен-

ным лигандом (IV). Время реакции составляло от

0.5 до 5 ч. Пробы из реакционной смеси, отобран-

ные через определенные промежутки времени,

анализировали методом гель-электрофореза в де-

натурирующих условиях (рис. 4). Чтобы повы-

Рис. 2. Графики зависимости оптической плотности
растворов ДНК-дуплексов (I)–(III) (кривые 1–3 со-
ответственно) (рН 9.2) от температуры в дифферен-
циальной форме.
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сить эффективность анализа, то есть зафиксиро-

вать продукт реакции и вместе с тем “задержать”

в геле исходную ДНК, использовали комбиниро-

ванный ПААГ, два верхних слоя которого анало-

гичны используемым в классическом гель-элек-

трофорезе по Лэммли, а третий слой представлял

собой 20% ПААГ с 0.1% SDS. В ходе такого анали-

за ДНК оставалась в 20% ПААГ, в то время как

ДНК-белковый конъюгат – в 8% ПААГ. В геле

наблюдалось появление дополнительной зоны,

содержащей радиоактивность и имеющей суще-

ственно меньшую подвижность, чем исходный

ДНК-реагент (рис. 4). Исходя из полученных

данных было решено проводить аффинную моди-

фикацию белка MutS ДНК-лигандами с β-дикето-

группой в течение 3 ч. Инкубирование реакцион-

ной смеси более длительное время не увеличило

значительно выход ДНК-белкового конъюгата.

Образование ковалентно связанного ДНК-

белкового комплекса детектировали по появле-

нию в геле дополнительной зоны белка с мень-

шей подвижностью. Для этого реакционную

смесь, содержащую MutS и пятикратный избыток

5'-FAM-меченного ДНК-дуплекса (IV), инкуби-

ровали 3 ч при 37°С и анализировали методом

гель-электрофореза в денатурирующих условиях.

Свободную ДНК и ДНК в составе конъюгата де-

тектировали в геле по наличию флуоресценции

при 473 нм. Затем гель окрашивали раствором со-

лей серебра для визуализации белка. Наличие

белка и ДНК в зоне с меньшей подвижностью до-

казывало образование ДНК-белкового конъюга-

та (рис. 5).

Для исследования специфичности предложен-

ных нами ДНК-реагентов использовали 5'-FAM-

меченные лиганды (V)–(VI), различающиеся

между собой положением реакционноспособной

группы относительно “мисматча”, что приводит

к изменению расстояния между модифицирован-

ным нуклеотидом в составе ДНК-дуплекса и

Arg500 белка MutS (табл. 2). Дуплексы (V) и (VI)

содержат некомплементарную пару G•T, но в

дуплексе (V), в отличие от (IV), модифицирован-

ный нуклеотид с β-дикетогруппой располагается

в противоположной цепи, содержащей остаток G
“мисматча” на расстоянии 4 нт от 3'-конца. ДНК-

лиганд (VI) аналогичен (IV), но модифицирован-

ный нуклеотид располагается с другой стороны от

“мисматча” G•T. Учитывая индифферентность

MutS к первичной структуре ДНК вокруг

“мисматча” [28, 29], в качестве отрицательного

контроля в реакции “кросслинкинга” использо-

вали ДНК-дуплекс (VII) произвольной последова-

тельности. В этом дуплексе отсутствует некомпле-

Рис. 3. Анализ в 6% ПААГ в неденатурирующих усло-

виях продуктов связывания белка MutS с ДНК-дуп-

лексом (IV) (1 мкМ), содержащим 5'-32Р-метку. Усло-
вия реакции: 30 мин, 37°С. Соотношение концентра-
ций MutS - ДНК 0.5 : 1 (дорожка 1), 1 : 1 (дорожка 2),
2 : 1 (дорожка 3), 5 : 1 (дорожка 4), 10 : 1 (дорожка 5),
20 : 1 (дорожка 6). Дорожка 7 – исходный ДНК-дуп-
лекс (IV). Положение ДНК-белковых комплексов

указано стрелками.

