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Длительная персистенция бета-2-микроглобулина (β2М) в высоких концентрациях в крови больных с
острой почечной недостаточностью приводит к развитию гемодиализного амилоидоза. В тканях и органах
пациентов, страдающих данным заболеванием, происходит накопление амилоидных бляшек на основе
полноразмерного β2М и его укороченных форм без 6 и 10 N-концевых аминокислотных остатков. В на-
стоящей работе проведено сравнительное изучение структуры и фотофизических свойств этих амилоид-
ных фибрилл. С использованием методов регистрации их собственного ультрафиолетового излучения
(УФ-спектроскопии) и кругового дихроизма (КД-спектроскопии), а также метода электронной микро-
скопии показано различие структуры амилоидных фибрилл на основе полноразмерной и укороченных
форм β2М. Для подтверждения полиморфизма исследуемых образцов было проведено изучение их взаи-
модействия с флуоресцентным зондом тиофлавином Т. Ключевым моментом в проведении этих экспери-
ментов стало применение метода равновесного микродиализа для подготовки тестируемых растворов. Ис-
следование этих растворов с использованием различных спектроскопических подходов позволило рас-
считать параметры связывания тиофлавина Т с амилоидными фибриллами на основе β2М и определить
фотофизические характеристики связанного красителя. Анализ полученных результатов позволил под-
твердить предположение о различии структуры амилоидных фибрилл на основе полноразмерной и укоро-
ченных форм β2М, а также показать их существенное отличие от фибрилл на основе других амилоидоген-
ных белков (в частности, модельных белков инсулина и лизоцима).
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Бета-2-микроглобулин (β2М) представляет собой
белок с молекулярной массой 11.8 кДа, состоящий из
99 аминокислотных остатков. Он синтезируется во
всех ядросодержащих клетках организма и играет
важную роль в клеточном иммунитете. β2М обеспе-
чивает фолдинг и экспонирование на клеточной по-
верхности молекул первого класса главного ком-
плекса гистосовместимости (Bjorkman et al., 19874;
Goldsby, 2007). В норме концентрация β2М в плазме
крови составляет ~1–3 мг/мл, при этом в день в ор-
ганизме синтезируется 2–4 мг/кг белка, а период его

полувыведения составляет ~2.5 ч. Элиминация β2М
на 95% обеспечивается путем клубочковой фильтра-
ции (с последующей реабсорбцией и внутриклеточ-
ным протеолизом в проксимальных канальцах) и его
концентрация в плазме крови напрямую связана с
функционированием почек. Уровень β2М при хро-
нической почечной недостаточности может возрас-
тать в 60 раз вследствие значительного (в 10–15 раз)
увеличения времени выведения данного белка.
Большие количества β2М обнаруживаются в моче
больных с нарушенной реабсорбцией белка из пер-
вичного фильтрата (Linke et al., 1989). При продол-
жительной гемодиализной терапии, необходимой
для очистки крови пациентов, страдающих тяжелы-
ми заболеваниями почек, концентрация β2М в плаз-
ме крови постоянно значительно превышает норму.

Принятые сокращения. КД – круговой дихроизм, УФ – ультра-
фиолетовый, β2М – бета-2-микроглобулин, β2MΔ6 и β2MΔ10 –
бета-2-микроглобулин с аминокислотной последовательно-
стью, укороченной на шесть и десять N-концевых аминокис-
лотных остатков соответственно, ThT – тиофлавин Т.
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Длительная персистенция β2M в высокой концен-
трации считается основной причиной появления
молекул белка в аномальной конформации и обра-
зования ими упорядоченных агрегатов в виде амило-
идных фибрилл (Maruyama et al., 1992). Следует от-
метить, что так называемый “гемодиализный ами-
лоидоз” не связан с самой лечебной процедурой, а
является следствием устранения несовместимых с
жизнью уремических состояний, которые до приме-
нения гемодиализа быстро приводили к летальному
исходу. Это исключало саму возможность длитель-
ного повышения уровня β2М в плазме крови.

Возникновение амилоидоза зачастую не является
причиной заболевания, а лишь сопутствует ему, яв-
ляется его побочным эффектом. Кроме того, резуль-
таты последних исследований свидетельствуют о
том, что токсичными для клетки являются предше-
ственники фибрилл – амилоидные олигомеры, а са-
ми амилоидные фибриллы не оказывают существен-
ного влияния на состояние пациентов. В связи с
этим специально разрабатываемые агенты, способ-
ные препятствовать образованию амилоидных фиб-
рилл или замедлять их рост, не имеют терапевтиче-
ского эффекта и не оказывают значительного воз-
действия на протекание таких заболеваний. Однако
в случае гемодиализного амилоидоза образование и
накопление амилоидных фибрилл само по себе яв-
ляется причиной существенного ухудшения качества
жизни больных, сопровождающегося появлением бо-
лей в суставах и уменьшением их подвижности (Mass-
ry, 2003). Наиболее часто при этом заболевании отме-
чается синдром карпального канала, скапулофемо-
ральный периартроз, деструктивная спондило-
артропатия, протекающая в ряде случаев с миелоком-
прессией, атлантоаксиальная артропатия, бурситы,
костные кисты, патологические переломы и др.
(Charra, 1984; Kuntz et al., 1984; Campistol et al., 1990;
Zingraff et al., 1990; Gal et al., 1994; Sprague, 1996). На
более поздних этапах болезни амилоидные бляшки
могут откладываться на стенках желудка и в сердце.
Решению проблемы гемодиализного амилоидоза в
настоящее время уделяется особое внимание, так как
число пациентов, требующих гемодиализной тера-
пии, с каждым годом растет. Существенное значение
в поиске путей предотвращения накопления амило-
идных фибрилл β2М и ингибирования их роста имеет
исследование структуры и физико-химических
свойств белковых агрегатов, образующихся при гемо-
диализном амилоидозе, что в настоящее время явля-
ется предметом интенсивных исследований (Hong et
al., 2002; Sasahara et al., 2007).

