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Бычий сывороточный альбумин (БСА) – это
белок из семейства альбуминов [1], выполняю-
щий транспортные функции в плазме крови. Его
молекулярная масса 64 кДа, изоэлектрическая
точка БСА pI 4.9. Высокое содержание альбумина
в крови, его распространенность в лимфе и в раз-
личных тканях говорят о ключевом значении аль-
бумина для организма.

Благодаря уникальному строению (существо-
ванию различных центров связывания) БСА об-
разует разнообразные комплексы с органически-
ми и неорганическими лигандами. Это определя-
ет основную функцию белка в кровотоке –
транспорт физиологических метаболитов и неко-
торых лекарственных препаратов, помимо под-
держания онкотического давления крови и уча-
стия в антиокислительных процессах [1]. При об-
разовании комплексов БСА с лигандами его
конформация изменяется определенным обра-
зом, что отражается на связывании белка с други-
ми последующими лигандами.

Для исследования процессов комплексообра-
зования БСА с лигандами широко применяется
метод флуоресцентного анализа. В этом методе
оценивается как собственная флуоресценция
белка, так флуоресценция наномаркеров [2–7].
Флуоресцентными методами с применением на-
номаркеров можно регистрировать очень тонкие

конформационные перестройки БСА, что позво-
ляет судить о качественном состоянии самого
белка, а по нему и о степени патологического со-
стояния организма в различных медицинских ис-
следованиях.

В данной работе используются анионные при
физиологическом значении pH (7.4) наномарке-
ры семейства флуоресцеина – исходное соедине-
ние флуоресцеин и его галоген – производные
(тетра-хлор-тетра-йод-производная – бенгаль-
ский розовый, тетра-бром-производная – эозин,
тетра-йод-производная – эритрозин).

Ранее нами были исследованы механизмы
комплексообразования этих наномаркеров с сы-
вороточным альбумином человека (САЧ) и опре-
делены соответствующие константы связывания
с САЧ [8–15]. В данной работе, в продолжение
наших исследований, мы получили эксперимен-
тальные данные по константам комплексообра-
зования (ассоциации) наномаркеров с БСА и ин-
терпретировали их с помощью различных моделей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе для поддержания заданных значений
pH приготавливались буферные растворы – 0.1 М
CH3COOH – KOH (pH 3.5–5.0) и 0.1 М KH2PO4 –
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0.1 М NaOH (pH 6.0–8.0) – из реактивов квали-
фикации “х.ч.”. На их основе были изготовлены
растворы соответствующего наномаркера
(3 мкМ) (флуоресцеина / эритрозина / эозина /
бенгальского розового), к которым добавлялись
различные концентрации БСА (10–150 мкМ)
производства фирмы SIGMA. Эксперименты да-
лее проводились при различных значениях pH
(3.5–8.0).

Измерения флуоресценции наномаркеров
проводились на спектрофлуориметре LS 55 (Per-
kin Elmer). Измерения флуоресценции растворов
наномаркеров выполнялись через фиксирован-
ный интервал времени после добавления в них
БСА при комнатной температуре (298 K).

Флуоресценция наномаркеров возбуждалась
светом со следующими длинами волн: 1) флуо-
ресцеин –  = 440 нм; 2) эритрозин –  =
= 530 нм; 3) эозин –  = 520 нм; 4) бенгальский
розовый –  = 540 нм.

Спектры флуоресценции обрабатывались про-
граммой FL Winlab (Perkin Elmer). Суммарная си-
стематическая погрешность (σсистем) в расчете
констант комплексообразования определялась

по [16]: ,
где σмет – погрешность методов, σприбор – погреш-
ность приборов, σокругл – погрешность округле-
ний, σМНК – погрешность использования метода
наименьших квадратов.

Следует особо отметить, что найденные из
экспериментов значения констант тушения флу-
оресценции наномаркеров (или констант их ком-
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σ = σ + σ + σ + σ2 2 2 2
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плексообразования с БСА), не должны рассмат-
риваться в смысле их абсолютных значений. Они
важны для сравнения их значений при различных
pH и для различных типов наномаркеров в рамках
выбранной модели.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для различных значений pH построены зави-

симости (F0/F) – 1 от [Q0], где F0 – интенсивность
флуоресценции флуоресцеина/эритрозина/эози-
на/бенгальского розового в отсутствие БСА, F –
интенсивность флуоресценции соответствующих
наномаркеров в присутствии БСА, [Q0] – концен-
трация БСА. В качестве примера представлены
зависимости для эритрозина (рис. 1, вставка).

