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Исследованы ответы первичного сенсорного нейрона на воздействие синтетического циклического
пептида. Методом локальной фиксации потенциала обнаружено снижение потенциалочувстви-
тельности каналов NaV1.8 при воздействии декапептида Ac–Cys1–Leu2–Pro3–Arg4–Glu5–Arg6–
Arg7–Ala8–Gly9–Cys10–NH2 (PIP10), содержащего внутримолекулярный дисульфидный мостик
Cys1–Cys10. По результатам полной оптимизации геометрических параметров молекулы PIP10 по-
луэмпирическим методом AM1 установлено, что боковые цепи аргинильных остатков Arg4 и Arg6

оказываются стерически доступными и не вовлеченными в сильные внутримолекулярные взаимо-
действия. Расстояние между центральными атомами углерода гуанидиновых групп указанных арги-
нильных остатков составляет приблизительно 14 Å. Согласно гипотезе авторов, именно эти поло-
жительно заряженные группы ответственны за связывание молекулы РIР10 с каналом NaV1.8, бла-
годаря ион-ионному взаимодействию с отрицательно заряженными функциональными группами
аминокислотной последовательности канала. Исследуемый агент не оказывал влияния на рост ней-
ритов сенсорных нейронов. Полученные результаты позволили высказать предположение о том,
что декапептид PIP10 может претендовать на роль безопасной и эффективной анальгетической ле-
карственной субстанции благодаря специфической модуляции каналов NaV1.8, играющих ключе-
вую роль в первичном сенсорном кодировании в афферентном звене ноцицептивной системы.
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Изучение природы и физиологических свойств
антимикробных веществ нейтрофилов животных
привело к открытию в их гранулярном аппарате
группы лизосомных катионных белков неболь-
шой молекулярной массы – дефенсинов, чье ос-
новное функциональное значение заключается в
способности обеспечивать защиту организма от
возбудителей инфекционных болезней [1–3].
Отличительной особенностью строения молекул
дефенсинов является высокое (5–10 остатков)
содержание аргинильных остатков, несущих по-
ложительный заряд в боковой цепи при физиоло-
гически адекватных условиях [4], что в значитель-
ной степени определяет их большой дипольный
момент [5]. Относительно высокое содержание
аминокислот с гидрофобными боковыми цепями
(изолейцин, пролин, лейцин, валин), по-видимо-
му, имеет большое значение для реализации
антимикробных свойств дефенсинов. Еще одна

особенность их первичной структуры заключает-
ся в наличии шести остатков цистеина, участвую-
щих в образовании трех внутримолекулярных ди-
сульфидных мостиков. Они придают глобулопо-
добным молекулам дефенсинов повышенную
устойчивость к гидролизному действию много-
численных протеиназ гранулярного аппарата
нейтрофилов, а также стабилизируют третичную
структуру указанных пептидов, которая пред-
ставлена тремя антипараллельными β-тяжами,
образующими β-складчатый слой [6–8]. Подоб-
ная амфипатическая (амфифильная) структура
делает дефенсины способными не только к взаи-
модействию с фосфолипидами за счет своих
электростатических свойств, но и к внедрению в
липидный бислой благодаря гидрофобным взаи-
модействиям [9].

Как было установлено нами ранее [5, 10–12],
взаимодействие эндогенных антибиотиков де-
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фенсинов кролика NP-1 и NP-4 в наномолярных
концентрациях с мембраной ноцицептивного
нейрона приводит к снижению эффективного за-
ряда (Zeff) активационной воротной системы ка-
налов NaV1.8, ответственных за передачу ноци-
цептивных сигналов. Специфическое снижение
потенциалочувствительности данных каналов
позволяет сохранить способность передачи поли-
модальными ноцицепторами сигналов других
модальностей (например, тактильных и темпера-
турных), избирательно выключив высокочастот-
ную компоненту их импульсной активности, не-
сущую в ЦНС информацию о возникновении
боли.