Исследования последних лет показали, что у
больных, находящихся на гемодиализном лечении
длительное время, обнаруживаются амилоидные
фибриллы не только на основе полноразмерного
β2М, но и на основе его укороченных форм без
участков полипептидной цепи, состоящих из 6
(β2MΔ6) и 10 (β2MΔ10) N-концевых аминокислот
(~25%) (Bellotti et al., 1998; Stoppini et al., 2005; Linke

et al., 1987). При этом в плазме крови, спинномозго-
вой жидкости и моче, как здоровых, так и больных
гемодиализным амилоидозом, укороченных форм
мономеров β2М обнаружено не было. (Bellotti, Chiti,
2008). В настоящее время остается открытым вопрос
о том, является ли укороченный белок продуктом
протеолиза нативного β2М, или протеолитическое
отщепление фрагмента белка происходит в уже сфор-
мировавшихся фибриллах. Исследование способно-
сти к агрегации укороченных форм β2М может стать
важным шагом в разрешении этого вопроса. Кроме
того, ранее было показано, что амилоидные фибрил-
лы на основе β2М при различных условиях могут об-
разовывать агрегаты с различной структурой (Kardos
et al., 2005; Chatani et al., 2012). В связи с этим задачей
настоящей работы стало изучение полиморфизма
амилоидных фибрилл на основе полноразмерной и
укороченных форм β2М. Тот факт, что полимор-
физм амилоидных фибрилл лежит в основе проявле-
ния различных фенотипов амилоидозов, свидетель-
ствует об актуальности проведения подобных иссле-
дований.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материалы. Образцы тиофлавина Т (ThT) Ultra-

Pure Grade (AnaSpec, США) были использованы без
дополнительной очистки. ThT был растворен в 2 мМ
Tris-HCl (рН 7.7) в присутствии 150 мМ NaCl.

Получение β2M и его укороченных форм. Для по-
лучения растворимого рекомбинантного β2M был со-
здан вектор pETb2m6.8. Вектор был сконструирован
таким образом, чтобы β2M синтезировался вместе с
бактериальным лидерным пептидом PelB, транспор-
тирующим белок в периплазматическое пространство
бактерии Escherichia coli и впоследствии отщепляю-
щийся под воздействием бактериальной протеазы.
Это позволило получить β2M, который не содержит
дополнительного метионина на N-конце и начина-
ется с изолейцина (первой аминокислоты β2M чело-
века) (табл. 1). Как и ожидалось, в периплазме был
обнаружен растворимый β2M. Включение в вектор
полигистидиновой последовательности на С-конце
дало возможность весьма эффективно и быстро очи-
стить белок с использованием аффинной хромато-
графии на металл-хелатном никель-агарозном сор-
бенте. Экстракция периплазматической фракции с
последующей аффинной хроматографией позволи-
ли получить β2M с чистотой более 98%.

Для получения укороченных форм β2М без участ-
ков полипептидной цепи из 6 (β2MΔ6) и 10 (β2MΔ10)
N-концевых аминокислот были созданы экспресси-
онные генетические конструкции соответственно
pETb2m1.1 и pETb2m2.1. Перед нуклеотидной по-
следовательностью, кодирующей β2MΔ6 и β2MΔ10,
в плазмиды был вставлен не бактериальный PelB-
лидерный пептид, а старт-кодон ATG. В результате
белок, синтезируемый полученной экспрессионной
генетической конструкцией, накапливался в тельцах
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включения и имел дополнительный метионин (за
счет старт-кодона) на N-конце.

Получение амилоидных фибрилл на основе β2M.
Для получения амилоидных фибрилл на основе β2M
и его укороченных форм выделенные и очищенные
белки инкубировали в Gly-HCl буфере (pH 2.5) в
термостате (37°С) при постоянном перемешивании
в течение 14 сут (500 rpm) на термошейкере TS-100
(Biosan).

Спектроскопия. Спектры поглощения амилоид-
ных фибрилл и флуоресцентных зондов регистриро-
вали с использованием спектрофотометра U-3900H
(Hitachi, Япония). Спектры КД амилоидных фиб-
рилл в дальней УФ-области были измерены с ис-
пользованием спектрополяриметра J-810 (Jasco,
Япония). Спектры флуоресценции и возбуждения
флуоресценции амилоидных фибрилл и флуорес-
центных зондов были измерены с использованием
спектрофлуориметра Cary Eclipse (Varian, Австралия).

Коррекция зарегистрированных значений интенсив-
ности флуоресценции с учетом эффекта внутреннего
фильтра. Определение спектров возбуждения флуорес-
ценции. Существенным препятствием для определения
истинных спектров флуоресценции и возбуждения
флуоресценции является нелинейность концентраци-
онной зависимости интенсивности флуоресценции,
которая обусловлена так называемым эффектом пер-
вичного внутреннего фильтра. Причиной этого эф-
фекта является ослабление потока возбуждающего
света при его прохождении через поглощающий рас-
твор (закон Ламберта−Бера), а также различие обла-
сти, освещаемой возбуждающим светом, и рабочей
областью, с которой флуоресценция регистрируется.
В литературе часто встречаются допущения о том, что
в случае низкой концентрации (малого поглощения)
исследуемого раствора, интенсивность флуоресцен-

ции пропорциональна концентрации флуоресцирую-
щего вещества, а эффектом первичного внутреннего
фильтра можно пренебречь. Однако это предполо-
жение является неверным. В действительности, ин-
тенсивность флуоресценции пропорциональна по-
глощению (A) только в одном случае, когда А = 0. Да-
же при A = 0.1 отклонение от линейности составляет
~12%, а при А = 0.3 оно составляет ~38% (Fonin et al.,
2014).

