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Гексапептид HLDF-6, соответствующий фрагменту 41–46 (TGENHR46) фактора дифференциров-
ки лейкоцитов HLDF, обладает широким спектром нейропротекторной, нормализующей, анксио-
литической, ноотропной и противоопухолевой активности. На основе его N-ацетил, C-амидной
формы (Ac-TGENHR-NH2, HLDF-6-AA), полученной твердофазным методом, разрабатывается
перспективный препарат с противоопухолевой активностью. Протеолитический гидролиз пептида
HLDF-6-AA в плазме крови изучен с использованием его меченных изотопами водорода производ-
ных. Равномерно меченные тритием и дейтерием образцы пептида HLDF-6-AA были получены с
использованием реакции высокотемпературного твердофазного каталитического изотопного обме-
на при 170°С. Пептид [3H]HLDF-6-AA был получен с молярной радиоактивностью 50 Ки/ммоль и
пептид [2H]HLDF-6-AA со средним включением дейтерия равным 2.90 атомов на молекулу пепти-
да. Протеолитический гидролиз пептида HLDF-6-AA в плазме крови крысы был исследован с ис-
пользованием радиохроматографии. Результатом выполненного в данной работе исследования
явилось установление основного пути его протеолитического гидролиза в плазме крови крысы – от-
щепление с C-конца амида дипептида His-Arg-NH2 (HR-NH2), с периодом полудеградации, состав-
ляющим 35 мин.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейропротекторные и противоопухолевые
препараты пептидной природы характеризуются
высокой эффективностью и чрезвычайно низкой
токсичностью и по этой причине высоко пер-
спективны. Особенностью пептидных препара-
тов является то, что в организме они подвергают-
ся быстрому протеолитическому гидролизу и то,
что образующиеся при этом пептидные фрагмен-
ты обладают собственными спектрами физиоло-

гической активности [1]. Это приводит к тому,
что изменение пути протеолитического гидроли-
за пептида может изменить его физиологическую
активность. Поэтому, актуальным является не
только исследование фармакокинетики пепти-
дов, но и количественный анализ образующихся
из него фрагментов.

Одним из походов к исследованию метаболиз-
ма биологически активных пептидов в организме
является использование их равномерно меченых
образцов, содержащих изотопную метку во всех
аминокислотных остатках [2, 3]. Использование
таких пептидов позволяет выполнить количе-
ственный анализ не только исследуемого пепти-
да, но и всех пептидных фрагментов, образую-
щихся из него в тканях при протеолитическом
гидролизе. Равномерно меченные тритием пеп-
тиды были с успехом использованы для радиоре-

Сокращения: СВ – спилловер-водород; ВТКИО – высо-
котемпературный твердофазный каталитический изотоп-
ный обмен; HFBA – гексафтормасляная кислота; HLDF –
фактор дифференцировки лейкоцитов HLDF; HLDF-6-
AA (Ac-TGENHR-NH2) – ацетил-амидная форма пептида
HLDF-6.
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цепторного анализа, а также в in vivo- и in vitro-ис-
следованиях их метаболизма. Для получения рав-
номерно меченных изотопами водорода пептидов
используется реакция высокотемпературного
твердофазного каталитического изотопного об-
мена (ВТКИО), происходящая без растворителей
при повышенной температуре под действием
спилловер-водорода (СВ) [4, 5].

Реакция ВТКИО представляет несомненный
интерес с точки зрения получения меченных изо-
топами водорода биоорганических соединений,
так как позволяет проводить замещение по асим-
метрическим углеродным атомам без рацемиза-
ции и получать многократно меченные тритием
пептиды, белки и селективные лиганды рецепто-
ров [6–8] с полностью сохраненной биологиче-
ской активностью [9–11]. С использованием ре-
акции ВТКИО был получен целый ряд меченных
тритием пептидов, имеющих молярную радиоак-
тивность во много раз более, высокую, чем у се-
лективно меченных тритием препаратов, полу-
ченных за счет реакции гидрирования или дега-
лоидирования соединений-предшественников
[12]. Использование равномерно меченных три-
тием пептидов делает возможным значительно
повысить чувствительность радиорецепторного
анализа. Реакция ВТКИО позволяет с высокой
эффективностью вводить дейтерий в физиологи-
чески активные пептиды с полным сохранением
их свойств, что делает возможным использование
этих равномерно меченных дейтерием пептидов
для масс-спектрометрического анализа метабо-
лизма пептидов [9, 11].