1 2 3 4 5 6 7
ДНК-белковые

комплексы

ДНК

Таблица 2. ДНК-дуплексы для аффинной модификации белка MutS

Расстояние от положения 

модификации до Arg500, Å 

AGCA---GCCAGGCACCAGT 
TCGUdioxCGGTTCGTGGTCA (4)

7

AGCUdioxGCCAGGCACCAGT (5)

TCGA---CGGTTCGTGGTCA 
10

AGCTGCCAGGCACA---AGT 
TCGACGGTTCGTGUdiox TCA (6)

10

GGCA---CCCTGGGTGCTGA 
CCGUdioxGGGACCCACGACT (7)

7

Структура дуплекса

5'→3'

3'←5'

ДНК-дуплекс

(V)

(IV)

(VI)

(VII)
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ментарная пара, то есть он является каноническим.

Вместе с тем, он содержит нуклеотид с β-дикето-

группой в 4-ом положении с 3'-конца “нижней” це-

пи как и в случае ДНК-лиганда (IV).

Установлено, что выход ДНК-белкового конъ-

югата зависит от положения модифицированного

нуклеотида в составе ДНК-дуплекса (рис. 5).

Наибольший выход конъюгата наблюдался при

взаимодействии MutS с ДНК-лигандом (IV), в

комплексе с которым расстояние от β-дикето-

группы до остатка Arg минимально. C увеличени-

ем расстояния от β-дикетогруппы в составе ДНК-

лигандов (V) и (VI) до остатка Arg500 в MutS до

10 Å выход ДНК-белкового конъюгата уменьшал-

ся. На основании полученных данных можно

предположить, что реакция между белком и ли-

гандом в данном случае протекает селективно.

Появление на геле в ряде случаев нескольких зон,

соответствующих ДНК-белковым конъюгатам,

может быть обусловлено взаимодействием двух

молекул 5'-FAM-меченного ДНК-фрагмента с

белком. Известно, что белок MutS предпочти-

тельнее образует комплексы с двуцепочечными

ДНК-фрагментами, содержащими “мисматч”,

чем с каноническими дуплексами. Меньшая эф-

фективность образования продуктов реакции ко-

валентного связывания MutS с дуплексом (VII)

произвольной последовательности без пары G•T

Рис. 4. Зависимость выхода конъюгата белка MutS (10 мкМ) с ДНК-лигандом (IV) (1 мкМ), содержащим 5'-32Р-метку,
от времени при 37°С: (а) анализ продуктов реакции в денатурирующем ПААГ (электрофореграмма); дорожка К – ис-
ходная ДНК; над дорожками геля указано время реакции; положение ДНК-белкового конъюгата указано стрелкой;
(б) график зависимости выхода продукта от времени протекания реакции; на графике приведено стандартное откло-
нение от среднего значения.
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Рис. 5. Анализ в денатурирующем ПААГ, содержащем SDS, продуктов ковалентного связывания белка MutS (1 мкМ)
с 5'-FAM-меченными ДНК-дуплексами (IV)–(VII) (5 мкМ). Условия реакции: 3 ч, 37°С. Электрофореграммы: (а) де-
тектирование зон по флуоресценции ДНК; (б) окрашивание геля раствором солей серебра. Дорожка М – маркер мо-
лекулярной массы белков, дорожки 1 и 2 – белок MutS и ДНК-фрагмент (V) соответственно. Остальные дорожки –
реакционные смеси, содержащие MutS и ДНК-дуплексы (IV)–(VII) (указаны над дорожками геля). Положение ДНК-
белковых конъюгатов указано стрелками.
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по сравнению с дуплексом (IV) подтвердила эти данные.
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Схема 4.

В работе [4] показано, что соединения, содер-
жащие β-дикетогруппу, способны, помимо
остатка аргинина, модифицировать в белках
остаток лизина. Особенность реакции с амино-
группой лизина состоит в том, что ее продукт может
быть разрушен при воздействии гидроксиламина
(схема 4). Для проверки селективности реакции по

отношению к остаткам Arg 32Р-меченный дуплекс
(IV) инкубировали 3 ч с MutS, затем в реакцион-
ную смесь добавляли раствор гидроксиламина и
выдерживали 15 мин при 37°С. Анализ в ПААГ в
денатурирующих условиях показал наличие бел-
ково-нуклеинового конъюгата, однако его выход
уменьшился (рис. 6). Следовательно, предложен-
ный нами ДНК-лиганд с β-дикетогруппой дей-
ствительно взаимодействует с остатком аргини-
на. Вероятно, модифицированный ДНК-лиганд
(IV) также способен взаимодействовать с одним
из остатков лизина MutS. Например, остаток

Lys496 сближен с тем же участком углеводофос-
фатного остова ДНК, что и Arg500 [17].