Во всех случаях полученные зависимости
(F0/F) – 1 от [Q0] имеют нелинейный характер.
Для их интерпретации построим различные мо-
дели

Модель 1. Разложение кривых тушения флуорес-
ценции на два линейных случая в рамках модели
Штерна–Фольмера

При тушении флуоресценции наномаркеров в
растворах добавлением различных концентраций
БСА можно согласно теории Штерна–Фольмера
[5] записать уравнение:

где K – константа тушения флуоресценции нано-
маркера, определяющая комплексообразование
каждого наномаркера с белком (М–1). Данная мо-
дель Штерна–Фольмера описывает линейную за-
висимость (F0/F) – 1 от [Q0].

= +0 0/ 1 ],[QF F K

Рис. 1. Зависимости констант (в рамках Модели 1) тушения флуоресценции K1 наномаркеров в растворах БСА от pH:
1 – флуоресцеин, 2 – эритрозин, 3 – эозин, 4 – бенгальский розовый. На вставке: Графики Штерна–Фольмера туше-
ния флуоресценции эритрозина добавлением различных концентраций БСА при различных значениях pH.
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Для более точного описания полученных не-
линейных зависимостей (F0/F) – 1 от [Q0] разло-
жим их в рамках данной Модели 1 на две состав-
ляющие – для БСА < 20 мкМ и для БСА > 20 мкМ,
линейно их аппроксимируем и получим две кон-
станты (рис. 1 – константа K1 для БСА < 20 мкМ
и рис. 2 – константа K2 для БСА > 20 мкМ) туше-
ния флуоресценции наномаркеров. Эти констан-
ты отражают различные виды взаимодействий
наномаркеров с БСА. Видно из сравнения кон-
стант K1 и K2, что для относительно малой кон-
центрации белка комплексообразование более
сильное по сравнению с относительно большой
концентрацией.

Из рис. 1, 2 видно, что обе константы тушения
флуоресценции (K1 и K2) флуоресцеина, фактиче-
ски отражающие комплексообразование нано-
маркера и белка, имеют нелинейный характер с
максимумом при pH 5.0. То есть максимально эф-
фективное связывание флуоресцеина с БСА имеет
место при pH 5.0. Полученный результат можно
объяснить, исходя из качественного рассмотрения
сравнительных характеристик электрического за-
ряда Q молекул белка и наномаркеров (рис. 3). Из
рис. 3 видно, при pH 5.0 молекулы флуоресцеина
слабо положительно заряжены, а молекулы БСА
слабо отрицательно заряжены, при этом и проис-
ходит максимально эффективное комплексооб-
разование.

Для эритрозина видно (рис. 1, 2), что макси-
мально эффективное комплексообразование
эритрозина с БСА имеет место при pH < 5.0, т.е.
когда белок в целом положительно заряжен, а
эритрозин или находится в нейтральной форме
или находится в форме моноаниона (рис. 3).

Для эозина видно (рис. 1, 2), что максимально
эффективное связывание эозина с БСА имеет ме-
сто при pH < 5.0, когда молекулы белка в целом
положительно заряжены, а эозин находится в
форме моноаниона (рис. 3).

Для бенгальского розового (рис. 1, 2) видно,
что максимально эффективное взаимодействие
бенгальского розового с БСА имеет место при pH
< 5.0, когда молекулы белка в целом положитель-
но заряжены, а бенгальский розовый находится в
формах моноаниона или дианиона (рис. 3).

Также из рис.1, 2 видно, что обе константы ту-
шения флуоресценции (K1 и K2) галоген-произ-
водных флуоресцеина имеют монотонно убыва-

Рис. 2. Зависимости констант (в рамках Модели 1) ту-
шения флуоресценции K2 наномаркеров в растворах
БСА от pH: 1 – флуоресцеин, 2 – эритрозин, 3 –
эозин, 4 – бенгальский розовый.
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Рис. 3. Качественные сравнительные характеристики электрического заряда Q молекул БСА и наномаркеров.
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ющий характер с ростом pH, что отличает ком-
плексообразование с БСА галоген-производных
флуоресцеина от исходного соединения – флуо-
ресцеина.

То, что с уменьшением pH происходит увели-
чение связи наномаркеров с белком, можно объ-
яснить эффектом диссоциации основных групп
белка и, соответственно, увеличением положи-
тельного заряда на белке и, как следствие, увели-
чением электростатического взаимодействия
белка с отрицательно заряженными наномарке-
рами.