В случае, когда площадь, освещенная возбуждаю-
щим светом, совпадает с рабочей областью, с кото-
рой свет флуоресценции собирается (случай исполь-
зуемого нами спектрофлуориметра Cary Eclipse), ре-
гистрируемая интенсивность флуоресценции F (λex)
пропорциональна фракции возбуждающего света,
которая поглощается раствором ( ). В случае
однокомпонентного раствора, когда вещество и по-
глощает свет, и флуоресцирует с квантовым выхо-
дом флуоресценции q, его интенсивность флуорес-
ценции может быть записана как:

Здесь  – интенсивность возбуждающего
света при длине волны λex, k' – коэффициент про-
порциональности,  – спектральная ширина ще-
лей монохроматора на пути возбуждающего света и

 – нормировочный множитель, ко-
торый определяется с использованием эталона (флу-
оресцирующего вещества с известным квантовым
выходом флуоресценции) в тех же эксперименталь-
ных условиях (т.е. при тех же значениях ширины ще-
лей, напряжения фотоумножителя и др.), которые
были использованы в эксперименте с образцом, A –
суммарная оптическая плотность, AFL – оптическая

−−1 10 A

( ) ( ) ( ) ( )−
− −

= Δ − =0

1 10
λ ' λ λ 1 10 .

A
A

ex ex ex FLF k I q k A q
A

( ) Δ0 λ λex exI

Δλex

( )= Δ0' λ λex exk k I

Таблица 1. Аминокислотная последовательность полноразмерного β2M и его укороченных форм

Нативный β2M человека

Рекомбинантный β2M

Рекомбинантный β2MΔ6 

10 20   30             40      50

IQRTPKIQVY SRHPAENGKS NFLNCYVSGF HPSDIEVDLL KNGERIEKVE 
60          70   80  90       99 

HSDLSFSKDW SFYLLYYTEF TPTEKDEYAC RVNHVTLSQP KIVKWDRDM 
       10             20             30            40          50 

IQRTPKIQVY SRHPAENGKS NFLNCYVSGF HPSDIEVDLL KNGERIEKVE 
60              70          80            90          100 

HSDLSFSKDW SFYLLYYTEF TPTEKDEYAC RVNHVTLSQP KIVKWDRDMH 
104 

HHHH 
10     20             30 40     50

-----MIQVY SRHPAENGKS NFLNCYVSGF HPSDIEVDLL KNGERIEKVE 
60 70              80           90 100

HSDLSFSKDW SFYLLYYTEF TPTEKDEYAC RVNHVTLSQP KIVKWDRDMH 
104  

HHHH 
Рекомбинантный β2MΔ10 10 20 30              40 50

---------M SRHPAENGKS NFLNCYVSGF HPSDIEVDLL KNGERIEKVE 
60 70 80 90 100

HSDLSFSKDW SFYLLYYTEF TPTEKDEYAC RVNHVTLSQP KIVKWDRDMH 
104 

HHHH 
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плотность флуоресцирующего компонента. Коэф-
фициент k должен быть выбран таким образом, что-
бы интенсивность флуоресценции имела физиче-
ский смысл произведения поглощения и квантового
выхода флуоресценции:

где W – корректирующий фактор, определяемый с
использованием суммарной оптической плотности
раствора при λex:

С использованием такой корректировки были
определены неискаженные спектры собственной
УФ-флуоресценции мономерного β2M и фибрилл
на его основе, а также квантовый выход флуоресцен-
ции связанного с фибриллами ThT.

Электронная микроскопия. Для визуализации
амилоидных фибрилл использовали просвечиваю-
щий электронный микроскоп Libra 120 (Carl Zeiss,
Германия). Для негативного контрастирования пре-
паратов использовали 1%-ный водный раствор ура-
нил-ацетата. Суспензию амилоидных фибрилл на-
носили на медные сетки, покрытые коллодиевой
пленкой-подложкой, напыленной углем.

Равновесный микродиализ. Равновесный микро-
диализ проводили с использованием приспособле-
ний фирмы Harvard Apparatus/Amika (США), кото-
рые состоят из двух камер равного объема (500 мл),
разделенных мембраной, непроницаемой для ча-
стиц с массой больше 10000 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Спектральные свойства амилоидных фибрилл, по-

лученных на основе β2M. Для диагностики возник-
новения амилоидных фибрилл на основе β2M, а так-
же β2MΔ6 и β2MΔ10, созданных с использованием
специальных генетических конструкций, и проведе-
ния их морфологической характеристики использо-
вали метод электронной микроскопии (рис. 1а–1в).
Полученные изображения позволили сделать за-
ключение о том, что укороченные формы β2М, как и
полноразмерный белок, in vitro способны образовы-

( ) ( )= =0 λ λ ,ex ex FLF F W A q

−−= 1 10 .
FLA

FL

W
A

вать длинные тонкие неразветвленные амилоидные
фибриллы с различной морфологией. В частности, по-
казано, что исследуемые образцы различаются по диа-
метру жгута фибриллы (толщина амилоидных фиб-
рилл на основе β2M и β2MΔ6 составляет 12–15 нм, а
фибрилл на основе β2MΔ10 – 6–8 нм). Можно отме-
тить, что фибриллы на основе β2MΔ10, возможно, в
силу своей небольшой толщины, являются более
пластичными и образуют изгибы и петли, в то время
как фибриллы на основе белка с полноразмерной
аминокислотной последовательностью являются
более жесткими и прямыми.