Взаимодействие ДНК-лигандов 
с β-дикетогруппой с белком MutL

После образования специфических контактов
с “мисматч”-содержащей ДНК белок MutS свя-
зывает белок MutL, который в свою очередь вы-
полняет функцию молекулярного координатора
остальных участников системы репарации, таких
как β-“зажим” (β-субъединица ДНК-полимера-
зы III), хеликаза UvrD и, в случае E. coli, никую-
щая эндонуклеаза MutH [30–32]. Показано, что
гомологи белка MutL способны связывать как од-
ноцепочечную, так и двуцепочечную ДНК вне за-
висимости от наличия “мисматча” [33–35]. Со-
гласно современным представлениям, ДНК-свя-
зывающий центр MutL находится в N-концевом
домене белка [36]. Считается, что основные ами-
нокислотные остатки двух субдоменов MutL –
АТФазного и α-β-“сэндвичевого”, образуют по-
ложительно заряженную полость, в которой про-
исходит связывание ДНК. Эта гипотеза была
предложена для дрожжевого аналога MutL –
Pms1 и подтверждена с помощью ограниченного
протеолиза ДНК-белкового комплекса и методом
“футпринтинга” с помощью гидроксил-радика-
лов [19]. Недавно такая положительно заряжен-
ная полость была обнаружена в кристаллической
структуре N-концевого домена белка MutL из
бактерии Aquifex aeolicus [20]. Установлено, что
входящие в ее состав остатки Arg156, Lys158,
Arg259 и Lys265 необходимы для эффективного
связывания ДНК. Кроме того, показано, что му-
тантная форма MutL из E. coli с заменами на Glu
остатков Arg162, Arg266 (АТP-азный субдомен) и
Arg316 (α-β-“сэндвичевый” субдомен) не способ-
на взаимодействовать с ДНК [18, 37, 38].

Эффективность комплексообразования MutL,
как и других ДНК-связывающих белков, опреде-
ляется длиной ДНК: чем протяженнее ДНК, тем
стабильнее ДНК-белковый комплекс [20, 39].
Используя стандартный метод “торможения” в
геле в неденатурирующих условиях, нам не уда-
лось, в отличие от MutS, зафиксировать комплекс
MutL E. coli с 17-звенными ДНК-дуплексами. Ра-

Рис. 6. Анализ в денатурирующем ПААГ продуктов
ковалентного связывания белка MutS (10 мкМ) с 5'-
32Р-меченным ДНК-дуплексом (IV) (1 мкМ). Усло-
вия реакции: 3 ч, 37°С. Дорожка 1 – исходная ДНК,
дорожка 2 – реакционная смесь, содержащая MutS и
ДНК-дуплекс (IV), дорожка 3 – реакционная смесь,
содержащая MutS и ДНК-дуплекс (IV), после добав-
ления раствора гидроксиламина.
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ДНК

1 2 3
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нее по изменению сигнала поляризации флуорес-
ценции было показано взаимодействие MutL
E. coli только с 41-звенным дуплексом [18]. Мы
предприняли попытку ковалентной фиксации

MutL с помощью 5'-32Р-меченных дуплексов
(IV)–(VI) в условиях, подобранных для MutS:
10-кратный избыток ДНК-реагента по отноше-
нию к MutL, 37°С, 3 ч. Буфер, согласно рекомен-
дациям [37], не содержал в своем составе KCl. В
ходе аффинной модификации белка ДНК-реа-
гентами с β-дикетогруппой нам удалось получить
конъюгаты МutL с ДНК, то есть впервые показать
взаимодействие MutL из Е. coli с короткими 17-звен-
ными ДНК-дуплексами и продемонстрировать вза-
имодействие ДНК с остатками аргинина в ДНК-
связывающем центре этого белка.