Из сравнения значений констант K1 обнаруже-
но (рис. 1), что наличие в молекуле наномаркера
более электроотрицательного атома (увеличение
электроотрицательности происходит в направле-
нии: флуоресцеин – эритрозин – эозин – бен-
гальский розовый) приводит к уменьшению зна-
чений констант K1, отражающих фактически
комплексообразование наномаркера с БСА в об-
ласти pH 5.0–8.0, что указывает на влияние элек-
троотрицательности молекул наномаркеров на
ионный механизм взаимодействия наномаркеров
с белком.

Обнаруженные две закономерности – 1) нели-
нейный характер зависимости констант тушения
флуоресценции (фактически констант комплек-
сообразования) от pH для исходного флуоресцеина
и монотонно убывающий характер зависимости
этих констант от pH для галоген-производных
флуоресцеина, 2) в области pH 5.0–8.0 уменьше-
ние значений констант комплексообразования K1
с увеличением электроотрицательности нано-
маркера – схожи для связывания наномаркеров
как с БСА, так и с САЧ.

При этом обнаружено и отличие связывания
наномаркеров с БСА от связывания с САЧ: значе-
ния константы K2 галоген-производных флуорес-
цеина с белком при высоких значениях pH (6.0–
8.0) больше в растворах БСА по сравнению с рас-
творами САЧ (значения констант для САЧ в [15]).

Модель 2. Описание зависимостей Штерна–
Фольмера сигмоидальной функцией

При нелинейном характере зависимости
(F0/F) – 1 от [Q0] тушение флуоресценции нано-
маркеров в растворах добавлением различных
концентраций белка можно аппроксимировать
следующим образом:

где n – коэффициент кооперативности Хилла,
Ksigm – константа тушения флуоресценции нано-
маркеров, фактически константа комплексообра-
зования наномаркеров с белком (М–1), Ksigm = .

В рамках данной модели с использованием
сигмоидальной (при n < 1) функции описания ту-
шения флуоресценции определены Ksigm констан-

= +0 0/ 1 Q ,[ ]nF F K

n K

ты тушения флуоресценции наномаркеров, отра-
жающие их комплексообразование с БСА, и ко-
эффициенты кооперативности n Хилла (рис. 4).

Из рис. 4 видно, что зависимость константы
Ksigm для флуоресцеина от pH имеет нелинейный
характер с максимумом при pH 5.0. При этом в
области pH > 5.0 взаимодействие флуоресцеина с
БСА происходит более эффективно по сравне-
нию с pH < 5.0.

Из рис. 4 видно, как и в предыдущей модели,
константы тушения флуоресценции галоген-про-
изводных флуоресцеина имеют монотонно убы-
вающий характер с ростом pH, что указывает на
сильное комплексообразование данных нано-
маркеров с белком при низких значениях pH.
При этом наличие в молекуле наномаркера более
электроотрицательного атома приводит к умень-
шению значений констант комлексообразования
Ksigm наномаркера с БСА при соответствующих
значениях pH.

При этом обнаружено отличие в растворах
БСА от растворов САЧ для зависимостей Ksigm
константы комплексообразования галоген-про-
изводных флуоресцеина от pH: средняя скорость
убывания значений Ksigm от значения pH
(ΔKsigm/ΔpH) в растворах БСА меньше, чем в рас-
творах САЧ (значения констант для САЧ приве-
дены в [15]) для каждого соответствующего мар-
кера. При этом, как в растворах БСА, так и САЧ,
средняя скорость убывания значений Ksigm от зна-
чения pH (ΔKsigm/ΔpH) уменьшается с увеличени-
ем электроотрицательности наномаркера (в ряду
эритрозин – эозин – бенгальский розовый).

Как видно из рис. 4, коэффициент коопера-
тивности Хилла n при всех значениях pH для всех
четырех наномаркеров имеет значения меньше 1,
что явно меньше числа активных центров связы-
вания на белке.

Оценить кооперативные взаимодействия при
образовании комплексов “белок–наномаркер”
возможно с помощью коэффициента крутизны
Кошланда Rx, связанного с коэффициентом Хил-
ла следующим выражением Rx = 811/n. При полу-
ченных в данной работе значениях коэффициен-
та Хилла, меньших 1, значение коэффициента
крутизны Кошланда будет явно больше 81, что
свидетельствует об отрицательной кооперативно-
сти в системе “БСА–наномаркер” [4]: связыва-
ние молекулой БСА первой молекулы наномар-
кера изменяет конфигурацию молекулы белка та-
ким образом, что ухудшает (затрудняет)
связывание белком следующих молекул нано-
маркера.
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Модель 3. Модель ассоциации лиганд-белок
Рассмотрим модель комплексообразования

(ассоциации) лиганд–белок из [17]. Эту модель
возьмем в простейшем виде:

где лиганд L в нашем случае – это наномаркер, а
Q – это макромолекула альбумина. Константу ас-
социации наномаркера и альбумина назовем Ka.