Полученные амилоидные фибриллы исследовали
с использованием ряда спектроскопических мето-
дов: абсорбционной, флуоресцентной и КД-спек-
троскопии. Спектры поглощения мономерного β2М
и амилоидных фибрилл на его основе, как и ожида-
лось, совпадают со спектром поглощения триптофа-
на (λmax = 280 нм) (рис. 2a). Анализ спектров погло-
щения амилоидных фибрилл проводили с учетом их
светорассеяния с использованием стандартной про-
цедуры (рис. 2д). Показано, что величина светорас-
сеяния образцов заметно различается (рис. 2е), что
свидетельствует о различии размеров исследуемых
белковых агрегатов. Концентрацию мономерного пол-
норазмерного белка и амилоидных фибрилл на основе
β2М и β2МΔ6 оценивали с использованием коэффи-
циента молярной экстинкции ε280 = 20065 М–1 см–1, а
концентрацию фибрилл на основе β2MΔ10 – с ис-
пользованием коэффициента молярной экстинкции
ε280 = 18575 М–1 см–1, поскольку последовательность
β2MΔ10 короче на 10 аминокислотных остатков,
среди которых есть один тирозиновый остаток
(Tyr10 в исходной аминокислотной последователь-
ности).

Показано различие спектров собственной трип-
тофановой флуоресценции исследуемых амилоид-
ных фибрилл (рис. 2б). На наш взгляд, это обусловлено
различным микроокружением флуоресцирующих
аминокислотных остатков белков и их различной до-
ступностью молекулам растворителя, что в свою
очередь может определяться аминокислотным со-
ставом белков, на основе которых получены амило-
идные фибриллы, и особенностями структуры самих
амилоидных фибрилл. Для определения истинных

Рис. 1. Визуализация амилоидных фибрилл на основе β2М (а), β2МΔ6 (б), β2МΔ10 (в), инсулина (г) и лизоцима (д). Электрон-
ная микроскопия.

   в г да    

1 мкм1 мкм1 мкм 1 мкм1 мкм1 мкм 1 мкм1 мкм1 мкм 1 мкм1 мкм1 мкм 1 мкм1 мкм1 мкм   

б
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Рис. 2. Спектральные свойства амилоидных фибрилл на основе β2М. а – Cпектры поглощения, б – спектры флуоресценции,
в – спектры возбуждения флуоресценции, нескорректированные (штриховые кривые) и скорректированные (сплошные кри-
вые) на эффект первичного внутреннего фильтра, г – спектры кругового дихроизма (КД) β2M (бирюзовая кривая) и амилоид-
ных фибрилл на основе β2M (красная кривая), β2MΔ6 (зеленая кривая) и β2MΔ10 (синяя кривая). д – Зарегистрированный
спектр поглощения амилоидных фибрилл на основе β2M (кривая 1), вклад светорассеяния (2) и истинный спектр поглоще-
ния этих амилоидных фибрилл, полученный после вычитания из зарегистрированного спектра их светорассеяния (3); на
вставке проиллюстрирован метод исключения кажущейся оптической плотности из зарегистрированного спектра амилоид-
ных фибрилл. Поправка на светорассеяние в области полосы поглощения вводилась путем экстраполирования значений из
области, где истинное поглощение отсутствует. Зависимость величины светорассеяния от длины волны имеет вид:

 Для определения коэффициента а и n строили график lg(А) = f(lg(λ)). В той спектральной области, где отсут-

ствует истинное поглощение, зависимость представляет собой прямую, угол наклона которой позволяет определить величи-
ну n (tgα = n) и отрезок, отсекаемый прямой на оси ординат, позволяет определить величину а. Определение величин а и n
позволяет рассчитать значение Аscat для каждой длины волны в исследуемой области поглощения. е – Светорассеяние, обу-
словленное амилоидными фибриллами на основе β2M (1), β2MΔ6 (2) и β2MΔ10 (3).
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спектров возбуждения флуоресценции, не искажен-
ных за счет эффекта первичного внутреннего фильтра,
использовали корректировочный коэффициент, кото-
рый определяется только суммарной оптической плот-
ностью раствора (Fonin et al., 2014). Скорректирован-
ные спектры возбуждения (рис. 2в), как и следовало
ожидать, практически совпадают со спектрами по-
глощения исследуемых растворов, что свидетель-
ствует о гомогенности (идентичности) поглощаю-
щих центров в исследуемых образцах.

Для оценки вторичной структуры β2M и амило-
идных фибрилл на его основе были измерены спек-
тры КД в дальней УФ-области (в диапазоне длин
волн 198–260 нм) (рис. 2г). Полученные результаты
свидетельствуют о том, что при формировании ами-
лоидных фибрилл на основе полноразмерного β2M
происходит существенное изменение вторичной
структуры белка. Этот факт хорошо согласуется с
представлением о том, что образованию и отложе-
нию в тканях и органах упорядоченных агрегатов
β2M при его длительной персистенции в организме
в высоких концентрациях предшествует появление
молекул белка в аномальной конформации.

Можно заметить, что амилоидные фибриллы на
основе полноразмерного β2M имеют наиболее выра-
женный по сравнению с другими фибриллами мини-
мум при длине волны около 220 нм, который характе-
рен для образцов с высоким содержанием β-структу-
ры (формирующей остов амилоидных фибрилл). При
этом по мере уменьшения длины аминокислотной
последовательности β2M происходит увеличение
содержания неупорядоченной структуры в фибрил-
лах. Можно предположить, что не только различное
содержание β-структуры, формирующей остов фиб-
риллы, но и различное содержание неупорядочен-
ной структуры может быть причиной полиморфизма
амилоидных фибрилл. В частности, переход от упо-
рядоченной структуры к менее компактной неупо-
рядоченной структуре может влиять на способность
протофибрилл взаимодействовать друг с другом и
обуславливать меньшую толщину жгута зрелых ами-
лоидных фибрилл на основе белков с более корот-
кой аминокислотной последовательностью. Кроме
того, на основании оценки вторичной структуры и
способности к агрегации исследуемых амилоидных
фибрилл, можно сделать предположение о том, что
различное содержание неупорядоченных участков в
белке на начальных этапах фибриллогенеза может
влиять на доступность “липких” участков этих бел-
ков друг другу, что играет ключевую роль в процессе
образования амилоидных фибрилл и определяет
скорость его протекания.

