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Изучено влияние глюкокортикоида дефлазакорта на функционирование митохондрий печени
крыс. Показано, что дефлазакорт в концентрациях до 100 мкМ не оказывает влияния на дыхание и
окислительное фосфорилирование митохондрий печени крыс, энергизованных как в присутствии
глутамат/малата (субстраты комплекса I дыхательной цепи), так и сукцината (субстрат комплекса
II дыхательной цепи). Выяснено, что дефлазакорт не влияет на проницаемость внутренней мембра-
ны митохондрий печени, но снижает устойчивость органелл к индукции кальций-зависимой MPT
поры. Кроме того, установлено, что этот глюкокортикоид способен индуцировать снижение уровня
митохондриального NAD(P)H, а также ингибировать продукцию перекиси водорода органеллами.
Обсуждается, как влияние дефлазакорта на функционирование митохондрий может быть связано с
терапевтическими эффектами этого агента.
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ВВЕДЕНИЕ
Природные и синтетические глюкокортикои-

ды влияют на большинство физиологических си-
стем и являются наиболее часто используемыми
агентами для терапии заболеваний различной
этиологии, а также благодаря своим иммуносу-
прессивным свойствам активно используются
при трансплантации органов и тканей. Общепри-
знано, что глюкокортикоиды участвуют в поддер-
жании гиперметаболического состояния в ответ
на стрессовые условия и травмы, что проявляется
в повышении интенсивности метаболизма бел-
ков в скелетных мышцах, глюконеогенеза в пече-
ни, а также в развитии гипергликемии и рези-
стентности к инсулину [1].

Действие глюкокортикоидов в организме в ос-
новном проявляется через глюкокортикоидные
рецепторы. Такие рецепторы обнаружены в мем-
бранах клеток и их ядер, а также на мембранах
митохондрий [2–5]. Известно, что их активация
глюкокортикоидами приводит к запуску внутри-
клеточных сигнальных путей, оказывающих в

том числе значительное влияние на биогенез и
функциональную активность митохондрий [6–9].
Так, показано, что основным эффектом глюко-
кортикоидов является активация ядерных генов,
приводящая к усилению митохондриального
биогенеза и массы органелл [9]. Кроме того, из-
вестно, что глюкокортикоиды оказывают значи-
тельное влияние на экспрессию ядерных генов,
кодирующих белки системы окислительного
фосфорилирования митохондрий, и, таким обра-
зом, влияют на дыхательную активность этих ор-
ганелл [6–8, 10]. Наряду с этим выяснено, что
глюкокортикоиды способны оказывать непо-
средственное влияние на митохондриальную
биоэнергетику, не связанное с участием специа-
лизированных рецепторов. Так, было показано,
что природные и синтетические глюкокортикои-
ды способны ингибировать дыхание изолирован-
ных митохондрий почек и мозга, которое, как
предполагается, обусловлено снижением актив-
ности АТР-синтазы и цитохром-с–оксидазы
[11–13]. Сообщается о способности кортикосте-
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рона подавлять транспорт электронов от NADH к
комплексу I дыхательной цепи в кортикальных
митохондриях [14]. Кроме того, известно, что
глюкокортикоиды оказывают модулирующее
влияние на работу мембранных белков, участву-
ющих в том числе в транспорте ионов кальция в
клетке и митохондриях [15].

В настоящей работе нами изучено влияние
глюкокортикоида дефлазакорта, активно приме-
няемого для коррекции нервно-мышечных забо-
леваний и, в частности, мышечной дистрофии
Дюшенна, на функционирование митохондрий
печени крыс в условиях in vitro. Дефлазакорт (рис. 1)
представляет собой оксазолон-производное глю-
кокортикоида преднизона, обладающее сравни-
мыми с ним противовоспалительными и имунно-
супрессивными эффектами, но менее выражен-
ными побочными эффектами по сравнению с
предшественниками [16, 17]. Дефлазакорт, мета-
болизируясь в печени до активного метаболита –
21-дезацетилдефлазакорта, воздействует на глюко-
кортикоидные рецепторы, что приводит к подавле-
нию высвобождения цитокинов и пролиферации
CD4+ лимфоцитов, но в то же время увеличе-
нию количества CD8+ клеток, что способствует
подавлению иммунного ответа и воспалительных
процессов в мышечной ткани [16, 17]. Показано,
что его использование продлевает двигательную
способность пациентов, страдающих дистрофией
Дюшенна, на срок от 2 до 5 лет и улучшает мы-
шечную силу и сердечно-легочную функцию [17].
Однако его использование, тем не менее, сопро-
вождается побочными эффектами, такими как
синдром Кушинга, эритема, гирсутизм, увеличе-
ние веса, назофарингит, задержка полового со-
зревания и катаракта [18–20].