Ранее на экспериментальных моделях болезни
Альцгеймера и ишемического инсульта было
установлено, что пептид, соответствующий фраг-
менту 41–46 фактора дифференцировки лейко-
цитов HLDF (TGENHR, HLDF-6) обладает вы-
сокой нейропротекторной активностью и обеспе-
чивает практически полное восстановление
когнитивных нарушений при этих патологиях
[13, 14]. Пептид HLDF-6 превосходит современ-
ные нейропротекторные и ноотропные лекар-
ственные средства (пирацетам, нейромидин, ме-
мантин гидрохлорид, мексидол), как по выражен-
ности терапевтического действия, так и по уровню
и спектру комбинированной ноотропной и нейро-
протекторной активности. Пептид HLDF-6 облада-
ет также высокой противотревожной активностью
и свободен от нежелательных побочных эффектов,
присущих бенздиазепинам [15].

Объектом данного исследования является аце-
тил-амидное производное пептида HLDF-6 (Ac-
GENHR-NH2, HLDF-6-AA), которое стало осно-
вой для создания нового фармацевтического пре-
парата, обладающего противоопухолевой и ней-
ропротекторной активностью [16]. Данное сооб-
щение представляет часть проводимых нами

фармакокинетических исследований пептида
HLDF-6-AA в тканях экспериментальных живот-
ных и имеет своей целью установление свойств
меченого пептида, и закономерностей его про-
теолитического гидролиза в плазме крови.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Использование равномерно меченных изото-

пами водорода пептидов, представляет интерес
не только для фармакокинетических исследова-
ний, основанных на использовании меченных
тритием соединений, но и для выполнения масс-
спектрометрических исследований, основанных
на использовании пептидов меченных дейтери-
ем. В настоящее время для анализа пептидных пу-
лов тканей наиболее широко используется масс-
спектрометрия (МС). Однако этот метод имеет
существенные ограничения при проведении фар-
макокинетических исследований. Это связано с
тем, что для выполнения количественного МС-
анализа метаболизма исследуемого пептида необ-
ходимо располагать в качестве внутренних стан-
дартов меченными дейтерием или углеродом-13
образцами не только самого анализируемого пепти-
да, но и всех его возможных протеолитических фраг-
ментов. Также использование равномерно меченных
дейтерием пептидов открывает новые возможно-
сти для выполнения МС-анализа метаболизма
исследуемых пептидов, если в пептидном пуле
тканей организма изначально присутствуют пеп-
тиды, соответствующие фрагментам протеолиза.
Кроме того, значительную сложность представ-
ляет решение проблемы учета влияния пептидаз-
ной активности тканей на корректность результа-
тов анализа. На стадии подготовки проб для ана-
лиза протеолитические ферменты тканей могут
вызывать деградацию анализируемых пептидов
и, в то же время, приводить к образованию допол-
нительного неконтролируемого количества иско-
мых пептидов из белков исследуемых тканей. В
тех случаях, когда пептидазная активность тканей
при МС-анализе не известна или не учтена, это мо-
жет привести к искаженной интерпретации резуль-
татов анализа [17].

Равномерно меченные тритием и дейтерием
образцы пептида HLDF-6-AA были получены с
использованием реакции ВТКИО при температу-
ре 170°С. Выбранные условия реакции позволили
получить меченые пептиды с высоким включени-
ем изотопов водорода и низким содержанием по-
бочных продуктов (рис. 1). Меченный тритием
пептид [3H]HLDF-6-AA и меченный дейтерием
пептид [2H]HLDF-6-AA были получены с моляр-
ной радиоактивностью 50 Ки/ммоль и со сред-
ним включением дейтерия равным 2.90 атомов на
молекулу пептида соответственно. Ранее было
показано [18], что проведение реакции ВТКИО с
дейтерием и тритием в одинаковых условиях при-



504

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 45  № 5  2019

ЗОЛОТАРЕВ и др.