Поскольку молекулы дефенсинов имеют цик-
лическую структуру, в настоящей работе исследо-
вана более простая, но также циклическая моле-
кула Ac–Cys1–Leu2–Pro3–Arg4–Glu5–Arg6–Arg7–
Ala8–Gly9–Cys10–NH2 (PIP10). Данная молекула
представляет собой отрезок молекулы дефенсина
NP-1, содержащий два цистеиновых остатка,
которые вовлечены в формирование внутримо-
лекулярного дисульфидного мостика, а также
последовательность Pro–Arg–Glu–Arg–Arg–Ala.
Выбор указанной последовательности определя-
ется тем фактом, что изученный нами ранее
линейный пептид Ac–Pro–Arg–Glu–Arg–Arg–
Ala–NH2 весьма эффективно модулирует актива-
ционное воротное устройство каналов NaV1.8 [13].
Благодаря своей циклической структуре PIP10
должен быть более устойчивым к действию де-
структивных пептидаз, чем линейные пептиды,
что позволяет этой молекуле претендовать на
роль лекарственной субстанции нового пептид-
ного анальгетика.

МЕТОДИКА
Метод локальной фиксации потенциала. Экспе-

рименты проводили с помощью метода локаль-
ной фиксации потенциала (patch-clamp method) в
конфигурации “регистрация активности целой
клетки” (“whole-cell”) [14]. Объектом исследова-
ния являлись культивируемые изолированные
сенсорные нейроны, выделенные из областей L5–S1
ганглиев спинного мозга новорожденных крысят
линии Wistar. Культивирование изолированных
нейронов в течение двух часов в стандартных пи-
тательных средах с использованием СО2-инкуба-
тора позволяет получить интактные клетки. По-
дробно метод получения этих нейронов описан в
наших предыдущих работах [15, 16]. Для исследо-
вания характеристик натриевых токов в работе
использовали стандартные растворы (концентра-
ции представлены в ммоль/л). Внеклеточный:
NaCl – 65, CaCl2 – 2, MgCl2 – 2, Choline Cl – 90,
HEPES Na – 10, тетродотоксин – 0.0003, pH 7.4.

Внутриклеточный: CsF – 100, NaCl – 10, CsCl –
40, MgCl2 – 2, HEPES Na – 10, pH 7.2. Исключе-
ние из состава растворов ионов калия позволило
избавиться от всех компонентов калиевого тока, а
ионы фтора во внутриклеточном растворе обес-
печивали блокирование кальциевых токов [17, 18].
В работе использовали реактивы фирмы “Sigma
Chemical Co.” (США).

Декапептид PIP10 был получен методом
классического пептидного синтеза (фирма ООО
“НПФ Верта”), для чего применяли реактивы и
производные аминокислот фирм “Sigma Chemi-
cal Co.” (США), “Iris Biotech GmbH” (Германия),
растворители производства компаний “Экос-1” и
“Криохром” (Россия). Конечный продукт харак-
теризовали с помощью аналитической ВЭЖХ
(чистота >95%) и масс-спектрометрии.

Квантовохимические расчеты. Полную опти-
мизацию геометрических параметров изолиро-
ванной молекулы декапептида PIP10 осуществля-
ли полуэмпирическим методом AM1 с примене-
нием программы GAMESS [19]. Гуанидиновые
группы боковых цепей аргинильных остатков и
карбоксильную группу боковой цепи глутамино-
вой кислоты рассматривали в заряженной форме.
Общий заряд молекулы PIP10 составлял +2.

Метод органотипической культуры нервной ткани.
Применяемый нами метод детально описан в ра-
ботах [15, 20, 21]. Спинальные ганглии Е10–Е12
куриных эмбрионов выделяли из областей L5–S1.
Эксплантаты культивировали в чашках Петри на
подложках из коллагена в СО2-инкубаторе (San-
yo, Япония) в течение трех суток при 36.5°С и 5%
СО2. Состав питательной среды был следующим:
40% среды Игла, 45% раствора Хенкса, 10% феталь-
ной телячьей сыворотки, 0.5 ед./мл инсулина, 0.6%
глюкозы, 2 мкмоль/л глютамина и 100 ед./мл гента-
мицина. Контрольными служили эксплантаты,
культивированные только в условиях питатель-
ной среды. В культуральную среду добавляли ис-
следуемый пептид PIP10 в широком диапазоне
концентраций. Для количественной оценки ро-
ста эксплантатов применяли морфометрический
метод. Индекс площади (ИП) рассчитывали как
отношение площади зоны роста эксплантата к
исходной центральной площади, где находились
немигрирующие клетки. Контрольное значение
ИП принимали за 100%. Для визуализации объек-
тов использовали микроскоп Axio Observer Z1
(Carl Zeiss, Германия). Полученные изображения
анализировали с использованием программ
ImageJ и ZEN_2012. Работа выполняли на обору-
довании ЦКП “Конфокальная микроскопия”
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН
(г. Санкт-Петербург).
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Статистическую обработку полученных ре-
зультатов выполняли в программе STATISTICA 10.0
(StatSoft, США). Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка средне-
го. Для сравнения между группами использовали
t-критерий Стьюдента. Различия принимали ста-
тистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