Ранее нами было показано, что терапия с ис-
пользованием дефлазакорта может быть исполь-
зована для коррекции митохондриальной дис-
функции, характерной для скелетной мускулату-
ры модельных мышей, страдающих дистрофией
Дюшенна [21, 22]. Было предположено, что такое
действие этого агента опосредовано его действи-

ем на глюкокортикоидные рецепторы, активиру-
ющие внутриклеточные сигнальные пути, затра-
гивающие, в том числе, и митохондрии. В то же
время практически ничего не известно о непо-
средственном влиянии дефлазакорта на функци-
онирование митохондрий. Поэтому в настоящей
работе нами изучено влияние этого глюкокорти-
коида на параметры дыхания и окислительного
фосфорилирования митохондрий печени крыс,
проницаемость внутренней мембраны органелл,
а также индукцию Са2+-зависимой митохондри-
альной поры (mitochondrial permeability transition
pore, MPT-поры). Показано, что 1) дефлазакорт
не оказывает влияния на дыхание и окислитель-
ное фосфорилирование митохондрий печени
крыс, а также на активность комплексов дыха-
тельной цепи органелл; 2) дефлазакорт индуци-
рует снижение уровня митохондриального пула
NAD(P)H и оказывает ингибирующее влияние на
генерацию перекиси водорода органеллами;
3) дефлазакорт снижает кальциевую емкость ми-
тохондрий печени и устойчивость органелл к ин-
дукции Са2+-зависимой MPT-поры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение митохондрий печени крыс. Мито-

хондрии из печени половозрелых самцов крыс
линии Вистар (весом 210–250 г) выделяли мето-
дом дифференциального центрифугирования с
последующим освобождением от эндогенных
жирных кислот с помощью бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА) фракции V в соответствии
с описанной ранее методикой [23]. Среда выделе-
ния содержала 250 мМ сахарозы, 1 мМ EGTA,
5 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Концентрацию белка
митохондрий определяли биуретовым методом, в
качестве стандарта использовали раствор БСА.
Во время проведения эксперимента суспензию
митохондрий (70–80 мг митохондриального бел-
ка в 1 мл) хранили на льду.

Оценка дыхания и окислительного фосфорили-
рования митохондрий печени крыс. Дыхание мито-
хондрий регистрировали полярографическим ме-
тодом при 25°C в ячейке объемом 0.5 мл с помо-
щью кислородного электрода типа Кларк и
установки Oxygraph Plus (Hansatech Instruments,
Великобритания) [24]. Среда инкубации содер-
жала 200 мМ сахарозу, 20 мМ KCl, 5 мМ КН2РО4,
0.5 мМ EGTA, 2 мМ MgCl2, 10 мМ HEPES–KOH,
pH 7.4. Применяли следующие концентрации
субстратов и других реагентов: 2.5 мМ малат ка-
лия, 2.5 мМ глутамат калия, 5 мМ янтарная кис-
лота, 0.2 мМ ADP, 50 мкМ 2,4-динитрофенол и
1 мкМ ротенон. Оценивали дыхание митохон-
дрий в основном метаболическом состоянии (т.е.

Рис. 1. Структура дефлазакорта.
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в присутствии экзогенных субстратов или состоя-
ние 2), в состоянии 3 (в присутствии экзогенных
субстратов и ADP), в состояние 4 (после того, как
весь добавленный ADP был израсходован в про-
цессе синтеза АТР), скорость дыхания митохон-
дрий в состоянии 3UДНФ (в присутствии протоно-
форного разобщителя 2,4-динитрофенола (ДНФ)
в концентрации 50 мкМ, вызывающей макси-
мальную стимуляцию дыхания). Скорость окис-
ления субстратов выражена в нмоль O2 × мин−1 мг−1

белка митохондрий. Коэффициент дыхательного
контроля (ДК = состояние 3/состояние 4). ADP/O –
стехиометрический коэффициент, показывающий
эффективность окислительного фосфорилирова-
ния. Значение коэффициента ADP/O определяли
пульсовым методом [25]. Концентрация митохон-
дриального белка в ячейке составляла ~1.0 мг/мл.

Оценка активности комплексов дыхательной
цепи митохондрий печени крыс. Влияние дефлаза-
корта на активность комплексов дыхательной це-
пи митохондрий печени крыс оценивали спек-
трофотометрически согласно общепринятым
протоколам [26, 27] с использованием планшет-
ного спектрофотометра Multiskan GO (Thermo,
США). Для разрушения митохондрий, освобож-
дения индивидуальных комплексов дыхательной
цепи и достижения их максимальной фермента-
тивной активности изолированные митохондрии
(10 мг/мл митохондриального белка) предвари-
тельно подвергали трехкратной процедуре замо-
раживания/оттаивания при –20/+30°C в гипото-
ническом буфере, содержавшем 10 мМ Трис–
HCl, pH 7.6. Состав буферов, использованных для
анализа активности индивидуальных комплексов
дыхательной цепи, приведен в работах [27]. Ак-
тивность комплекса I оценивалась при 25°C по
эффективности восстановления 2,6-дихлорфено-
линдофенола разрушенными митохондриями
(50 мкг митохондриального белка/мл), которое
оценивалось по скорости уменьшения оптиче-
ской плотности при 600 нм после внесения 100 мкМ
NADH [26]. Активность комплекса II дыхатель-
ной цепи оценивали при 37°C по эффективности
восстановления 2,6-дихлорфенолиндофенолята
натрия суспензией разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл) в присут-
ствии субстрата окисления сукцината, которое
определялось по снижению светопоглощения
суспензии при длине волны 600 нм после внесе-
ния 50 мкМ децилубихинона. Активность ком-
плекса III дыхательной цепи оценивали при 25°C
по эффективности восстановления добавленного
цитохрома с суспензией разрушенных митохон-
дрий (25 мкг митохондриального белка/мл), ко-
торое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-