Несмотря на низкую эффективность процес-
са, образование продуктов аффинной модифика-
ции MutL наблюдалось для всех ДНК-дуплексов,
независимо от местоположения химически ак-
тивной группы по отношению к G•T -паре, а так-
же для дуплекса (VII) без “мисматча” (рис. 7). Та-
ким образом, в отсутствие MutS взаимодействие
MutL с ДНК носит неспецифический характер,
что согласуется с данными работ [33–35].

Как и в случае MutS, была исследована cелек-
тивность предложенных 17-звенных ДНК-реа-
гентов по отношению к остаткам аргинина в
MutL. При обработке раствором гидроксиламина
реакционной смеси, содержащей ДНК-белковый
конъюгат, после 3 ч инкубации его выход снижал-
ся примерно в 2 раза (данные не приведены). Этот
результат свидетельствует о возможном взаимо-
действии модифицированного ДНК-лиганда
также с остатками лизина в MutL.

В заключение следует отметить, что нами
впервые предложено использовать дикарбониль-
ные производные олигонуклеотидов для моди-
фикации гуанидиновой группы остатков аргини-
на в белках, взаимодействующих с ДНК. Была
продемонстрирована способность фрагментов
ДНК, содержащих β-дикетогруппу, вступать в ре-

акции с гуанидином, Nα-Boc-L-аргинином и Nα-
Dns-L-аргинином. Впервые показано образова-
ние конъюгатов белков MutS и MutL из системы
репарации неканонических пар нуклеотидов
E. coli с 17-звенными ДНК-дуплексами, содержа-
щими остаток 2'-дезокси-2'-(4,6-диоксогептил-
амидо)уридина. Несмотря на невысокий выход
конъюгатов ДНК с белками, дуплексы с β-дике-
тогруппой – это первый пример ДНК-реагентов,
которые могут взаимодействовать с остатками ар-
гинина. Для повышения селективности реакции
аффинной модификации белка можно использо-
вать обработку реакционной смеси гидроксил-
амином, что позволит исключить побочную реак-
цию ДНК-лигандов, содержащих β-дикетогруп-
пу, с аминогруппой остатка лизина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы: 4,6-диоксогептановая кислота, Nα-
Dns-L-аргинин, DMSO, N-[3-(диметиламино)про-
пил]-N'-этилкарбодиимид (EDC), ADP, ампицил-
лин, рифампицин (Sigma-Aldrich, США); трео-2,3-
дигидрокси-1,4-димеркаптобутан (дитиотреит,

DTT), Nα-Boc-L-аргинин (Fluka, Швейцария);
SDS, Трис, N-2-гидроксиэтилпиперазин-N′-2-
этансульфоновая кислота (HEPES), EDTA, глицин
(Хеликон, Россия); наборы белков–маркеров моле-
кулярной массы PageRuler™ (10–200 кДа), набор
ДНК–маркеров молекулярной массы GeneRuler™
(1000 п.о.) (ThermoFisher Scientific, США); бром-
феноловый синий (Reanal, Венгрия); Ni-NTA-
агароза (Novagen, Германия). Мини-колонки и
микро-колонки для гель-фильтрации: NAP-5,
NAP-10, Ultra MicroSpin G-50 (GE HealthCare,
США).

Ферменты. Т4-полинуклеотидкиназа – ком-
мерческий препарат производства “ThermoFisher
Scientific”, США. Рекомбинантные белки MutS-
(Δ801-853) и MutL дикого типа выделены из куль-
туры клеток E. coli (штамм HMS174(λDE3)) мето-
дом аффинной хроматографии на Ni-NTA-агаро-
зе по стандартной методике [40] с дальнейшим
диализом в буфере, содержащем 10 мМ HEPES-
KOH (pH 7.9), 1 мМ EDTA, 200 мМ KCl, 10% гли-
церина. Плазмидные конструкции, несущие гены
белков, были любезно предоставлены проф.
П. Фридхоффом,Университет имени Ю. Либиха,
Германия (P. Friedhoff, Justus Liebig University,
Germany).

