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Установление механизма действия потенциальных лекарственных субстанций является неотъемле-
мым этапом разработки новых лекарственных препаратов. Показано взаимодействие противови-
русного пептида PB16–14 с липидными мембранами в клеточной и бесклеточной модельных систе-
мах. Проникновение флуоресцентно меченого аналога пептида в клетки в течение 15 мин показано
методами проточной цитофлуориметрии и конфокальной микроскопии. Особенности взаимодей-
ствия исследуемого пептида с клеточными мембранами изучены методами малоуглового рассеяния
нейтронов, атомно-силовой микроскопии и динамического светорассеяния. Показано, что в при-
сутствии пептида (в буфере 5% этанола/5% ДМСО/ФСБ) наблюдается увеличение размера модель-
ных липосом (ФХ/ФГ) с одновременным незначительным изменением ζ-потенциала, что может
быть интерпретировано как следствие изменения поверхностного заряда и свидетельствовать о спо-
собности пептида к взаимодействию с липидным бислоем, в том числе не исключая его проникно-
вение внутрь мембраны. Полученные данные могут быть использованы как при изучении механиз-
ма транспорта терапевтического пептида, так и для разработки средств доставки лекарственных
препаратов.

DOI: 10.31857/S0023476121050258

ВВЕДЕНИЕ

Воздействие лекарственных препаратов на ос-
нове пептидов можно считать наиболее специ-
фичными как при взаимодействии с белками, так
и при модулировании белок-белковых взаимо-
действий. Однако такие препараты могут как
нарушать взаимодействия, лежащие в основе
возникновения и развития каких-либо патоло-
гических состояний, так и приводить к возник-
новению способности белков к новым взаимо-
действиям [1], что может быть использовано в
терапевтических целях. Белок-белковые взаимо-
действия лежат в основе большей части биологи-
ческих процессов, включая комплексы структур-
ных белков, регуляцию транскрипции, трансля-
ции и репликации. В то же время изменение
белок-белковых взаимодействий и возникнове-

ние способности белков к гомоолигомеризации
являются причиной различных заболеваний, в
том числе онкологических и нейродегенератив-
ных [2].

Важным этапом при разработке лекарствен-
ных препаратов является выяснение их механиз-
ма действия [3]. При этом необходимо не только
определить мишень и показать достаточную спе-
цифичность, но и доказать, что разрабатываемый
препарат способен достичь, как минимум, в мо-
дельной системе той мишени, на которую он на-
правлен.

В данной работе рассматривается противови-
русный пептидный препарат (PB16–14), описан-
ный в [4, 5]. Показано, что пептид PB16–14 спосо-
бен воздействовать на N-концевой участок субъ-
единицы PB1 полимеразного комплекса вируса
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гриппа А, вызывая изменение его конформации.
Это приводит к нарушению структуры нативного
полимеразного комплекса вируса гриппа, что, в
свою очередь, делает невозможной репликацию
вируса и обусловливает противовирусный эф-
фект пептида [6, 7]. В контексте применения дан-
ного пептида в качестве активного компонента
потенциального противовирусного препарата не-
обходимо показать, что он способен проникать в
клетки, а также установить механизм проникно-
вения, поскольку репликация вируса гриппа и ра-
бота полимеразного комплекса происходит внут-
ри инфицированной клетки.

Одним из барьеров, преодолеваемых данным
пептидом на пути к белковой мишени, является
плазматическая мембрана. Биологическая мем-
брана (БМ) – структурный элемент клетки, пред-
ставляющий собой динамичную функциональ-
ную оболочку, которая отделяет клетку от внеш-
ней среды (а клеточные органеллы от цитоплазмы
клетки) и осуществляет важные клеточные про-
цессы. Основными компонентами БМ являются
липиды (фосфолипиды, гликолипиды и др.), бел-
ки и холестерин, каждый из которых выполняет
важную роль в биофизических и биохимических
процессах. Поскольку фосфолипидный бислой –
это структурная основа биологических мембран,
то крайне важно понять не только механизм пеп-
тид-липидного взаимодействия, но и создать ме-
тодические основы для изучения проникновения
противовирусного пептида PB16–14 внутрь липид-
ного бислоя.

На первом этапе изучения механизма взаимо-
действия пептида с липидными мембранами и его
проникновения в клетку были использованы мо-
дельные однослойные липосомы, состоящие из
нейтральных фосфолипидов ДМФХ, а также
смеси ДПФХ и ДПФЭ (80/20), которые являются
основными компонентами мембран млекопита-
ющих [8]. Поскольку пептид PB16–14 имеет поло-
жительный заряд, для установления роли элек-
тростатического взаимодействия между пепти-
дом и липидными мембранами использовали
отрицательно заряженные фосфолипидные
бислои ДМФХ/ДМФГ (70/30) [9].