Взаимодействие тиофлавина Т с амилоидными
фибриллами на основе β2M. Для выявления различий
в структуре и свойствах амилоидных фибрилл на ос-
нове β2M было также исследовано их взаимодей-
ствие c флуоресцентным зондом тиофлавином Т
(ThT), который широко применяется в качестве те-

ста на образование фибрилл при ряде тяжелых забо-
леваний, таких как болезнь Альцгеймера, Паркин-
сона и другие. Существенной особенностью ThT яв-
ляется то, что водном растворе краситель имеет
очень низкий квантовый выход флуоресценции, ко-
торый при встраивании ThT в амилоидные фибрил-
лы может возрастать в десятки тысяч раз (Sulatskaya
et al., 2010). При этом взаимодействие красителя с
амилоидными фибриллами очень специфично. Со-
гласно данным из литературы ThT не взаимодей-
ствует с глобулярными белками в нативном состоя-
нии (исключение составляют ацетилхолинэстераза
(De Ferrari et al., 2001; Sulatskaya et al., 2018a) и сыво-
роточные альбумины (Sen et al., 2009; Rovnyagina
et al., 2018). Полученные нами результаты, свиде-
тельствующие о том, что интенсивность флуорес-
ценции ThT в присутствии мономерного β2M не
превышает интенсивности флуоресценции свобод-
ного красителя в буферном растворе, согласуется с
этими представлениями.

Показано, что интенсивность флуоресценции рас-
творов ThT в присутствии амилоидных фибрилл β2M
возрастает в различной мере: для фибрилл на основе
β2MΔ10 она сравнима с интенсивностью флуорес-
ценции свободного красителя, для фибрилл на осно-
ве β2MΔ6 – возрастает в 2 раза, а для фибрилл на ос-
нове β2M возрастает в 150 раз (рис. 3а). Для сравне-
ния стоит отметить, что инкорпорирование ThT в
фибриллы на основе лизоцима или инсулина сопро-
вождается увеличением интенсивности флуорес-
ценции в 4000 и 8000 раз соответственно (Kuznetsova
et al., 2012a; Sulatskaya et al., 2012). На основании по-
лученных данных можно сделать заключение не
только о различии структуры и свойств амилоидных
фибрилл на основе различных форм β2M, но и об их
существенном отличии от амилоидных фибрилл на
основе других амилоидогенных белков.

Исследование взаимодействия ThT с амилоидными
фибриллами с использованием абсорбционной спек-
троскопии растворов, подготовленных методом равно-
весного микродиализа. Работы последних лет показа-
ли, что ThT может быть использован не только для
диагностики образования амилоидных фибрилл, но
и для изучения особенностей их структуры. В связи с
этим возникает необходимость определения парамет-
ров связывания ThT с амилоидными фибриллами и
характеристик связанного красителя. Это осложняет-
ся присутствием в исследуемых образцах равновес-
ной системы свободного и связанного с фибриллами
ThT. Определение характеристик каждой из этих
фракций красителя до недавнего времени являлось
трудновыполнимой задачей. Для ее решения нами
был предложен подход, основанный на подготовке
исследуемых растворов методом равновесного мик-
родиализа (Kuznetsova et al., 2012b; Sulatskaya et al.,
2016). Этот метод первоначально был разработан для
исследования взаимодействия низкомолекулярных
лигандов с рецепторами, но в последнее время неза-
служенно забыт. Нами впервые было предложено
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Рис. 3. Взаимодействие амилоидных фибрилл на основе β2М с флуоресцентным зондом тиофлавином Т (ThT). а – Спектры
флуоресценции свободного ThT (серая штриховая кривая), ThT в присутствии β2M (черная штриховая кривая) и амилоидных
фибрилл на основе полноразмерного β2M (красная кривая), β2MΔ6 (зеленая кривая) и β2MΔ10 (синяя кривая). б – Приспособ-
ление для проведения равновесного микродиализа; представлены камеры, разделенные мембраной, проницаемой для ThT и
непроницаемой для амилоидных фибрилл. в – Спектры поглощения ThT, инкорпорированного в амилоидные фибриллы на
основе β2MΔ6 (красная кривая) и свободного ThT (синяя кривая) в концентрации, равной концентрации связанного красителя
(которая была рассчитана с учетом коэффициента молярной экстинкции связанного ThT). г – Зависимость скорректирован-
ных значений интенсивности флуоресценции ThT, связанного с амилоидными фибриллами на основе β2MΔ6, (Fb,corr) от кон-
центрации внесенного красителя (C0). д – Зависимость поглощения связанного с фибриллами красителя (Ab) от его концен-
трации (Cb). е – Зависимость нескорректированных (синие точки) и скорректированных (красные точки) на эффект внутрен-
него фильтра значений интенсивности флуоресценции связанного красителя от его поглощения; г–е: точками показаны
экспериментальные значения, аппроксимирующие прямые и кривая построены с использованием расчетных значений кон-
станты связывания (Kb), числа мест связывания (n), коэффициента молярной экстинкции (ε) и квантового выхода флуорес-
ценции (q).
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использовать этот подход для изучения взаимодей-
ствия ThT с амилоидными фибриллами.

Равновесный микодиализ проводится с исполь-
зованием специального приспособления, состояще-
го из двух камер равного объема, разделенных мем-
браной, проницаемой для красителя и непроницае-
мой для фибрилл (рис. 3б). Суть методики состоит в
следующем: в первую камеру помещаются амилоид-
ные фибриллы в концентрации Cb (концентрация
белка, из которого получены фибриллы) в буферном
растворе, во вторую – краситель с концентрацией С0
в том же растворителе. После установления равнове-
сия концентрация свободного красителя в камерах
становится одинаковой – Сf. При этом суммарная
концентрация красителя в первой камере превосхо-
дит концентрацию красителя во второй камере на
концентрацию связанного с фибриллами красителя.
Таким образом, концентрация связанного красителя
может быть рассчитана с использованием уравнения:

(1)

Спектр поглощения раствора в камере 1 представ-
ляет собой суммарный спектр поглощения свободного
и связанного с фибриллами ThT, а в камере 2 – спектр
поглощения свободного красителя. Таким образом,
с использованием метода равновесного микродиа-
лиза могут быть получены раствор образца и раствор

= 0 – 2 .b fC С С

сравнения, позволяющие определить спектр погло-
щения ThT, связанного с амилоидными фибрилла-
ми, а также рассчитать концентрации Сf и Cb. На ос-
новании полученных результатов константы связы-
вания (Kbi) и число мест связывания (ni) ThT с
различными модами связывания (i) амилоидных
фибрилл могут быть рассчитаны с использованием
уравнения:

(2)

где  (это константа диссоциации).