С помощью метода локальной фиксации по-
тенциала была исследована способность дека-
пептида PIP10 модулировать возбудимость мем-
браны ноцицепторов – снижать потенциалочув-
ствительность медленных натриевых каналов
NaV1.8, ответственных за кодирование болевых
сигналов.

На рис. 1, A приведены характерные исходные
записи активности медленных натриевых кана-
лов NaV1.8 в контрольных экспериментах и после
приложения PIP10 в концентрации 100 нмоль/л.
Обычно максимальные значения амплитуд на-
триевых токов несколько уменьшаются в течение
эксперимента, что обусловлено, главным обра-
зом, так называемым “run-down” эффектом, внут-
ренне присущим методу локальной фиксации
потенциала. Наиболее важным стационарным
параметром, определяющим электровозбуди-
мость нейрона, служит потенциалочувствитель-
ность активационной воротной системы, которая
определяется количественно величиной ее эф-
фективного заряда. Для оценки этого параметра
были построены нормированные “пиковые”
вольт-амперные характеристики обычным спо-
собом [22]: при подаче на мембрану последова-
тельности ступенек напряжения (E) регистриро-
вали амплитудные (пиковые) значения токов
(Ipic), которые можно представить в виде функции
Ipic(E). На рис. 1, Б показаны вольт-амперные ха-
рактеристики натриевых токов в контрольном
эксперименте и после приложения PIP10 в кон-
центрации 100 нмоль/л. Основной эффект, поз-
воляющий обнаружить количественную связь
между потенциалочувствительностью активаци-
онной воротной системы натриевых каналов
NaV1.8 и воздействием исследуемого агента, про-
является в изменении крутизны левой ветви
вольт-амперной характеристики. В более явном
виде изменение крутизны может быть представ-
лено на графике зависимости нормированной
хордовой проводимости от потенциала (рис. 1, В).
Эта функция строится следующим способом.
Хордовая проводимость как функция потенциала
равна отношению максимальных значений токов
к разности между мембранным потенциалом и
потенциалом реверсии натриевого тока. Функ-

ция GNa(E) имеет начальный S-образный участок,
крутизна которого отражает особенности потен-
циалочувствительности активационного процес-
са. После построения нормированной функции

 (рис. 1, В) можно видеть, что изменение
крутизны именно указанного участка четко про-
является при воздействии PIP10, и это связано с
изменением потенциалочувствительности акти-
вационного воротного устройства медленных на-
триевых каналов. Потенциалочувствительность
оценивалась с помощью модифицированного на-
ми метода В. Алмерса [23], дающего удовлетвори-
тельную оценку величины эффективного заряда
(Zeff) активационного воротного устройства мед-
ленных натриевых каналов. Тангенс угла наклона
регрессионной прямой определяет предельную
логарифмическую чувствительность воротного
устройства канала к изменению потенциала.
На рис. 1, Г представлены экспериментальные за-
писи величины Zeff до и после приложения дека-
пептида. Видно, что в данном эксперименте ве-
личина эффективного заряда снижалась с кон-
трольного значения Zeff, равного 6.8 до 4.2 после
приложения PIP10 в концентрации 100 нмоль/л.

Наши результаты, полученные при воздей-
ствии PIP10 в концентрации 100 нмоль/л, свиде-
тельствуют о статистически достоверном сниже-
нии эффективного заряда с контрольного значения
Zeff = 6.8 ± 0.4 (n = 15) до Zeff = 4.5 ± 0.3 (n = 23)
(рис. 2).