сле внесения 100 мкМ децилубихинола. Актив-
ность комплекса IV дыхательной цепи оценивали
при 25°C по эффективности окисления добавлен-
ного цитохрома с (восстановленного в соответ-
ствии с [27]) суспензией разрушенных митохон-
дрий (50 мкг митохондриального белка/мл), ко-
торое определялось по снижению оптической
плотности суспензии при длине волны 550 нм по-
сле внесения суспензии разрушенных органелл.
Суммарная активность комплексов I и III оцени-
валась при 25°C по эффективности восстановле-
ния добавленного цитохрома с суспензией разру-
шенных митохондрий (50 мкг митохондриального
белка/мл), что выражалось в снижении поглоще-
ния при длине волны 550 нм после внесения
200 мкМ NADH. Суммарная активность ком-
плексов II и III была оценена при 37°C по эффек-
тивности восстановления добавленного цито-
хрома c суспензией разрушенных митохондрий
(50 мкг митохондриального белка/мл), что выра-
жалось в снижении поглощения при длине волны
550 нм после внесения 50 мкМ цитохрома с
(окисленной формы). Активность комплексов
дыхательной цепи оценивали в течение первых
1–2 мин с начала редокс-реакции (нмоль/мин на
1 мг белка). Влияние дефлазакорта на активность
комплексов дыхательной цепи выражали в про-
центах от средней активности, регистрируемой в
серии контрольных экспериментов.

Оценка разности электрических потенциалов
(Δψ) на внутренней мембране митохондрий. Раз-
ность электрических потенциалов (Δψ) на внут-
ренней мембране митохондрий оценивали по
распределению катиона тетрафенилфосфония
(ТФФ+) через внутреннюю мембрану, концен-
трацию которого регистрировали с помощью
ТФФ+-чувствительного электрода и многока-
нальной электрометрической системы Record
4usb (разработка ИБК РАН, Россия) в кювете
объемом 1.2 мл при 25°C и постоянной аэрации, и
перемешивании [28]. Среда инкубации содержала
210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу, 1 мМ KH2PO4,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. При-
меняли следующие концентрации субстратов и
других реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глу-
тамат калия, 5 мМ янтарная кислота, 50 мкМ
2,4-динитрофенол и 1 мкМ ротенон. Концентра-
ция митохондриального белка в ячейке составля-
ла ~1.0 мг/мл.

Оценка кальциевой емкости митохондрий пече-
ни крыс. Транспорт Ca2+ через внутреннюю мито-
хондриальную мембрану оценивали спектрофо-
тометрически с помощью индикатора арсеназо III
(3,6-бис-[(2-арсонофенил)азо]-4,5-дигидрокси-
2,7-нафталиндисульфокислота) индикатора при
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675–685 нм с помощью планшетного спектрофо-
тометра Multiskan GO (Thermo, США) при 25°C и
постоянном перемешивании [29]. Среда инкуба-
ции содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу,
1 мМ KH2PO4, 50 мкМ арсеназо III, 10 мкМ
EGTA, 10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Применяли
следующие концентрации субстратов и других
реагентов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат
калия, 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон.
Концентрация митохондриального белка в ячей-
ке составляла ~ 0.5 мг/мл. Для определения спо-
собности митохондрий удерживать Ca2+, 5 мкМ
CaCl2 последовательно добавлялись в реакцион-
ную среду. После нескольких добавлений проис-
ходило увеличение внешней [Ca2+], что указыва-
ло на массивное высвобождение иона из органелл
вследствие открытия кальций-зависимой MPT-
поры. Способность Ca2+ индуцировать открытие
поры в митохондриях выражалась количественно
как кальциевая емкость (КЕ) митохондрий, т.е. то
максимальное количество Ca2+, которое может
быть аккумулировано в матриксе без последую-
щего открытия поры.

Оценка интенсивности набухания митохондрий.
Открытие митохондриальной поры оценивали по
набуханию митохондрий, которое регистрирова-
ли по изменению оптической плотности суспен-
зии митохондрий при длине волны 540 нм (A540)
при постоянном перемешивании и термостати-
ровании при 25°C на планшетном спектрофото-
метре Multiskan GO (Thermo). Среда инкубации
содержала 210 мМ маннитол, 70 мМ сахарозу,
1 мМ KH2PO4, 5 мМ сукцинат, 1 мкМ ротенон,
10 мкМ EGTA, 10 мМ HEPES-KOH, pH 7.4. Кон-
центрация митохондриального белка в ячейке со-
ставляла ~ 0.5 мг/мл. Скорость набухания мито-
хондрий (Vmax = ΔА540/мин на 1 мг белка) рассчи-
тывали как изменение оптической плотности
суспензии в течение первых 30 с от начала высо-
коамплитудного набухания.

Оценка состояния пула NAD(P)H. Автофлуо-
ресценцию NAD(P)H измеряли при длине волны
возбуждения 340 нм и длине волны излучения
450 нм с использованием спектрофлуориметра
Fluorat-02-Panorama (Lumex Instruments, Россия).
Среда инкубации содержала 210 мМ маннитол,
70 мМ сахарозу, 1 мМ KH2PO4, 10 мкМ EGTA,
10 мМ HEPES–KOH, pH 7.4. Применяли следую-
щие концентрации субстратов и других реаген-
тов: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия,
5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон. Концен-
трация митохондриального белка в ячейке со-
ставляла ~ 0.5 мг/мл. 5 мкМ n-трифторометокси-
карбонилцианидфенилгидразона (FCCP) до-

бавляли в конце измерений, чтобы вызвать
максимальное окисление NAD(P)H.