Ранее с использованием предложенной методики
нами были определены параметры связывания ThT с
амилоидными фибриллами на основе инсулина и
лизоцима (Sulatskaya et al., 2017b; Sulatskaya et al.,
2018b) (табл. 2). Основываясь на существенном воз-
растании интенсивности флуоресценции ThT при
взаимодействии с амилоидными фибриллами β2M
(что наблюдается и в случае взаимодействия краси-
теля с амилоидными фибриллами на основе инсули-
на и лизоцима), можно предположить, что для опре-
деления параметров их связывания также может
быть использован описанный выше подход.

= =
+ +  ,

1
i p f i p f bi

b
i idi f f bi

nC C nC C K
C

K C C K

= 1
di

bi

K
K

Таблица 2. Параметры связывания ThT с амилоидными фибриллами на основе различных амилоидогенных белков и
характеристики связанного красителя

Примечание. λмакс – Длина волны, соответствующая максимуму спектра поглощения; i – число мод связывания; Kbi – константа
связывания с каждой из мод связывания (i); ni – число мест связывания с каждой из мод связывания (i) в пересчете на молекулу бел-
ка; εi – коэффициент молярной экстинкции; qi – квантовый выход флуоресценции.

Амилоидогенный белок λмакс, нм Мода 
связывания Kbi × 10–5, M–1 ni εi × 10–4, М–1 см–1 qi

β2M 442 1 0.34 0.041 2.3 0.36

β2MΔ6 441 1 0.14 0.020 4.0 0.07

β2MΔ10 438 1 0.08 0.009 8.2 0.08

Инсулин (Sulatskaya et al., 
2018b)

450 1 0.35 0.14 2.3 0.27

2 78 0.02 7.9 0.72

Лизоцим
(Sulatskaya et al., 2017b)

449 1 0.60 0.25 6.2 0.0001

2 72 0.11 5.3 0.44
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С использованием предложенного подхода были
зарегистрированы спектры поглощения ThT, инкор-
порированного в фибриллы на основе различных
форм β2M. На рис. 3в в качестве иллюстрации пред-
ставлены результаты, полученные при исследовании
взаимодействия ThT с фибриллами на основе
β2MΔ6. Можно заметить, что поглощение связанно-
го с фибриллами красителя очень низкое и зареги-
стрированный спектр сильно зашумлен. Это, одна-
ко, не стало препятствием для оценки положения
максимумов спектров поглощения ThT, связанного
с амилоидными фибриллами на основе β2M, β2MΔ6
и β2MΔ10 (λmax = 442, 441 и 438 нм соответственно).
Спектр поглощения свободного красителя в водном
растворе имеет более коротковолновое положение
спектра поглощения (λmax = 412 нм (Sulatskaya et al.,
2017a)), что является проявлением существенного
диполь-дипольного взаимодействия молекул краси-
теля с молекулами растворителя. Можно также от-
метить, что спектры поглощения ThT, связанного с
амилоидными фибриллами на основе инсулина и
лизоцима (λmax = 449–450 нм), сдвинуты в длинно-
волновую область по сравнению со спектрами по-
глощения красителя, связанного с амилоидными
фибриллами на основе β2M. Можно предположить,
что различие положения максимумов спектров по-
глощения красителя при связывании с амилоидны-
ми фибриллами на основе различных белков, а так-
же различных форм одного белка обусловлено раз-
личной полярностью микроокружения связанной
молекулы красителя. Данное предположение под-
тверждает различие структуры исследуемых амило-
идных фибрилл.

Результаты проведенных расчетов свидетельству-
ют о том, что разность значений внесенной концен-
трации и удвоенной концентрации свободного кра-
сителя (уравнение (1)) соизмерима с ее погрешно-
стью, что обусловлено низкой концентрацией
связного красителя. Это делает прямое определение
параметров связывания ThT с амилоидными фиб-
риллами β2M с использованием уравнения (2),
предложенного ранее, невозможным. Таким обра-
зом, с использованием абсорбционной спектроско-
пии растворов, полученных методом равновесного
микродиализа, может быть определен только спектр
поглощения ThT, связанного с фибриллами β2M, но
не может быть рассчитана его концентрация. При-
чина этого факта, на наш взгляд, заключается в том,
что погрешность определения концентрации свя-
занного красителя представляет собой погрешность
косвенных измерений и обусловлена погрешностью
всех величин, входящих в уравнение (1), и суще-
ственно превышает погрешность определения спек-
тра поглощения связанного красителя (которая
представляет собой погрешность прямого измере-
ния оптической плотности ThT). Результаты, полу-
ченные в настоящей работе, позволяют заключить,

что флуоресцентная спектроскопия в случае амило-
идных фибрилл β2M является более чувствительным
методом для определения параметров связывания с
ними ThT по сравнению с абсорбционной спектро-
скопией.