Модифицированные олигодезоксирибонуклео-
тиды и олигодезоксирибонуклеотиды природного
строения синтезировали на автоматическом син-
тезаторе ДНК/РНК ASM-2000 (БИОССЕТ, Рос-
сия) по стандартному регламенту амидофосфит-
ного синтеза с применением коммерческих реа-
гентов (Glen Research, США). Для получения

Рис. 7. Анализ в денатурирующем ПААГ продуктов
ковалентного связывания белка MutL (10 мкМ) с 5'-
32Р-меченными ДНК-дуплексами (1 мкМ): (V) (до-
рожка 2), (IV) (дорожка 3), (VI) (дорожка 4) и (VII)
(дорожка 5). Дорожка 1 – исходный ДНК-дуплекс
(V). Условия реакции: 3 ч, 37°С.

Конъюгат

MutL-ДНК

ДНК

1 2 3 4 5
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олигонуклеотидов с включениями 2'-дезокси-2'-
аминоуридина использовали 5'-O-диметокситри-
тил-2'-трифторацетамидо-2'-дезокси-3'-(N,N-ди-
изопропиламидо)цианэтилфосфит уридина
(ChemGenes, США). Масс-спектры олигонук-
леотидов регистрировали на масс-спектрометре
Bruker Microflex MALDI-TOF (Германия). В ка-
честве матрицы использовали смесь 3-гидрокси-
пиколиновой кислоты и гидроцитрата аммония.

ВЭЖХ-анализ реакционных смесей, получен-
ных при синтезе олигонуклеотидов, контроль чи-
стоты и анализ продуктов их взаимодействия с
низкомолекулярными соединениями проводили
методом обращенно-фазовой ВЭЖХ в ион-пар-
ном варианте на хроматографе фирмы “Waters”
(США). Использовали колонку 4.6 × 250 мм с
сорбентом Luna С-18(2) (размер частиц 5 мкм).
Условия аналитического разделения: температу-
ра колонки 45°С; элюент 48 мМ калий-фосфат-
ный буфер (pH 7.0), содержащий 2 мМ дигидро-
фосфат тетрабутиламмония, специально рассчи-
танный градиент ацетонитрила: 5–19.6% за
1 мин, 19.6–22.2% за 4 мин, 22.2–23.4% за 5 мин,
23.4–24.5% за 10 мин, 24.5–25.7% за 20 мин (шаг
элюции 1 звено в мин) и 5–21.2% за 1 мин, 21.2–
23.8% за 4 мин, 23.8–25.0% за 5 мин, 25.0–26.1%
за 10 мин, 26.1–27.3% за 20 мин (шаг элюции 2
звена в мин); скорость потока 1 мл/мин.

Получение модифицированных олигонуклеоти-
дов (2)–(7), содержащих остаток 2'-дезокси-2'-
(4,6-диоксогептиламидо)уридина. К раствору 4,6-
диоксогептановой кислоты (1 мг, 6.3 мкмоль) и
циклогексилкарбодиимида (1 мг, 6.0 мкмоль) в
50 мкл DMSO добавляли 4 нмоль олигонуклеотида,
содержащего 2'-дезокси-2'-аминоуридин, в 100 мкл
натрий-карбонатного буфера (0.1 М, pH 9.2), вы-
держивали в течение 16–18 ч. Затем проводили
гель-фильтрацию раствора на колонке NAP-5. Ре-
акционную смесь анализировали методом ВЭЖХ,
строение подтверждали методом MALDI-TOF.

Изучение возможности образования ковалент-
ной связи между тяжами ДНК-дуплекса, содержа-
щего β-дикетогруппу. Смешивали 1.6 нмоль оли-
гонуклеотида (2) и 2.2 нмоль комплементарного
олигонуклеотида 5'-TTGAGGGGACTTTCCGAAT,
5 мкл 2 М раствора NaCl и добавляли воду до объ-
ема 150 мкл. Смесь нагревали до 80°С и оставляли
охлаждаться до 20°С. Затем добавляли 100 мкл на-
трий-карбонатного буфера (0.1 М, pH 9.2), инку-
бировали 2 сут, проводили гель-фильтрацию на
колонке NAP-5. Продукты реакции анализирова-
ли методом ВЭЖХ.