Оценка скорости образования H2O2 митохон-
дриями печени. Скорость образования Н2О2 изме-
ряли с помощью тест-системы, включающей в се-
бя флуоресцентный индикатор Amplex Red и пе-
роксидазу хрена на планшетном флуориметре
Tecan Spark 10M (Tecan, Швейцария) при длине
волны возбуждения 560 нм и длине волны излуче-
ния 590 нм. Среда инкубации содержала 210 мM
маннитол, 70 мM сахарозу, 5 мM сукцинат, 1 мM
KH2PO4, 10 мкM ЭГTA, 1 мкM ротенон и 10 мM
HEPES–KOH (pH 7.4), 10 мкМ Amplex Red и пе-
роксидазу хрена (акт. 1 ед/мл). Концентрация
митохондриального белка составляла 0.15 мг/мл.
Измерения проводились при 37°C и постоянном
перемешивании. Количество образованной пере-
киси водорода рассчитывалось по калибровочной
кривой. Стандартный раствор H2O2 был приго-
товлен непосредственно в день проведения экс-
перимента; его концентрацию определяли с ис-
пользованием коэффициента молярной экстинк-
ции Е240 = 43.6 M−1 ⋅ см–1.

Статистическая обработка результатов. Дан-
ные были проанализированы с использованием
программ Graph Pad Prizm 5 и Microsoft Excel и
представлены как среднее ± стандартная ошибка
средней. Полученные данные были обработаны
статистически с использованием t-критерия. Для
оценки значимости различий использовался уро-
вень вероятности p < 0.05.

Материалы. Дефлазакорт и другие реактивы,
используемые в работе, были приобретены в Sig-
ma-Aldrich (США). Дефлазакорт растворяли в
ДМСО (10 мМ сток-раствор). В контрольных
пробах к митохондриям добавляли ДМСО в том
же объеме, как в добавках дефлазакорта. Во всех
случаях ДМСО не влиял на исследуемые парамет-
ры митохондрий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние различных стероидов in vitro на функ-

циональную активность митохондрий ранее было
подробно исследовано. В частности, было пока-
зано, что предшественник дефлазакорта, глюко-
кортикоид преднизон, дозозависимо в концен-
трациях 10–100 мкМ и более существенно снижал
скорость дыхания митохондрий печени и почек в
состоянии 3 (ADP-стимулированном) [11, 12, 30, 31].
Подобным эффектом обладали и другие природ-
ные и синтетические глюкокортикоиды (корти-
зон, кортизол, гидрокортизон, преднизолон,
дексаметазон и др.) [12]. Такое действие указан-
ных стероидов сопровождалось существенным
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снижением дыхательного контроля (ДК) и коэф-
фициента ADP/O, что свидетельствовало об угне-
тении функциональной активности органелл.

В настоящей работе мы оценили влияние глю-
кокортикоида дефлазакорта, применяемого для
коррекции мышечной дистрофии Дюшенна, на
параметры дыхания и окислительного фосфори-
лирования митохондрий печени крыс. В табл. 1
представлены результаты, описывающие эффект
дефлазакорта на дыхание митохондрий печени
крыс в разных функциональных состояниях в
присутствии глутамата и малата, субстратов ком-
плекса I дыхательной цепи. Можно видеть, что
дефлазакорт в концентрациях 20–100 мкМ не
влияет на скорости дыхания митохондрий печени
крыс во всех метаболических состояниях (состоя-

ние 2, состояние 3, состояние 4 и состояние
3UДНФ), а также не влияет на параметр ДК и эф-
фективность синтеза ATP, что оценивалось по ко-
эффициенту ADP/O. Аналогичные результаты
получены в присутствии сукцината, субстрата
комплекса II дыхательной цепи митохондрий
(табл. 2), можно видеть, что дефлазакорт и в этом
случае не влияет на параметры дыхания и окисли-
тельного фосфорилирования органелл во всем
диапазоне изучаемых концентраций. В то же вре-
мя другой глюкокортикоид – преднизолон в кон-
центрации 100 мкМ достоверно снижал скорость
ADP-стимулированного дыхания митохондрий
печени и, напротив, увеличивал скорость дыха-
ния органелл в состоянии 4 вне зависимости от
используемого субстрата дыхания (табл. 1 и 2).

Таблица 1. Влияние дефлазакорта и преднизолона на дыхание митохондрий в разных функциональных состоя-
ниях в присутствии глутамата и малата

Примечание. Дыхание митохондрий в состоянии 3 индуцировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного дыха-
ния измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние 3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение ско-
рости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в состоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка сред-
него (n = 3). * – различия между данными опытов (присутствие указанной концентрации преднизолона) и контролем (отсут-
ствие преднизолона) статистически значимы, р < 0.05.

Дефлазакорт, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

0 4.68 ± 0.44 24.01 ± 0.23 5.94 ± 0.30 27.53 ± 1.40 4.08 ± 0.26 2.61 ± 0.11

20 3.89 ± 0.28 21.87 ± 1.33 5.19 ± 0.25 25.48 ± 1.61 4.21 ± 0.05 2.63 ± 0.09

50 4.50 ± 0.49 25.45 ± 0.56 6.17 ± 0.27 30.35 ± 0.71 4.13 ± 0.22 2.64 ± 0.07

100 4.01 ± 0.13 23.94 ± 1.56 6.12 ± 0.64 27.71 ± 0.57 3.94 ± 0.14 2.52 ± 0.13

100 мкМ преднизолон 5.21 ± 0.32 21.75 ± 0.53* 8.26 ± 0.44* 25.41 ± 1.09 2.71 ± 0.16* 2.15 ± 0.08*