водит к одинаковому распределению изотопных
атомов в органических соединениях. Это связано
с тем, что в реакции ВТКИО дейтерий и тритий
реагируют с органическими соединениями с оди-
наковой селективностью, а отношение скоростей
этих реакций приближается к единице. Это свой-
ство реакции ВТКИО позволило использовать
данные о распределении атомов дейтерия по пеп-
тидной цепи меченного дейтерием пептида
[2H]HLDF-6-AA для расчета молярной радиоак-
тивности фрагментов, образующихся при протео-
литическом гидролизе меченного тритием пептида
[3H]HLDF-6-AA. Анализ распределения дейтерия в
пептиде [2H]HLDF-6-AA был выполнен с исполь-
зованием МС-спектроскопии (рис. 2, табл. 1).

Установлено, что в меченом пептиде
[2H]HLDF-6-AA в среднем содержится 2.906 ато-

мов дейтерия, а в 2H-меченные фрагменты
NHR-NH2 и HR-NH2 включено 1.912 и 1.724 ато-
мов дейтерия соответственно. В образце
[2H]HLDF-6-AA содержится 11 изотопомеров,
различающихся количеством атомов дейтерия в
молекуле. При этом доля изотопомеров, содержа-
щих 2 и 3 атома дейтерия, превышает 50% от об-
щего числа молекул меченного дейтерием пептида.
В пептидных [2H]фрагментах NHR-NH2 и HR-NH2
содержится по 7 изотопомеров, при этом общая
доля изотопомеров, содержащих 1 и 2 атома дей-
терия на молекулу, превышает 60%. Установлено,
что в реакции ВТКИО аминокислотные остатки
фрагмента HR-NH2 обладают высокой реакционной
способность, и в этом фрагменте содержится 59.3%
всей изотопной метки пептида [2H]HLDF-6-AA. Ис-
ходя из данных по распределению дейтериевой

Рис. 1. Выделение меченного тритием пептида [3H]HLDF-6-AA из раствора продуктов реакции ВТКИО на колонке
Кромасил С18 8 × 150 мм в градиенте концентрации метанола 20–35%, в присутствии 0.1% HFBA. Пик № 1 – HLDF-
6-AA. Скорость подачи: 2.5 мл/мин. УФ детекция 225 нм, 1.0 A (Ch 1); 254 нм, 1.0 A (Ch 2).
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Рис. 2. Масс-спектрометрический анализ меченного дейтерием пептида [2H]HLDF-6-AA и его фрагментов, образующих-
ся при МС-анализе. 754–764 – [2H]HLDF-6-AA (в); 311–317 – [2H]HR-NH2 (y2, а); 425–431 – [2H]NHR-NH2 (y3, б).
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изотопной метки в пептиде [2H]HLDF-6-AA для
пептида [3H]HLDF-6-AA с молярной радиоак-
тивностью 50 Ки/ммоль была рассчитана величи-
на молярной радиоактивности пептида [3H]HR-
NH2, которая составила 29 Ки/ммоль.

Анализ биотрансформации пептида
[3H]HLDF-6-AA в гепариновой плазме крови был
выполнен с помощью ВЭЖХ. Для этого исполь-
зовали последовательно соединенные УФ-детек-
тор и проточный детектор по радиоактивности.
Для идентификации меченных тритием фрагмен-
тов исходного пептида [3H]HLDF-6-AA, образу-
ющихся при его протеолитическом гидролизе,
были синтезированы немеченые пептидные
фрагменты пептида HLDF-6-AA в качестве мар-
керов для УФ-детектора. Отнесение радиоактив-
ных хроматографических пиков на радиохрома-
тограмме было выполнено с использованием УФ-
детектора и этих маркерных пептидов (рис. 3).
Используя эти значения молярной радиоактив-
ности и данные по количеству радиоактивности в
ВЭЖХ-фракциях, содержащих пептидные фраг-
менты, был проведен количественный анализ со-
става пептидов, образовавшихся при биодеграда-
ции пептида [3H]HLDF-6-AA в плазме крови
крысы (рис. 3 и 4). Таким образом, с использовани-
ем меченного тритием пептида [3H]HLDF-6-AA
был проведен количественный анализ в плазме
крови пептида HLDF-6-AA и его пептидных
фрагментов, образующихся при протеолитиче-
ском гидролизе in vitro.