Тогда для концентраций лиганда и белка име-
ем такие соотношения:

где нулевой индекс означает исходную полную
концентрацию молекул, которая складывается из
концентраций свободных ([L], [Q]) и связанных
молекул ([QL]).

Если принять стандартную гипотезу, что отно-
сительная флуоресценция свободного (не связан-
ного) лиганда (наномаркера) пропорциональна
его относительной концентрации:

+ =L Q QL,

= a[ ] [ ]QL Q ,[L]K

= +0[ ] [ ]L L [QL],

= +0[ ] [ ]Q Q [QL],

= =0 0/ L[ ] [ ]/ L ,F F r

то из приведенных уравнений после некоторых
преобразований можно получить следующую
главную формулу:

Здесь r, [Q0], [L0] – экспериментальные данные,
из которых требуется найти Ka в зависимости от
[Q0] (в нашей работе [L0] = 3 мкМ, значения [Q0]
брались из диапазона 10–150 мкМ).

Особо отметим, что в отличие от часто исполь-
зованного в литературе приближения [Q] = [Q0],
мы работаем с более точными формулами, в кото-
рых делается отличие между полной концентра-
цией молекул белка [Q0] и концентрацией сво-
бодных молекул белка [Q].

Если взять данные по маркерам, то оказывается,
что они хорошо укладываются в зависимость

т.е. с ростом [Q0] константа ассоциации Ka убыва-
ет по гиперболическому закону.

Параметр а зависит от pH растворов. Найден-
ная из экспериментальных данных зависимость
величины a от pH изображена на рис. 5. Видно
что параметр a с ростом pH уменьшается прибли-

= + +a 0 a 0[ ] [1/ ](1 Q L 1)– .r K K r

=a 0[/ ]Q ,K a

Рис. 4. Зависимости констант (в рамках Модели 2) тушения флуоресценции (Ksigm) наномаркеров семейства флуорес-
цеина в растворах БСА от pH: 1 – флуоресцеин, 2 – эритрозин, 3 – эозин, 4 – бенгальский розовый. На вставке: Зави-
симости коэффициента n кооперативности Хилла взаимодействия наномаркеров семейства флуоресцеина с БСА
от pH.
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женно по гиперболической функции (за исклю-
чением флуоресцеина, когда в этой зависимости
существует отчетливый максимум при pH 5.0).
Параметр a мы назовем параметром сродства ли-
ганда к белку.

Если подставить данный результат в главную
формулу для r, то мы видим, что с ростом концен-
трации белка ([Q0]  [L0]) флуоресценция не гас-
нет, а стремится к минимальному ненулевому
значению

Из приведенной формулы следует, что с уве-
личением pH, когда параметр сродства а умень-
шается, величина относительной флуоресценции
rmin = Fmin/F0 увеличивается. Эта новая модель
подтверждает вывод, сделанный нами ранее в ра-
боте [9].

Итак, вследствие уменьшения Ka с ростом [Q0]
мы можем утверждать о существовании эффекта
насыщения связей в системе наномаркер–белок,
когда каждое последующее добавление белка в
смесь ухудшает связывание. Этот вывод в рамках
этой модели подтверждает вывод о существова-
нии отрицательной кооперативности в процессе
комплексообразования белок–лиганд, сделан-
ный в предыдущей модели.

Уменьшение параметра сродства с ростом pH
приближенно по гиперболической функции для
производных флуоресцеина можно объяснить
уменьшением электростатического взаимодей-
ствия белка с отрицательно заряженными лиган-
дами вследствие уменьшения общего заряда на
белке от общего положительного значения при
малых значениях pH и ростом его общего отрица-

@

= +min 1/(1 ).r a

тельного заряда при значениях pH больше pI.
Вследствие этого становится понятно, откуда
возникает максимум в зависимости a = a (pH) для
флуоресцеина для значений вблизи изоэлектри-
ческой точки белка – в этой области белок теряет
положительный заряд и приобретает отрицатель-
ный заряд, а флуоресцеин еще остается положи-
тельным. Эти выводы подтверждают указанные
ранее в этой работе закономерности.

При этом следует отметить, что, так как ком-
плексообразование лиганда с белком не исчезает
при нулевом общем заряде на белке, когда pH =
= pI, то вклад в механизм комплексообразования
лиганда с белком вносит не только электростати-
ческое взаимодействие (обусловленное взаимо-
действием зарядов на белке и лиганде), но и дру-
гие виды взаимодействий (ковалентные, водо-
родные, ван-дер-ваальсовы и др.).