Квантовохимические расчеты показали, что
конформация PIP10, полученная в рамках пол-
ной оптимизации геометрических параметров
указанной молекулы полуэмпирическим мето-
дом AM1 (рис. 3), стабилизирована наличием ди-
сульфидного мостика Cys1–Cys10 и внутримоле-
кулярного солевого мостика Glu5–Arg7. При этом
боковые цепи аргинильных остатков Arg4 и Arg6

оказываются стерически доступными и не вовле-
ченными в сильные внутримолекулярные взаи-
модействия. Расстояние между центральными
атомами углерода гуанидиновых групп указанных
аргинильных остатков составляет приблизитель-
но 14 Å, и можно предположить, что именно эти
группы ответственны за связывание молекулы
РIР10 с каналом NaV1.8.

С помощью метода органотипической культу-
ры ткани было изучено влияние декапептида
PIP10 на рост нейритов сенсорных нейронов.
Данная молекула была исследована в концентра-
циях 1 и 10 нмоль/л, 0.1 и 1 мкмоль/л. Ни в одной
из рассмотренных концентраций декапептида
ИП эксплантатов спинальных ганглиев не отли-
чался от контрольного значения (рис. 4). Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что цик-

( )norm
NaG E
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лический декапептид PIP10 не оказывает влия-
ния на рост указанной ткани, и, как следствие, не
обладает нейротоксическими свойствами.

Таким образом, этот циклический декапептид
обладает способностью снижать Zeff медленных
натриевых каналов, сравнимой с эффектом ли-

Рис. 1. Влияние декапептида PIP10 (100 нмоль/л) на потенциалочувствительность медленных натриевых каналов
NaV1.8.
А – семейства медленных натриевых токов в контрольных экспериментах (вверху) и после приложения PIP10 (внизу).
Диапазон тестирующего потенциала от –35 до 45 мВ, шаг – 10 мВ. Во всех записях поддерживаемый потенциал, дли-
тельность которого составляла 500 мс, был равен 110 мВ. Вычитание токов утечки и емкостных токов осуществлялось
программным способом. Б – нормированные значения пиковых вольт-амперных характеристик каналов NaV1.8, по-
строенные по данным контрольного эксперимента и после приложения PIP10. В – потенциалозависимость хордовой
проводимости каналов NaV1.8, полученная в контрольных экспериментах и после приложения PIP10. Г – экспонен-
циальная функция Алмерса, построенная в логарифмическом масштабе (ось ординат), позволяет определить величи-
ну Zeff по тангенсу угла наклона асимптот, проведенных к начальным участкам этих функций. 1 – контрольные зна-
чения, 2 – значения после приложения PIP10.
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нейного гексапептида Ac–Pro–Arg–Glu–Arg–
Arg–Ala–NH2 [13]. Полученный результат позво-
ляет сделать важнейший вывод о том, что нами
установлена близкая к минимально возможной
циклическая аминокислотная последователь-
ность атакующей молекулы, основанная на
структуре нативной формы дефенсина NP-1. Эта
молекула (PIP10) способна снижать эффектив-
ный заряд каналов NaV1.8 и может претендовать
на роль анальгетической субстанции пептидной
природы.

Тончайший механизм модуляции медленных
натриевых каналов, основанный на образовании
ион-ионных связей между молекулой канала
NaV1.8 и двумя гуанидиновыми группами арги-
нильных остатков атакующей молекулы, являет-
ся принципиально новым. Он отличается от рас-
сматриваемых в мировой литературе механизмов
регуляции каналов NaV1.8, причем эти каналы
считаются одной из самых перспективных мише-
ней при создании новых анальгетических лекар-
ственных препаратов [24]. Известны работы, в
которых сообщалось об эффективных модулято-
рах функциональной активности каналов NaV1.8
[25, 26]. Однако в мировой литературе отсутству-

ют данные о проведенных клинических исследо-
ваниях указанных субстанций как анальгетиков,
способных заменить опиаты. Можно предполо-
жить, что авторам этих работ не удалось на орга-
низменном уровне обнаружить специфичность и
безопасность действия исследуемых ими суб-
станций.

На основании предложенного в настоящей ра-
боте механизма модуляции каналов NaV1.8 можно
предсказать и объяснить анальгетическую актив-
ность как линейных, так и циклических пепти-
дов. Необходимо отметить, что задача обнаруже-
ния самого короткого пептида, потенциально
способного выступать в качестве анальгетиче-
ской лекарственной субстанции, нами была ре-
шена ранее. Им оказался трипептид Ас–Arg–
Glu–Arg–NH2 [27].