Установлено, что основным направлением про-
теолитического гидролиза пептида HLDF-6-AA в
плазме крови крысы является отщепление дипеп-

тида HR-NH2 с С-конца пептидной цепи.
В пользу этого свидетельствует отсутствие на ки-
нетической кривой образования HR-NH2 началь-
ного лаг-периода и отсутствие других продуктов,
предшественников HR-NH2 (рис. 4). Установле-
но, что протеолитический гидролиз пептида
HLDF-6-AA в плазме крови крысы происходит с
периодом полудеградации составляющим 35 мин.
Основным долгоживущим пептидным фрагмен-
том пептида HLDF-6-AA, образующимся за счет
ферментативного гидролиза в плазме крови, яв-
ляется дипептид HR-NH2.

В проведенном ранее исследовании, посвя-
щенном анализу фармакокинетики пептидов
Н-TGENHR-NH2 и Н-TGENHR-ОН [12], было
установлено, что амид пептида Н-TGENHR-NH2
обладает большей устойчивостью к протеолити-
ческому гидролизу, чем кислотная форма. Биоде-
градация пептида TGENHR в плазме крови кры-
сы происходит с отщеплением дипептида His-Arg
с С-конца цепи, а пептида TGENHR-NH2 – с от-
щеплением дипептида TyrGly с N-конца пептид-
ной цепи, с периодом полудеградации составля-
ющим 20 мин [12]. В результате происходившего
ферментативного гидролиза пептида TGENHR-NH2
основным долгоживущим пептидным фрагмен-
том в плазме крови оказался дипептид HR-NH2,
который образуется в результате последовательно
протекающего гидролиза пептида ENHR-NH2, а
не напрямую, в отличие от доказанного в данной
работе для пептида Ac-TGENHR-NH2. Введение
ацетильной защиты по N-концу пептидной цепи
привело к изменению направления биодеграда-
ции пептида HLDF-6-AA с N- на С-конец пеп-

Таблица 1. Распределение изотопомеров в меченном дейтерием пептиде [2H]HLDF-6-AA и его фрагментах
NHR-NH2 и HR-NH2

y2 и y3 – С-концевые фрагменты пептида, образующиеся при МС-анализе за счет разрыва CO–NH-связи.

Изотопомеры,
содержащие

Dn атомов дейтерия

[2H]HLDF-6-AA
m/z 754–755

[2H]HR-NH2
y2, m/z 311–317

[2H]NHR-NH2
y3, m/z 425–431

D0 0.0372 0.1327 0.0894
D1 0.1597 0.3597 0.3024
D2 0.2748 0.3037 0.3330
D3 0.2477 0.1157 0.1916
D4 0.1396 0.0488 0.0580
D5 0.0670 0.0308 0.0238
D6 0.0313 0.0102 0.0030
D7 0.0195
D8 0.0118
D9 0.0080
D10 0.0072

Среднее замещение 2.906 1.725 1.912
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тидной цепи и к увеличению протеолитической
устойчивости, по сравнению с пептидом
TGENHR-NH2.