Таблица 2. Влияние дефлазакорта и преднизолона на дыхание митохондрий в разных функциональных состоя-
ниях в присутствии сукцината

Примечание. В качестве субстрата дыхания применяли 5 мМ янтарную кислоту. Дыхание митохондрий в состоянии 3 инду-
цировали добавлением 200 мкМ ADP. Скорость разобщенного дыхания измеряли в присутствии 50 мкМ ДНФ (состояние
3UДНФ). Дыхательный контроль (ДК) рассчитан как отношение скорости дыхания в состоянии 3 к скорости дыхания в со-
стоянии 4. Приведены средние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 3). * – различия между данными опытов (при-
сутствие указанной концентрации преднизолона) и контролем (отсутствие преднизолона) статистически значимы, р < 0.05.

Дефлазакорт, мкМ
Состояние 2 Состояние 3 Состояние 4 Состояние 3UДНФ ДК ADP/O

V дыхания, нмоль O2/мин/мг белка митохондрий отн. ед.

0 9.44 ± 1.05 45.61 ± 1.98 11.97 ± 0.62 63.41 ± 2.38 3.82 ± 0.17 1.63 ± 0.08

20 7.92 ± 0.65 48.89 ± 3.30 12.84 ± 0.35 65.65 ± 2.92 3.81 ± 0.16 1.61 ± 0.11

50 7.90 ± 0.34 45.47 ± 0.68 11.78 ± 0.22 61.01 ± 0.28 3.86 ± 0.09 1.61 ± 0.05

100 8.96 ± 0.61 47.12 ± 1.12 12.95 ± 0.21 65.04 ± 0.95 3.65 ± 0.09 1.60 ± 0.09

100 мкМ преднизолон 10.17 ± 0.88 37.86 ± 0.92* 15.81 ± 0.52* 57.24 ± 0.78 2.43 ± 0.11* 1.21 ± 0.09*
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Такое действие преднизолона сопровождалось
снижением параметра дыхательного контроля ДК
и коэффициента ADP/O. Это соответствует из-
вестным данным, свидетельствующим об угнета-
ющем влиянии преднизолона на функциональ-
ную активность митохондрий печени [30].

Из данных табл. 3 видно, что дефлазакорт в
концентрации 50 мкМ не оказывает действия на
активность как отдельных комплексов дыхатель-
ной цепи органелл (комплексы I, II, III и IV),
так и суммарную активность комплексов I + III
и II + III, что свидетельствует об отсутствии вли-
яния этого агента на мобильность коэнзима Q
и его доступность для комплексов дыхательной
цепи.

Ранее было показано, что кортикостероиды и,
в частности, предшественник дефлзакорта пред-
низон, оказывают ингибирующее влияние на ак-
тивность комплексов дыхательной цепи мито-
хондрий и, прежде всего, цитохром с оксидазы
(комплекс IV), которое сопровождается подавле-
нием дыхания органелл [12]. При этом предпола-
гается, что такое действие глюкокортикоидов мо-
жет лежать в основе многочисленных побочных
эффектов этих терапевтических соединений и,
прежде всего, психических расстройств [12]. В на-
шем случае можно отметить, что дефлазакорт, в
отличие от других природных и синтетических
глюкокортикоидов не оказывает влияния на ак-
тивность цитохром с оксидазы и других комплек-
сов дыхательной цепи и ее компонентов. В то же
время следует отметить наши недавние данные,
свидетельствующие о том, что in vivo введение де-
флазакорта модельным мышам, страдающим мы-
шечной дистрофией Дюшенна, приводит к уве-
личению уровня комплексов III и IV в митохон-
дриях скелетных мышц, а также АТР-синтазы [22].
Однако в этом случае можно полагать, что дей-
ствие дефлазакорта обусловлено известной спо-
собностью этих агентов активировать глюкокор-
тикоидные рецепторы и внутриклеточные сиг-
нальные пути, затрагивающие, в том числе,
ядерные гены и гены митохондриальной ДНК,
кодирующие белки комплексов дыхательной це-
пи митохондрий [5]. С другой стороны, введение

этого агента здоровым мышам не приводило к до-
стоверному изменению уровня комплексов дыха-
тельной цепи органелл [22]. Полученные резуль-
таты можно рассматривать как свидетельство того,
что дефлазакорт, в отличие от своего предше-
ственника преднизона, не способен оказывать
прямое влияние на функционирование системы
окислительного фосфорилирования митохон-
дрий. Возможно, что это также обуславливает ме-
нее выраженные психиатрические побочные эф-
фекты, характерные для терапии с использовани-
ем дефлазакорта по сравнению с преднизоном и
другими глюкокортикоидами [16, 17].