Лиганд-рецепторное связывание как линей-
ного трипептида, так и циклического декапептида
осуществляется благодаря ион-ионному взаимо-
действию с молекулой канала двух положительно
заряженных гуанидиновых групп, входящих в со-
став аргинильных остатков атакующих молекул.
Расстояние между ними, т.е. расстояние между
центральными атомами углерода этих групп
в молекуле Ас–Arg–Glu–Arg–NH2, составляет
примерно 13 Å, а в молекуле PIP10 – около 14 Å.
Мы предполагаем, что подобная величина расстоя-
ния между гуанидиновыми группами в атакую-
щей молекуле является принципиально важной
для осуществления эффективного лиганд-рецеп-
торного связывания аргининсодержащих пепти-
дов с молекулой канала NaV1.8.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе осуществлена попытка
обнаружения самого короткого циклического
пептида, способного проявлять анальгетический
эффект. Полученные данные указывают на то,
что исследованный нами циклический декапеп-
тид PIP10 может претендовать на эту роль благо-
даря эффективной модуляции функциональной
активности каналов NaV1.8.

Этические нормы. Эксперименты были разра-
ботаны в соответствии с Директивой Совета
Европейских сообществ от 24 ноября 1986 г.
(86/609/EЭC). Местный комитет по уходу и ис-
пользованию животных Института физиологии
имени Павлова РАН (Санкт-Петербург) утвердил
все экспериментальные методики с животными,
разрешение № 12/03 (20.04.2018).

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией данной статьи.

Рис. 2. Значения величины эффективного заряда ак-
тивационной воротной системы каналов NaV1.8 по-
сле приложения декапептида PIP10 (100 нмоль/л).
1 – контрольные значения, 2 – значения после при-
ложения PIP10. * – различие между контрольными и
экспериментальными данными статистически досто-
верно.
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Рис. 3. Пространственное строение молекулы PIP10 по результатам полной оптимизации геометрических параметров
методом АМ1 и нумерация аминокислотных остатков.
Белые шары – атомы углерода, светло-серые – атомы серы, темно-серые – атомы кислорода, черные – атомы азота.
Центральные атомы углерода не вовлеченных во внутримолекулярные взаимодействия гуанидиновых групп отмечены
звездочками, а сами группы заключены в овалы. Атомы водорода не показаны.
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Рис. 4. Влияние декапептида PIP10 в различных концентрациях на рост нейритов.
1 – контрольные значения, 2 – значения после приложения декапептида PIP10. По оси ординат – индекс площади
эксплантатов (ИП, %).
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Modulation of Voltage Sensitivity of Slow Sodium Channels 
by the Synthetic Cyclic Peptide

V. B. Plakhovaa, I. V. Rogachevskiia, V. A. Penniyaynena, S. A. Podzorovaa, A. D. Kalininaa,
B. V. Krylova, *, A. D. Nozdracheva

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, Russia
*E-mail: krylov@infran.ru

Effects of the synthetic cyclic peptide on the primary sensory neuron responses are investigated. A decrease
in the NaV1.8 channel voltage sensitivity upon application of the decapeptide Ac–Cys1–Leu2–Pro3–Arg4–
Glu5–Arg6–Arg7–Ala8–Gly9–Cys10–NH2 (PIP10) containing an intramolecular disulfide bridge Cys1–
Cys10 was demonstrated by the patch-clamp method. The side chains of Arg4 and Arg6 residues are sterically
unhindered and not involved in strong intramolecular interactions, as shown by the full semiempirical AM1
geometry optimization of the PIP10 molecule. The distance between the central carbon atoms of the guani-
dinium moieties of these arginine residues is close to 14 Å. According to our hypothesis, it is these positively
charged functional groups that are responsible for binding of PIP10 due to intermolecular ion-ionic bonding
with negatively charged groups of the NaV1.8 channel molecule. The agent had no effect on the neurite growth
of sensory neurons. The results obtained make it possible to suggest that the PIP10 decapeptide might be ap-
plicable as a safe and effective analgesic medicinal substance given its ability to specifically modulate the
NaV1.8 channels playing a key role in primary sensory coding in the afferent unit of the nociceptive system.

Keywords: primary sensory neuron, nociception, patch-clamp method, organotypic nerve tissue culture,
AM1 method, NaV1.8 channel.



<<
  /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