Основным долгоживущим пептидным фраг-
ментом пептида HLDF-6-AA, образующимся за
счет ферментативного гидролиза в плазме крови
является дипептид HR-NH2. Его вклад в противо-
опухолевую и антиметастатическую активность
пептида HLDF-6-AA является предметом даль-
нейших фармакодинамических исследований.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Твердофазный синтез пептида – HLDF-6-AA
Твердофазный синтез пептида HLDF-6-AA и

его фрагментов-маркеров был осуществлен с ис-
пользованием Boc/Bzl-методологии и схемы не-
полного блокирования боковых функций амино-
кислот [19]. N-Концевую ацетильную группу вво-
дили, используя N-ацетилбензотриазол, который
был получен по методу Катрицкого [20, 21]. По-
сле завершения синтеза и удаления защитных
групп, снятие пептид снимали с полимерной под-
ложки с использованием безводного HF с добав-
кой 10%(по объему) м-крезола. Целевые пептиды

очищали с помощью препаративной ВЭЖХ на ко-
лонке Phenomenex Synergy Hydro-RP (50 × 250 мм).
Чистоту синтезированных пептидов определяли
методом ВЭЖХ на колонке Phenomenex

Рис. 3. Радиохроматографический анализ продуктов протеолитического гидролиза пептида [3H]HLDF-6-AA, образо-
вавшихся в плазме крови крысы в течение 8 (a) и 32 мин (б). Радиохроматография в градиенте метанола (10–40%) в
смеси 0.08% TFA и 0.02% HFBA на колонке Kromasil C18 (4 × 150 mm). Пики: 4 – HLDF-6-AA; 3 – TGENHR-NH2; 2 –
ENHR-NH2; и 1 – HR-NH2.
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Рис. 4. Кинетика протеолитического гидролиза пеп-
тида HLDF-6-AA в плазме крови крысы: 1 – HLDF-
6-AA, 2 – HR-NH2.
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Sinergy HydroRP. Идентичность полученных пре-
паратов оценивали масс-спектрометрически, а
также с помощью аминокислотного анализа (по-
дробный синтез будет опубликован отдельно).

Меченные дейтерием или тритием образцы пеп-
тида HLDF-6-AA получали с использованием ре-
акции ВТКИО с газообразным тритием или дей-
терием при температуре 170°С в твердой смеси,
образованной немеченым пептидом, нанесен-
ным на карбонат кальция, и высокодисперсным
катализатором 5% палладий-на-карбонате каль-
ция (Fluka). Пептид в количестве 1.0 мг растворя-
ли в 1 мл воды и смешивали с 20 мг карбоната
кальция, после чего при тщательном перемеши-
вании замораживали жидким азотом. Воду удаля-
ли лиофильной сушкой при –50°С. Неорганиче-
ский носитель, с нанесенным препаратом, сме-
шивали с 10 мг гетерогенного катализатора 5%
палладий-на-карбонате кальция. В ампулу объе-
мом 10 мл помещали полученную твердую смесь,
вакуумировали, заполняли газообразным трити-
ем до давления 250 торр и проводили реакцию
ВТКИО при температуре 170°С в течение 15 мин.
Ампулу охлаждали, вакуумировали, продували
водородом. Пептид десорбировали 50% водным
этанолом. Для удаления лабильного трития мече-
ный пептид еще дважды растворяли в 50% водном
этаноле и упаривали досуха. Хроматографиче-
скую очистку проводили с помощью ВЭЖХ на ко-
лонке Кромасил в градиенте метанола, в присут-
ствии 0.1% гептафтормасляной кислоты (HFBA).
Пептид упаривали и растворяли в этаноле до ра-
диоактивной концентрации 1 мКи/мл.

Фармакокинетика пептида [3H]HLDF-6-AA в
плазме крови с использованием радиохроматогра-
фии. В термостатированную при 37°С пробирку
поместили 900 мкл плазмы крови крысы. Пептид
[3H]HLDF-6-AA в количестве 340 мкКи раство-
рили в 100 мкл физиологического раствора, доба-
вили в плазму и перемешали встряхиванием.
Пептид с плазмой инкубировали при 37°С. Через
определенные промежутки времени отбирали по
100 мкл реакционного раствора и помещали в
пробирки, в которых находилось 900 мкл 90%
водного ацетонитрила, содержащего 1% TFA.
В водно-ацетонитрильный раствор, использо-
ванный для экстракции, добавляли по 10 мкг не-
меченых пептидов-маркеров Ac-TGENHR-NH2,
TGENHR-NH2, ENHR-NH2 и HR-NH2, предна-
значенных для идентификации радиохромато-
графических пиков при хроматографии. После
центрифугирования раствор, содержащий мечен-
ные тритием пептиды и компоненты плазмы кро-
ви, подвергали сушке под уменьшенным давле-
нием, реэкстракции метанолом и повторному
центрифугированию. Полученный при этом рас-
твор, содержащий меченные тритием пептиды,
подвергали упариванию под уменьшенным дав-