Известно, что глюкокортикоиды в концентра-
циях порядка 1 мМ индуцируют набухание мито-
хондрий, что может свидетельствовать о способ-
ности этих соединений влиять на проницаемость
внутренней мембраны органелл [30]. Однако
меньшие концентрации этих агентов не эффек-
тивны [12]. В настоящей работе мы также оцени-
ли влияние дефлазакорта на проницаемость внут-
ренней мембраны митохондрий печени крыс,
которое может быть зарегистрировано по сниже-
нию оптической плотности суспензии органелл,
свидетельствующему об их набухании. Из рис. 2
можно видеть, что дефлазакорт в концентрациях
до 100 мкМ не оказывает влияния на оптическую
плотность суспензии митохондрий печени вне за-
висимости от используемого субстрата дыхания
(глутамат/малат или сукцинат). В этом случае
лишь дальнейшее добавление известного канало-
образующего агента аламетицина индуцировало
высокоамплитудное набухание органелл. Кроме
того, мы изучили влияние дефлазакорта на изме-
нение Δψ на внутренней мембране митохондрий,
которое оценивали по распределению ТФФ+. Как
видно на рис. 3, пульсовое внесение дефлазакорта
к суспензии органелл практически не оказывает
влияния на изменение Δψ на внутренней мембра-
не митохондрий. Лишь в конечной концентрации
100 мкМ дефлазакорт вызывает незначительное
снижение мембранного потенциала органелл,
энергизованных NAD-зависимыми субстратами.
Наряду с этим можно отметить, что дефлазакорт в
концентрациях 50 и 100 мкМ, добавленный к ми-

Таблица 3. Активность комплексов дыхательной цепи митохондрий печени крыс в присутствии 50 мкМ дефла-
закорта (в % от контроля)

Примечание. Активность комплексов в отсутствие дефлазакорта принята за 100%. Приведены средние значения ± стандарт-
ная ошибка среднего (n = 3).

Комплекс I Комплекс II Комплекс III Комплекс IV Комплекс I + III Комплекс II + III

100.5 ± 2.5 101.5 ± 3.0 96.5 ± 6.7 97.7 ± 3.3 103.1 ± 1.9 103.3 ± 1.1
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тохондриям печени крыс, энергизованным глута-
мат/малатом, вызывает дозозависимое уменьше-
ние интенсивности автофлуоресценции NAD(P)H,
что свидетельствует о снижение уровня восста-
новленной формы нуклеотидов (рис. 4а). Подоб-
ного не наблюдается при внесении к митохондриям
эквивалентного количества растворителя –
ДМСО (рис. 4а). Аналогичные результаты по-
лучены в случае энергизации митохондрий
сукцинатом – дефлазакорт также индуцировал

дозозависимое уменьшение интенсивности авто-
флуоресценции NAD(P)H, свидетельствующее о
снижении пула восстановленной формы послед-
них (рис. 4б). Стоит отметить, что такое действие
дефлазакорта проявлялось только в присутствии
субстрата окисления и не наблюдалось в случае
неэнергизованных митохондрий (рис. 4в). Кроме
того, в контрольных экспериментах (при внесе-
нии восстановленной формы пиридиновых нук-
леотидов в среду инкубации в отсутствие мито-

Рис. 2. Влияние 50 мкМ дефлазакорта на изменения оптической плотности суспензии митохондрий печени, энерги-
зованных глутамат/малатом (а) и сукцинатом (б). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия
(а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б). Концентрация митохондриального белка в кювете – 0.5 мг/мл. 5
мкг/мл аламетицина (Ала) добавлено в конце каждого эксперимента для оценки максимального набухания органелл.
На каждом из рисунков представлены данные типичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В
каждом случае аналогичные результаты были получены еще в двух независимых экспериментах.

б
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1 минΔA
54

0 =
 0

.1

Дефлазакорт
Ала

Рис. 3. Влияние дефлазакорта (ДФК) на мембранный потенциал митохондрий печени крыс, энергизованных глута-
мат/малатом (а) и сукцинатом (б). Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтар-
ная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 50 мкМ ДНФ (а, б). На каждом из рисунков представлены данные типичного экспе-
римента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были получены
еще в двух независимых экспериментах.
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хондрий) выяснено, что дефлазакорт не оказывает
непосредственного влияния на редокс-состояние
пиридиновых нуклеотидов (данные не приведе-
ны). Исходя из этого, можно предполагать, что
дефлазакорт способен активировать митохондри-
альные процессы, требующие участия NAD(P)H.
К таким процессам могут относиться NAD(P)H-
зависимые антиоксидантные системы митохон-
дрий и, в частности, тиол-дисульфидная глутати-
оновая редокс-система и ее ферменты: глутатион-

пероксидаза и глутатионредуктаза, участвующие
в утилизации перекиси водорода, генерируемой,
прежде всего, дыхательной цепью митохондрий
[32]. В этом случае стоит ожидать снижения уров-
ня H2O2 в митохондриях. Действительно, можно
видеть, что дефлазакорт дозозависимо снижает
скорость генерации H2O2 митохондриями как в
присутствии субстратов комплекса I дыхательной
цепи (глутамата/малат), так и субстрата комплек-

Рис. 4. Изменение редокс-состояние пула NAD(P)H в митохондриях печени крыс, энергизованных глутамат/малатом
(а), сукцинатом (б) и в отсутствии субстратов окисления (в) при добавлении 50 мкМ (точечная линия) и 100 мкМ де-
флазакорта (пунктирная линия) или эквивалентного количества растворителя – ДМСО (сплошная линия). Субстраты и
реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ротенон (б), 1 мкМ ротенон
(в). Концентрация митохондриального белка в кювете – 0.5 мг/мл. 5 мкМ FCCP добавлено в конце каждого экспери-
мента для оценки максимального окисления пиридиновых нуклеотидов. На каждом из рисунков представлены данные ти-
пичного эксперимента, полученные на одном препарате митохондрий. В каждом случае аналогичные результаты были
получены еще в двух независимых экспериментах.
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са II дыхательной цепи (сукцинат в присутствии
ротенона) (рис. 5).