Реакция олигонуклеотидов, содержащих β-ди-
кетогруппу, с гуанидином и производными амино-
кислот. К 4 нмоль олигонуклеотида (2), (3) добав-

ляли раствор 1 мг гидрохлорида гуанидина (Nα-Boc-

L-аргинина, Nα-Dns-L-аргинина) в 30 мкл буфера.
При проведении реакции с гуанидином использо-

вали натрий-карбонатный буфер с концентрацией
0.5 М при pH 8.8 и 0.1 М при pH 9.2, а с Dns-аргини-
ном только последний (0.1 М, pH 9.2). С Boc-ар-
гинином кроме карбонатного буфера (0.5 М,
pH 8.8 и 0.1 М, pH 9.2) использовали также 0.1 М
калий-фосфатный (pH 9.0) и 0.1 М Трис-борат-
ный (pH 8.2). Реакционные смеси инкубировали
16–18 ч, проводили гель-фильтрацию на колонке
NAP-5 и анализировали ВЭЖХ. Времена удержи-
вания продукта присоединения Boc-аргинина и
Dns-аргинина к олигонуклеотиду (2) составляют
17.8 и 18.9 мин соответственно, исходного олиго-
нуклеотида (2) – 15.9 мин. Наличие продукта ре-
акции подтверждали методом спектрометрии
MALDI TOF. Для продукта присоединения к оли-

гонуклеотиду (2) гуанидина m/z [M]+ найдено:

4669.6, рассчитано: 4669.0; Nα-Boc-L-аргинина –

m/z [M]+ найдено: 4884.9, рассчитано: 4684.4.
В случае Dns-аргинина продукт присоединения
выделить не удалось.

Зависимость устойчивости ДНК-дуплексов от
температуры изучали на спектрофотометре Hita-
chi U-2900 (Япония). Использовали термостати-
руемые кварцевые кюветы Hellma (Германия) c
длиной оптического пути 10 мм. УФ-поглощение
фиксировали при длине волны 260 нм, соблюдая
следующий температурный режим: термостати-
рование при 25°С – 16 мин, нагрев от 20 до 80°С –
120 мин. Измерение проводили в двух растворах:
0.01 М калий-фосфатный буфер pH 6.9 c 0.1 М
NaCl и 0.1 М натрий-карбонатный буфер pH 9.2 c
0.1 М NaCl. Концентрация дуплексов составляла
1 мкМ.

Для введения 5'-32P-метки 30–40 пмоль ДНК-
фрагмента инкубировали в 10 мкл 50 мМ буфера
Трис-HCl (pH 7.6), содержащего 10 мМ MgCl2,

5 мМ DTT, 100 мкМ спермидин и 0.3 мкМ

[γ-32P]ATP, с Т4-полинуклеотидкиназой (1 ед. акт.)
в течение 1 ч при 37°С. После проведения реак-
ции смесь очищали с помощью гель-фильтрации

на колонке Ultra MicroSpin G-50. 32P-Меченные
и немеченые ДНК-дуплексы формировали пу-
тем последовательной денатурации-ренатура-
ции комплементарных цепей в соотношении 1 : 1.

Комплексообразование белка MutS с ДНК-дуп-
лексом (IV). Смеси 32P-меченного ДНК-дуплекса
(IV) (5 пмоль) с белком MutS (5–100 пмоль) инку-
бировали в 20 мМ буфере HEPES-KOH (pH 8.0),
содержащем 125 мМ KCl, 1 мМ ADP, 5 мМ MgCl2,

1 мг/мл BSA, 1 мМ ДТТ, при 37°С в течение
20 мин. Затем пробы анализировали методом
электрофореза в 6% ПААГ (18 × 22 × 0.15 см), со-
держащем 5.81% акриламида и 0.19% N,N′-мети-
ленбисакриламида в буфере, содержащем 40 мМ
Трис-CH3COOH (pH 7.5), 1 мМ EDTA, в течение

3 ч при температуре 4°С при силе тока 15 мА и на-
пряжении 100 В (напряженность поля 4.5 В/см).
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Визуализацию в геле зон, содержащих 32P- и
FAM-метку, и обсчет данных проводили на прибо-
рах FLA-3000 (Fujifilm, Япония) и Typhoon FLA
9500 (GE HealthCare, США), используя компью-
терные программы AIDA (Automatic Imaging Data
Analysis Program) и ImageQuant TL (GE Health-
Care, США).