Исследование взаимодействия ThT с амилоидными
фибриллами с использованием флуоресцентной спек-
троскопии: определение параметров связывания и ха-
рактеристик связанного красителя. Интенсивность
флуоресценции ThT в присутствии амилоидных
фибрилл β2M пропорциональна доле света, погло-

щенной раствором (Fonin et al., 2014):

где I0 – это интенсивность флуоресценции возбужда-
ющего света, k' – коэффициент пропорциональности,

 – фактор, который определяется условиями
проведения эксперимента, A – это суммарная оптиче-

ская плотность раствора,  – корректиру-

ющий фактор, который стремится к значению 2.303
при   и  – это оптическая плотность и
квантовый выход флуоресценции i-ого флуоресци-
рующего компонента соответственно. Нужно заме-
тить, что интенсивность флуоресценции ThT, свя-
занного с фибриллами на основе β2MΔ6 и β2MΔ10
(Fb), соизмерима с интенсивностью флуоресценции
свободного красителя в водном растворе (Ff). В связи
с этим, при определении истинных значений интен-
сивности флуоресценции связанного ThT, скоррек-
тированных на эффект первичного внутреннего
фильтра (Fb, corr), необходимо учитывать вклад фоно-
вого свечения свободного красителя в регистрируе-
мые значения интенсивности флуоресценции рас-
творов ThT в присутствии фибрилл (F):

(3)

Для определения Ff могут быть использованы рас-
творы сравнения, полученные методом равновесного
микродиализа (поскольку концентрация свободного
красителя в этих растворах равна концентрации сво-
бодного красителя в растворах образца).

С использованием уравнения Бугера−Ламберта−
Бера и уравнений (1) и (2) величина Ab может быть
представлена как
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СУЛАЦКАЯ и др.

(4)

где εb – это коэффициент молярной экстинкции
связанного с фибриллами красителя, l – длина опти-
ческого пути.

Таким образом, в случае приготовления исследу-
емых растворов методом равновесного микродиали-

за, для определения параметров связывания ThT с
амилоидными фибриллами на основе β2M может
быть использована зависимость скорректированной
интенсивности флуоресценции связанного красите-
ля от введенной концентрации ThT:

(5)

Заметим, что использование метода равновесно-
го микродиализа для подготовки исследуемых рас-
творов в случае амилоидных фибрилл β2MΔ6 и
β2MΔ10 является одним из ключевых моментов, по-
скольку вклад интенсивности флуоресценции сво-
бодного красителя в суммарную интенсивность флу-
оресценции весьма существенен (в отличие от ситу-
аций, когда связывание красителя с фибриллами
сопровождается возрастанием интенсивности флуо-
ресценции на несколько порядков, например, в слу-
чае инсулина и лизоцима). Вторым ключевым мо-
ментом в использовании флуоресцентного подхода
является необходимость коррекции регистрируемых
значений интенсивности флуоресценции на эффект
внутреннего фильтра с использованием коэффици-
ента W (который определяется только суммарной
оптической плотностью раствора), что в настоящее
время даже опытными исследователями либо не вы-
полняется вообще, либо выполняется некорректно.

Экспериментальная зависимость  от Co, с ис-
пользованием которой методом множественной не-
линейной регрессии были определены параметры
связывания (константа связывания и количество
мест связывания) ThT с амилоидными фибриллами
на основе β2MΔ6, представлена на рис. 3г (для фиб-
рилл на основе β2M и β2MΔ10 были получены ана-
логичные зависимости). Удовлетворительная ап-
проксимация экспериментальных значений теоре-
тической кривой, полученной нами на основе
рассчитанных параметров связывания ThT с амило-
идными фибриллами на основе β2MΔ6, свидетель-
ствует о достоверности полученных результатов и
корректности выбранной модели идентичности всех
сайтов связывания. Нужно отметить, что неудовле-
творительная аппроксимация экспериментальных
данных расчетной кривой может свидетельствовать
о существовании двух и более мод связывания кра-
сителя с амилоидными фибриллами и невозможно-
сти использования уравнения (5) для определения
параметров связывания. Значения констант связы-

вания и числа мест ThT с амилоидными фибриллами
на основе β2M представлены в табл. 2.

Мы полагаем, что существование обнаруженной
моды связывания обусловлено встраиванием краси-
теля в бороздки, образованные боковыми цепями
аминокислот протофибрилл β2M вдоль длинной оси
их волокна перпендикулярно β-листам. Можно от-
метить, что количество сайтов связывания на моле-
кулу белка является различным: приблизительно
0.04 (т.е. одна молекула связанного ThT на 25 белко-
вых молекул), 0.02 (одна молекула связанного ThT
на 50 белковых молекул) и 0.01 (одна молекула свя-
занного ThT на 100 белковых молекул) в случае фиб-
рилл на основе β2M, β2MΔ6 и β2MΔ10 соответствен-
но. Можно предположить несколько причин обна-
руженных различий стехиометрии связывания
красителя с фибриллами. Это может быть вызвано
тем, что потенциальные сайты связывания недо-
ступны для молекул красителя из-за жесткости пере-
плетения протофибрилл β2M друг с другом (т.е.
ограничением возможности встраивания ThT в об-
ласти, расположенные внутри пучка протофиб-
рилл). Это также может быть связано с “искажени-
ем” структуры потенциальных сайтов связывания
ThT в результате “скручивания” протофибрилл или
формирования изгибов фибриллярного пучка. Эти
предположения хорошо согласуются с обнаружен-
ной корреляцией толщины исследуемых фибрилл (а
также их жесткости и линейности) (рис. 1) и стехио-
метрии связывания с ними ThT. Был сделан вывод,
что параметры связывания ThT с фибриллами
уменьшаются при уменьшении длины аминокис-
лотной последовательности белка и увеличении гиб-
кости (и уменьшении толщины) фибриллы.

В фибриллах на основе β2M, в отличие от фиб-
рилл на основе лизоцима и инсулина (рис. 1г, д), не
удалось обнаружить еще одной моды связывания с
более высокой константой связывания, существова-
ние которой, на наш взгляд, обусловлено взаимо-
действием красителя с агрегатами амилоидных фиб-
рилл. Фибриллы на основе β2M таких агрегатов не

( )+ + − + + −
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образуют, что подтверждается данным электронной
микроскопии.