Общепризнано, что митохондрии не только
обеспечивают клетку АТР и теплом, но играют
ведущую роль в процессах регуляции ее функций
при участии свободного Ca2+ [33–35]. Известно,
что изолированные митохондрии из различных
органов и тканей животных в энергизованном со-
стоянии обладают способностью аккумулировать
и удерживать Ca2+ в матриксе [34, 35]. Однако при
критической перегрузке матрикса органелл иона-
ми кальция наблюдается индукция неспецифиче-
ской проницаемости внутренней мембраны для
ионов и растворимых в воде веществ с молекуляр-
ной массой до 1500 Да по их градиенту концен-
трации (или открытие митохондриальной поры)
[33–35]. Образование такой поры приводит к на-
рушению энергетических функций митохондрий,
прежде всего синтеза АТР, а также может вызвать
набухание матрикса митохондрий, разрыв внеш-
ней мембраны и, как следствие, выход находя-
щихся в межмембранном пространстве цитохро-
ма c и других, так называемых апоптогенных бел-
ков [33–35]. В связи с этим индукция поры во
внутренней мембране митохондрий рассматрива-
ется как один из факторов гибели клеток при раз-
личных патологических состояниях [33–36].

Известно, что природные и синтетические
глюкокортикоиды способны модулировать внут-
риклеточные потоки ионов кальция [15]. В тоже
время в случае митохондрий действие глюкокор-
тикоидов достаточно специфично. Так было
показано, что дексаметазон в высоких концен-
трациях (до 200 мкМ) ингибирует открытие
кальций-зависимой MPT-поры в митохондриях
печени и почек в экспериментах in vitro [37].
С другой стороны, в подобных эксперименталь-

ных условиях другие глюкокортикоиды (предни-
золон, гидрокортизон и др.) в концентрациях
менее 100 мкМ не оказывали значительного вли-
яния на кальций-зависимое набухание изолиро-
ванных митохондрий почек [12].

В настоящей работе мы также оценили влия-
ние дефлазакорта на эффективность индукции
кальций-зависимой поры в митохондриях печени
крыс. На рис. 6 представлены результаты сравни-
тельного изучения кинетики поглощения Ca2+

митохондриями печени крыс, энергизованными
глутамат/малатом или сукцинатом в инкубируе-
мых в отсутствие и в присутствии дефлазакорта.
Можно видеть, что митохондрии печени крыс,
энергизованные глутамат/малатом, полностью
поглощают Ca2+ при условии добавления CaCl2
8 раз по 10 нмоль на 1 мг белка (рис. 6а, кривая 1)
и удерживают его в матриксе в течение как мини-
мум 10 мин (данные не приведены). В этом случае
только после девятой добавки CaCl2 наблюдается
выход Ca2+ из митохондрий (рис. 6а, кривая 1).
Предварительная инкубация митохондрий в при-
сутствии 20 мкМ дефлазакорта не оказывает су-
щественного влияния на способность митохон-
дрий поглощать ионы кальция (рис. 6а, кривая 2).
Однако внесение дефлазакорта в концентрации
50 и 100 мкМ приводит к тому, что выход кальция
из митохондрий происходит, соответственно, уже
после 8 и 7 добавки CaCl2 в том же количестве
(рис. 6а, кривые 3 и 4). Подобная картина наблю-
дается и в случае митохондрий, энергизованных
сукцинатом (рис. 4б), – предварительная инкуба-
ция органелл с 50 и 100 мкМ дефлазакорта приво-
дит к снижению способности митохондрий по-
глощать ионы кальция.

Способность Ca2+ индуцировать открытие по-
ры в митохондриях можно выразить количе-

Рис. 5. Влияние различных концентраций дефлазакорта на продукцию H2O2 митохондриями печени крысы, энерги-
зованными глутамат/малатом или сукцинатом. Приведены средние ± ошибка среднего (n = 4). * – различия между дан-
ными опытов (присутствие указанных концентраций дефлазакорта) и контролем (отсутствие дефлазакорта) статисти-
чески значимы, р < 0.05.
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ственно как кальциевая емкость (КЕ) митохон-
дрий, т.е. то максимальное количество Ca2+, ко-
торое может быть аккумулировано в матриксе без
последующего открытия поры [34]. Очевидно,
что, исходя из кинетики поглощения Ca2+ (рис. 6а
и 6б), можно определить КЕ митохондрий печени
в отсутствие и в присутствии различных концен-
траций дефлазакорта. Как показано на рис. 6в,
дефлазакорт в концентрации 20 мкМ не оказыва-
ет существенного влияния на этот параметр ми-
тохондрий вне зависимости от субстрата окисле-
ния. В то же время 50 и 100 мкМ дефлазакорта вы-
зывают достоверное снижение КЕ митохондрий
печени крыс по сравнению с контролем.