Аффинная модификация белков MutS и MutL
реакционноспособными ДНК-дуплексами. Белок
MutS или MutL (количество варьировали от 10 до
100 пмоль) инкубировали в 10 мкл буфера 20 мМ
HEPES-KOH (pH 8.0), содержащего 125 мМ KCl,
1 мМ ADP, 5 мМ MgCl2, 1 мг/мл BSA, 1 мМ DTT

(в случае белка MutL буфер не содержал KCl), с
меченным ДНК-дуплексом (количество варьиро-
вали от 5 до 50 пмоль) при 37°С в течение 0.5–5 ч.
Продукты реакции анализировали в денатуриру-
ющем ПААГ (толщиной 1 мм) в 25 мМ буфере
Трис-HCl, содержащем 250 мМ глицин (pH 8.3),
0.1% SDS при напряженности поля 14 В/см. Кон-
центрирующий гель имел в своем составе 0.125 М
Трис-НСl (рН 6.8), 4% акриламида, 0.1% N,N '-
метиленбисакриламида, 0.1% SDS. Разделяющий
гель состоял из двух слоев. Верхний содержал
0.375 М Трис-НСl (рН 8.8), 8% акриламида, 0.5%
N,N′-метиленбисакриламида, 0.1% SDS; нижний –
0.375 М Трис-НСl (рН 8.8), 20% акриламида, 1%
N,N′-метиленбисакриламида, 0.1% SDS. Пробы
наносили на гель в 20 мкл 50 мМ буфера Трис-
HCl (pH 6.8), 2.5% SDS, 10% глицерина, 0.5%
β-меркаптоэтанола, 0.01% бромфенолового сине-
го. Перед нанесением на гель пробы прогревали в
течение 5 мин при 95°С. ПААГ с SDS окрашивали
раствором нитрата серебра с помощью набора Pa-
geSilver Silver Staining Kit (ThermoFisher Scientific,
США) по протоколу фирмы-производителя. Экс-
перименты проводили не менее трех раз.

Обработка конъюгатов MutS-ДНК и MutL-ДНК
гидроксиламином. После проведения аффинной
модификации белков MutS и MutL к реакцион-
ным смесям добавляли 1 мкл 2 М водного раство-
ра гидрохлорида гидроксиламина, инкубировали
при 37°С в течение 15 мин и анализировали мето-
дом электрофореза в денатурирующем ПААГ по
методике, описанной выше.
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Synthesis of β-Diketone DNA Derivatives for Affine Modification of Proteins

М. V. Monakhova*, E. A. Kubareva*, Е. А. Romanova*, А. S. Semkina**, D. S. Nabereznov***,
D. N. Rao****, Т. S. Zatsepin*****, and Т. S. Oretskaya*, #
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Diketone DNA derivatives were proposed to modify the guanidine group of Arg in proteins. β-Diketo group

at the C2'-atom of the sugar-phosphate moiety was introduced in DNA by acylation of oligonucleotide pre-

cursors – DNA fragments with 2'-amino-2'-deoxyuridine, obtained by chemical automatic synthesis. The

4,6-dioxoheptanoic acid and water-soluble 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) were

used in the reaction. The ability of oligodeoxyribonucleotides containing 2'-β-diketo group to react with

guanidine, Nα -Boc-L-arginine and Nα-Dns-L-arginine was demonstrated. It is shown that the introduction

of such a modification into one of the strand of 15-mer DNA duplex leads to its destabilization. The conjugate

formation of MutS and MutL proteins from E. coli mismatch repair system with 17-mer DNA duplexes con-

taining the 2'-deoxy-2'-(4,6-dioxoheptylamido)uridine residue was detected for the first time. To increase

the selectivity of DNA ligands with the β-diketo group in reaction with Arg residues of proteins, it has been

proposed to treat the reaction mixture with hydroxylamine solution. Such treatment leads to destruction of

Schiff-bases formed with the lysine residue participation.

Keywords: modified DNA, the β-diketo group, mismatch repair, MutS and MutL proteins, DNA-protein conjugates



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /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 false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /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 false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