Таким образом, в данной работе с помощью
трех различных моделей впервые исследовано
комплексообразование наномаркеров семейства
флуоресцеина с БСА в водных растворах.

С помощью первой модели показано наличие
нескольких механизмов (ионных, ковалентных и
др.) в комплексообразовании наномаркеров се-
мейства флуоресцеина с БСА.

С помощью второй модели зарегистрировано
наличие явления отрицательной кооперативности
в комплексообразовании наномаркеров семейства
флуоресцеина с БСА при всех значениях pH.

Третья модель описывает простую химиче-
скую реакцию комплексообразования БСА с на-
номаркером. Эта модель объясняет найденный
нами ранее эффект насыщения этого комплексо-
образования, а также зависимость комплексооб-
разования от соотношения зарядов на белке и на-
номаркерах.

Перечисленные закономерности, обнаружен-
ные в данной работе для растворов БСА, схожи с
полученными нами ранее для растворов САЧ в [15].

Нами найдены и отличия в комплексообразо-
вании наномаркеров семейства флуоресцеина с
БСА от связывания с САЧ: исходя из данных, по-
лученных в первой модели, при высоких значе-
ниях pH (6.0–8.0) галоген-производные флуорес-
цеина эффективнее связываются с БСА по срав-
нению с САЧ.

Также для галоген-производных флуоресцеи-
на зарегистрированы отличия растворов БСА по
сравнению с растворами САЧ в следующем –
средняя скорость убывания значений константы
комплексообразования Ksigm от значения pH
(ΔKsigm/ΔpH) в растворах БСА существенно мень-
ше, чем в растворах САЧ для каждого наномаркера,
что указывает на то, что комплексообразование
данных наномаркеров с САЧ более сильно зави-

Рис. 5. Зависимости параметра сродства a (в рамках
Модели 3) наномаркеров к БСА от pH: 1 – флуорес-
цеин, 2 – эритрозин, 3 – эозин, 4 – бенгальский ро-
зовый.
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сит от изменения значений pH, чем комплексо-
образование этих наномаркеров с БСА.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Грызунов Ю.А., Добрецов Г.Е. Альбумин сыворотки

крови в клинической медицине. М.: ИРИУС, 1994.
2. Добрецов Г.Е. Флуоресцентные зонды в исследова-

нии клеток, мембран и липопротеинов. М.: Наука,
1989.

3. Левшин Л.В., Салецкий А.М. Оптические методы
исследования молекулярных систем. М.: Изда-
тельство Московского университета, 1994.

4. Тиноко И., Зауэр К., Вэнг Дж., Паглиси Дж. Физи-
ческая химия. Принципы и применение в биоло-
гических науках. М.: Техносфера, 2005.

5. Шмидт В. Оптическая спектроскопия для хими-
ков и биологов. М.: Техносфера, 2007.

6. Birla L., Prieto B., Noguel T. et al. // Revue Roumaine
Chimie. 2007. V. 52. № 7. C. 639.

7. Власова И.М., Салецкий А.М. // Журн. физ. химии.
2018. Т. 92. № 4. С. 604.

8. Власова И.М., Салецкий А.М. // Вестн. Московско-
го университета. Серия 3. Физика. Астрономия.
2009. № 4. С. 52.

9. Vlasova I.M., Saletsky A.M. // Current Applied Physics.
2009. V. 9. № 5. C. 1027.

10. Власова И.М., Кулешова А.А., Власов А.А., Салецкий
А.М. // Вестн. Московского университета. Серия 3.
Физика. Астрономия. 2013. № 4. С. 39.

11. Vlasova I.M., Bukharova E.M., Kuleshova A.A., Sa-
letsky A.M. // Current Applied Physics. 2011. V. 11.
№ 5. C. 1126.

12. Vlasova I.M., Saletsky A.M. // J. Molecular Structure.
2009. V. 936. C. 220.

13. Vlasova I.M., Kuleshova A.A., Panchishin A.I., Vlasov
A.A. // Ibid. 2012. V. 1016. C. 1.

14. Власова И.М., Бухарова Е.М., Салецкий А.М. //
Журн. физ. химии. 2011. Т. 85. № 5. С. 964.

15. Власова И.М., Салецкий А.М. // Там же. 2010. Т. 84.
№ 6. С. 1181.

16. Митин И.В., Русаков В.С. Анализ и обработка экс-
периментальных данных. М.: МГУ, Физический
факультет МГУ, 2012.

17. Маршелл Э. Биофизическая химия. М.: Мир, 1981.



<<
  /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