Другим параметром, позволяющим оценить
влияние дефлазакорта на эффективность индук-
ции Ca2+-зависимой митохондриальной поры,
является регистрация набухания органелл в ответ
на добавку ионов кальция. Известно, что набуха-
ние митохондрий приводит к уменьшению рассе-
ивания проходящего через суспензию света, и это
может быть зарегистрировано как снижение оп-
тической плотности суспензии этих органелл [21].
Как видно на рис. 7а (кривая 1), добавление
60 нмоль на 1 мг белка CaCl2 к митохондриям пе-
чени крыс, инкубируемым в среде с Pi и энергизо-
ванным путем окисления сукцината, приводит к
существенному снижению оптической плотности
суспензии. В то время как в присутствии цикло-
спорина А (ЦсА), ингибитора митохондриальной
MPT-поры, такого эффекта не наблюдается
(рис. 7а, кривая 2). Предварительная инкубация
органелл с дефлазакортом в концентрациях 20, 50
и 100 мкМ приводит к дозозависимому увеличе-
нию эффективности Ca2+-индуцированного на-
бухания органелл (рис. 7а, кривые 3–5), которое
также блокируется ЦсА (рис. 7а, кривая 6). По-
лученные данные суммированы на рис. 7б, где
представлены скорости Ca2+-индуцированного
набухания митохондрий печени крыс в отсут-
ствие и в присутствии дефлазакорта. Можно ви-
деть, что дефлазакорт дозозависимо увеличивает
эффективность Ca2+ как индуктора MPT-поры.
Таким образом, этот глюкокортикоид способен
снижать резистентность органелл к индукции
ЦсА-чувствительной митохондриальной поры.
Стоит отметить, что подобные результаты были
получены нами ранее и в экспериментах in vivo –
терапия с использованием дефлазакорта досто-
верно снижала КЕ митохондрий скелетных
мышц и, соответственно, устойчивость органелл
к индукции кальций-зависимой MPT-поры [22].
Однако в этом случае действие этого агента было
также обусловлено запуском внутриклеточных
сигнальных путей и увеличением экспрессии ге-

Рис. 6. Влияние дефлазакорта (ДФК) на транспорт
кальция в митохондриях печени крыс. а – Поглоще-
ние добавок Са2+ (пульсы по 5 мкМ) митохондриями
печени, энергизованными глутамат/малатом, в от-
сутствие добавок (1) и в присутствии 20 мкМ (2),
50 мкМ (3) и 100 мкМ (4) дефлазакорта. б – Поглоще-
ние добавок Са2+ (пульсы по 5 мкМ) митохондриями
печени, энергизованными сукцинатом, в отсутствие
добавок (1) и в присутствии 20 мкМ (2), 50 мкМ (3) и
100 мкМ (4) дефлазакорта. в – Кальциевая емкость
митохондрий печени крыс в отсутствие (контроль) и
в присутствии различных концентраций дефлазакор-
та. Субстраты и реагенты: 2.5 мМ малат калия, 2.5 мМ
глутамат калия (а), 5 мМ янтарная кислота, 1 мкМ ро-
тенон (б). Концентрация митохондриального белка в
кювете – 0.5 мг/мл. На панелях а и б представлены
данные типичного эксперимента, полученные на од-
ном препарате митохондрий. В каждом случае анало-
гичные результаты были получены еще в трех незави-
симых экспериментах. Панель в – приведены сред-
ние значения ± стандартная ошибка среднего (n = 4).
* – различия между данными опытов (присутствие
указанных концентраций дефлазакорта) и контролем
(отсутствие дефлазакорта) статистически значимы,
р < 0.05.
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нов, кодирующих белки – предполагаемые ком-
поненты MPT-поры и, прежде всего, изоформы
ADP/ATP-антипортера ANT2 [22]. Можно пола-
гать, что снижение устойчивости митохондрий к
индукции кальций-зависимой поры в присут-
ствии дефлазакорта также может быть связано с
редокс-состоянием пула NAD(P)H. Действитель-
но, известно, что снижение уровня митохондри-
ального NAD(P)H может приводить к уменьше-
нию резистентности органелл к индукции каль-
ций-зависимой MPT-поры [38–40].

Суммируя полученные данные, можно пола-
гать, что действие дефлазакорта в организме, с
одной стороны, может реализовываться через ре-
цепторы и активацию сигнальных клеточных пу-
тей, затрагивающих митохондрии. С другой сто-
роны, этот глюкокортикоид, по всей видимости,
способен оказывать непосредственное влияние
на функционирование митохондриальных фер-
ментов и индукцию кальций-зависимой MPT-
поры.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда № 20-75-10006.
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Effect of Glucocorticoid Deflazacort on Respiration and Calcium-Dependent 
Permeability of Rat Liver Mitochondria

M. V. Dubinin1, *, A. A. Semenova1, E. I. Khoroshavina1, K. N. Belosludtsev1, 2

1Mari State University, pl. Lenina, 1, Yoshkar-Ola, 424000 Russia
2Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Institutskaya, 3, Pushchino, 142290 Russia

*e-mail: dubinin1989@gmail.com

This study examines the effect of glucocorticoid deflazacort on the functioning of rat liver mitochondria. De-
flazacort at concentrations up to 100 μM has been shown to have no effect on respiration and oxidative phos-
phorylation of rat liver mitochondria, energized both in the presence of glutamate/malate (substrates of com-
plex I of the respiratory chain) and succinate (substrate of complex II of the respiratory chain), and also does
not affect activity of complexes of the respiratory chain of organelles. It was found that deflazacort does not
affect the permeability of the inner membrane of liver mitochondria, but reduces the resistance of organelles
to the induction of calcium-dependent MPT pore. In addition, we have found that this glucocorticoid is able
to induce a decrease in the level of mitochondrial NAD(P)H, as well as inhibit the production of hydrogen
peroxide by organelles. The paper discusses how the effects of deflazacort on mitochondrial function may be
related to the therapeutic effects of this agent.

Keywords: liver mitochondria, glucocorticoids, deflazacort, oxidative phosphorylation, calcium-dependent
pore, NAD(P)H



<<
  /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