Цель данного исследования – показать воз-
можность проникновения пептида PB16–14 внутрь
клеток, а также изучить механизм проникнове-
ния пептида PB16–14 через клеточную мембрану
на модельной системе, используя методы проточ-
ной цитофлуориметриии, конфокальной микро-
скопии и малоуглового рассеяния нейтронов
(МУРН).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Пептиды PB16–14 (Ac-TLLFLKVPA-

NH2) и FITC-PB16–14 (FITC-TLLFLKVPA-NH2)

были синтезированы в ООО “Пептидные техно-
логии” (Санкт-Петербург, Россия). Чистота со-
ставила более 95%.

Клетки A549 (карциномы легкого человека)
получены из коллекции ФГБУ “НИИ гриппа им.
А.А. Смородинцева” Минздрава России. В экспе-
риментах по проточной цитофлуориметрии ис-
пользовали однодневный монослой клеток A549,
выращенный в лунках шестилуночного планшета,
каждая из которых содержала примерно 106 клеток.
Перед экспериментом клетки отмывали от бы-
чьей эмбриональной сыворотки фосфатно-соле-
вым буфером (ФСБ, Sigma). В экспериментах по
конфокальной микроскопии использовали одно-
дневный монослой клеток A549, выращенный в
лунках 24-луночного планшета на круглых по-
кровных стеклах (Menzel).

Для приготовления липосом использовали
нейтральные фосфолипиды ДПФЭ (1,2-дипал-
митоил-sn-глицеро-3-фосфадилэтаноламин), ДПФХ
(1,2-дипалмитоил-sn-глицеро-3-фосфадилхолин),
ДМФХ (1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-фосфа-
дилхолин) и отрицательно заряженные фосфоли-
пиды ДМФГ (1,2-димиристоил-sn-глицеро-3-
фосфоглицерин) производства Sigma-Aldrich
(Merck).

Использовали ФСБ, приготовленный на ди-
стиллированной (18.2 MΩ·cм, Merck Millipore)
или дейтерированной воде (НИЦ «Курчатовский
институт» – ПИЯФ) без или с добавлением дей-
терированного этанола (этанол-d6, Fluka AG,
Buchs, Switzerland) и дейтерированного диметил-
сульфоксида (ДМСО-d6, Sigma-Aldrich).

Проточная цитофлуориметрия. Сухой пептид
PB16–14 был растворен в буфере 5% этанол/5%
ДМСО (недейтерированные), разбавлен в 10 раз
средой альфа-MEM (Биолот) без бычьей эмбрио-
нальной сыворотки до конечной концентрации
33 мкМ и добавлен к клеткам A549 (по 5 мл в каж-
дую лунку). В контрольные лунки была внесена
среда альфа-MEM без сыворотки, содержащая
0.5% этанол/0.5% ДМСО. Таким образом, коли-
чество молекул пептида, приходящееся на одну
клетку, составило около 1012. Пептид вносили в
лунки шестилуночного планшета за 60, 30, 15, 5 и
1 мин до остановки эксперимента, после чего
клетки инкубировали в течение соответствующе-
го времени в СО2-инкубаторе (в атмосфере 5%-
ного CO2) при температуре 37°С. Клетки A549 в
лунках без добавления пептида (контрольные
клетки) инкубировали в течение 60 мин. После
двукратной отмывки ФСБ к клеткам добавили
300 мкл раствора трипсин-ЭДТА. Отмытые от
трипсина клетки ресуспендировали в ФСБ и раз-
делили на три аликвоты (технические повторы)
до концентрации 0.5 × 105 клеток/мл для проведе-
ния измерений на проточном цитофлуориметре.
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Образцы анализировали с использованием
проточного цитофлуориметра Navios (Beckman
Coulter), оснащенного диодным лазером с дли-
ной волны возбуждения 488 нм, для детектирова-
ния клеток, положительных по флуоресценции
FITC. По диаграммам прямого и бокового рассе-
яния была определена популяция клеток А549,
имеющих одинаковые размер и форму; в каждом
образце проанализировано не менее 105 клеток.
Клетки, положительные по флуоресценции
FITC, принимали за содержащие пептид. Мате-
матическое описание проводили с помощью про-
граммного обеспечения Navios Software v.1.2 и
Kaluza v.1.2, Beckman Coulter. Данные визуализи-
ровали с использованием программного обеспе-
чения Origin2015.