С использованием определенных значений пара-
метров связывания ThT с фибриллами на основе
различных форм β2M (Kb и n) и оптической плотно-
сти связанного красителя (Ab), впервые рассчитаны
коэффициенты молярной экстинкции ThT, связан-
ного с этими амилоидными фибриллами (табл. 2) с
использованием уравнения (4) (рис. 3д). Показано,
что коэффициенты молярной экстинкции ThT, ин-
корпорированного в амилоидные фибриллы на ос-
нове различных форм β2M, существенно различают-
ся, и отличаются от значения коэффициента моляр-
ной экстинкции красителя в водном растворе
(~31600 M–1 см–1). Этот факт может быть обусловлен
различием конформации молекулы красителя в сво-
бодном и встроенном в фибриллы состоянии, что, в
свою очередь, может быть связано с изменением
микроокружения красителя при инкорпорировании
в фибриллы.

Результаты, полученные в настоящей работе, так-
же позволили впервые оценить квантовый выход
флуоресценции ThT, связанного с амилоидными
фибриллами на основе β2M (табл. 2), с использова-
нием уравнения (3) (рис. 3е). Показано, что кванто-
вый выход флуоресценции ThT, инкорпорированно-
го в амилоидные фибриллы на основе различных
форм β2M, различается (табл. 2), а также существен-
но превышает значение квантового выхода флуорес-
ценции свободного красителя в водном растворе
(~0.0001) (Sulatskaya et al., 2010). Низкое значение
квантового выхода флуоресценции свободного ThT
обусловлено тем, что его бензтиазольное и амино-
бензольное кольца способны поворачиваться друг
относительно друга в возбужденном состоянии (что
характерно для молекулярных роторов, к классу ко-
торых относится молекула ThT), а переход возбуж-
денной молекулы красителя в состояние с углом
между его фрагментами близким к 90° приводит к ее
безызлучательному переходу в основное состояние
(Stsiapura et al., 2008). Мы полагаем, существенное
возрастание квантового выхода флуоресценции кра-
сителя при встраивании в амилоидные фибриллы
β2M обусловлено ограничением подвижности фраг-
ментов молекулы друг относительно друга в возбуж-
денном состоянии за счет жесткости микроокруже-
ния. Различные значения квантового выхода флуо-
ресценции красителя, связанного с амилоидными
фибриллами на основе различных форм β2M, а так-
же отличие этих значений от квантового выхода
флуоресценции ThT, связанного с первой модой
связывания амилоидных фибрилл на основе других
амилоидогенных белков, позволяет подтвердить
сделанные нами предположения о различии струк-
туры этих амилоидных фибрилл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе была решена важная методо-
логическая проблема, возникающая при определе-
нии параметров связывания флуоресцирующего ли-
ганда с рецептором в случае, когда концентрация
связанного лиганда очень мала (т.е. когда эта задача
не может быть решена прямым методом с использо-
ванием абсорбционной спектроскопии). Показано,
что при выполнении ряда условий параметры связы-
вания лиганда с рецептором могут быть рассчитаны
с применением флуоресцентной спектроскопии.
Это возможно лишь в случае, если: 1) все сайты свя-
зывания лиганда с рецептором идентичны (суще-
ствует только одна мода связывания лиганда); 2)
квантовый выход флуоресценции связанного с ре-
цептором лиганда существенно превосходит кванто-
вый выход флуоресценции свободного лиганда в
растворе; 3) регистрируемые значения интенсивно-
сти флуоресценции скорректированы на эффект
первичного внутреннего фильтра (даже при низких
концентрациях лиганда). Показано, что если интен-
сивность флуоресценции свободного и связанного с
рецептором лиганда сопоставима, только использо-
вание метода равновесного микродиализа для под-
готовки исследуемых растворов может позволить ре-
шить поставленную задачу (при условии
выполнения пп. 1 и 3).

Результаты настоящей работы, полученные, в том
числе, с использованием предложенного подхода,
позволили сделать заключение о полиморфизме
амилоидных фибрилл на основе различных форм
β2M, а также их отличия от фибрилл на основе дру-
гих амилоидогенных белков, что свидетельствует о
ключевой роли аминокислотной последовательно-
сти белка в фибриллогенезе. Этот факт может яв-
ляться шагом к пониманию причин и механизмов
развития различных амилоидозов и возможных
причин их вариабельности, а также выбора эффек-
тивных методов предотвращения этих заболеваний.
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POLYMORPHISM OF AMYLOID FIBRILS FORMED 
FROM BETA-2-MICROGLOBULIN
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Persistence of high concentrations of beta-2-microglobulin (β2M) in the blood of patients with acute renal failure
leads to the development of hemodialysis amyloidosis. In the tissues and organs of patients with this disease, there is
an accumulation of amyloid plaques formed from the full-length β2M and its truncated forms without 6 and 10 N-
terminal amino acid residues. In the present work, a comparative study of the structure and photophysical properties
of these amyloid fibrils was carried out. Using of intrinsic UV – spectroscopy, CD – spectroscopy and electron mi-
croscopy methods allowed to show some differences in the structure of amyloid fibrils formed from full-length and
truncated forms of β2M. To confirm the polymorphism of the studied samples, their interaction with the f luorescent
probe thioflavin T was studied. The key point in these experiments was the use of the equilibrium microdialysis for
the preparation of the test solutions. The study of these solutions by various spectroscopic approaches made it pos-
sible to calculate the binding parameters of thioflavin T to β2М amyloid fibrils and determine the photophysical
characteristics of the bound dye. Analysis of the results allowed us to confirm the variety of the structure of amyloid
fibrils formed from the full-size and truncated β2M forms, as well as to show their significant difference from the
fibrils formed from other amyloidogenic proteins (in particular, model proteins of insulin and lysozyme).

Keywords: β-2-microglobulin (β2М), hemodialysis amyloidosis, amyloid fibrils, thioflavin T (ThT), equilibrium
microdialysis, binding parameters



<<
  /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