лением, реэкстракции 0.1% водным раствором
TFA и последующему центрифугированию. Ра-
диохроматографический анализ проводили на
колонке Kromasil C18 (4 × 150 мм) в градиенте ме-
танола (10–40%), содержащего смесь 0.08% TFA и
0.02% HFBA.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С целью создания высокоактивных и низко-
токсичных пептидных препаратов, предназначен-
ных для профилактики и лечения онкологических
заболеваний, проведено исследование инноваци-
онного лекарственного средства пептидной приро-
ды с противоопухолевым, антиметастатическим и
протекторным действием на основе ацетил-амид-
ной формы пептида HLDF-6. Для решения задач,
связанных с исследованием фармакокинетики
пептида HLDF-6-AA и молекулярных механиз-
мов действия, были получены его равномерно ме-
ченный тритием пептид [3H]HLDF-6-AA с моляр-
ной радиоактивностью 50 Ки/ммоль и равномерно
меченный дейтерием пептид [2H]HLDF-6-AA со
средним включением дейтерия, равным 2.90 ато-
мов на молекулу пептида. Кинетика протеолити-
ческого гидролиза пептида HLDF-6-AA в плазме
крови крысы была исследована с использованием
радиохроматографии. Установлено, что исследу-
емый пептид HLDF-6-AA обладает высокой про-
теолитической устойчивостью и основным на-
правлением его протеолитического гидролиза в
плазме крови крысы является отщепление дипеп-
тида HR-NH2 с С-конца пептидной цепи с перио-
дом полудеградации, составляющим 35 мин.
Установлено, что дипептид HR-NH2 образуется в
результате первичного расщепления пептидной
цепи и является основным долгоживущим про-
дуктом протеолитического гидролиза в плазме
крови. Установление этого факта делает целесо-
образным исследование вклада дипептида HR-
NH2 в противоопухолевую активность пептида
HLDF-6-AA.
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Proteolytic Hydrolysis of the Antitumor Peptide HLDF-6-AA in Blood Plasma
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Hexapeptide HLDF-6, which corresponds to the 41TGENHR46 fragment of the Human leukemia differen-
tiation factor HLDF, shows a wide range of neuroprotective, normalizing, anxiolytic, nootropic and antitu-
mor activities. A new promising drug exhibiting antitumor activity is being designed on the basis of the acetyl
amide form of the HLDF-6 peptide. Proteolytic hydrolysis of the antitumor peptide HLDF-6-AA
(Ac-TGENHR-NH2) in blood plasma has been studied using its isotope tritium labeled derivatives. The solid
state synthesis of the HLDF-6-AA peptide has been accomplished using the Boc/Bzl method. Tritium and
deuterium labeled derivatives of the HLDF-6-AA peptide were obtained using the high-temperature solid-
state catalytic isotope exchange (HSCIE) at 170°C. The molar radioactivity of the tritium labeled peptide
[3H]HLDF-6-AA was 50 Ci/mmol; the average incorporation of deuterium in the deuterium labeled
[2H]HLDF-6-AA was 2.90 atoms per a peptide molecule. The proteolytic hydrolysis of the HLDF-6-AA
peptide in rat blood plasma was studied using radiochromatography. It has been established that the cleavage
of the HR-NH2 peptide from the protected C-end of the peptide provides the principal biodegradation path
of this peptide in rat blood plasma. The half-degradation period was 35 min.

Keywords: the HLDF-6 peptide, pharmacokinetics, metabolism, tritium and deuterium labeled peptides, radio-
chromatography, mass spectrometry



<<
  /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