Конфокальная микроскопия. К клеткам A549 до-
бавляли пептид FITC-PB16–14 до конечной кон-
центрации 33 мкМ. После инкубации в течение
1 ч при 37°С, 5% CO2, клетки отмывали ФСБ и
фиксировали раствором 4%-ного параформаль-
дегида в ФСБ. Препараты клеток заключали в
раствор, препятствующий выгоранию флуорес-
центного красителя (Mounting medium, Sigma,
США), и исследовали с помощью лазерного ска-
нирующего микроскопа Leica TSC SP8, оснащен-
ного гибридным детектором с повышенной чув-
ствительностью. Флуоресценцию FITC возбуж-
дали при помощи аргонового лазера (488 нм) и
регистрировали в области длины волн флуорес-
ценции 510–550 нм. Использовали объектив 63×,
получали изображение размером 1024 × 1024 пик-
селя. Съемку и обработку изображений проводи-
ли в программе Leica Application Suite X.

Малоугловое рассеяние нейтронов. Для приго-
товления липосом использовали фосфолипиды
ДМФХ, ДПФХ, ДМФГ и ДМФЭ. Сухой липид
ДМФХ (ФХ) или смеси липидов ДМФХ/ДМФГ
(ФХ/ФГ) в соотношении 70/30, ДПФХ/ДПФЭ
(ФХ/ФЭ) в соотношении 80/20 растворяли в
ФСБ, приготовленном на D2O (pD = 7.4). Кон-
центрация липидов в буфере составляла 2 мас. %.
Для гомогенизации раствора использовали
шейкер. Однородный раствор мультислойных
везикул (МСВ) был получен методом заморажи-
вания–оттаивания в диапазоне t = ±20°С от тем-
пературы главного фазового перехода (tm) исполь-
зуемых липидов. Процедуру повторяли 6 раз. Од-
нослойные везикулы (ОСВ) были приготовлены
путем пропускания приготовленного раствора
МСВ через поликарбонатные фильтры диамет-
ром 50 нм с помощью экструдера (Hamilton Co.,
Reno, Nevada, USA) при температуре выше tm. По-
сле 25 повторений получался стабильный раствор
ОСВ.

Полученные липосомы смешивали в равных
объемах с пептидом в концентрации 1 мг/мл, рас-
творенном в смеси этанол-d6/ДМСО-d6/ФСБ.

В качестве контроля использовали липосомы, к
которым добавляли только растворитель. Конеч-
ная концентрация липида составляла 1 мас. %.
В работе использовали два различных состава
растворителя: конечная концентрация этанол-
d6/ДМСО-d6 составляла 5%/5% (обозначены
ФХ/ФГ_5-5, ФХ/ФЭ_5-5) либо 2.5%/2.5% (обо-
значены ФХ/ФГ_2-2). Для оценки влияния
растворителя на полученные липосомы зареги-
стрировали спектры исходных липосом в ФСБ и
спектры липосом, к которым был добавлен рас-
творитель ДМСО-d6/ФСБ или этанол-d6/ДМСО-
d6/ФСБ.

Измерения проводили на высокопоточном ре-
акторе ИБР-2, спектрометр ЮМО (ОИЯИ,
г. Дубна, Россия), с использованием двух детек-
торов методом времени пролета [10, 11] в диапа-
зоне переданного импульса 0.005–0.5 Å–1. Пер-
вичную обработку экспериментальных данных
проводили в программе SAS [12], позволяющей
нормировать полученный спектр на независи-
мый ванадиевый рассеиватель, вычитать данные
фонового образца [13]. Образцы в кварцевых кю-
ветах помещали в термостатический бокс. Изме-
рения проводили 20 мин при 37°С для всех иссле-
дуемых систем.

В общем случае рассеяние от монодисперсных
центросимметричных частиц имеет вид

(1)

где  – интенсивность рассеяния в
нулевой угол, q – переданный импульс, n – объ-
емная концентрация частиц c объемом V,

 – контраст между плотностями длин
рассеяния растворителя и липосом,  –
квадрат форм-фактора, S(q) – структурный фак-
тор, описывающий взаимодействие между части-
цами, bkg – остаточный некогерентный фон,
имеющий место в эксперименте по рассеянию
нейтронов. Для сильно разбавленных и слабо вза-
имодействующих между собой частиц, какими
являются фосфолипидные ОСВ с массовой долей
≤2 мас. %, S(q) = 1 [14, 15]. В первом приближении
ОСВ представляют собой полые сферы с оболоч-
кой (липидный бислой), разделяющей внутрен-
нюю и внешнюю среду. Таким образом, рассея-
ние на ОСВ будет описываться форм-фактором,
нормированным на объем оболочки, сформиро-
ванной липидным бислоем (Vb) [16]:

(2)

где φ – объемная доля липидного бислоя,  и  –
объем и радиус сферы, образованной растворителем

= +0( ) ( ) ( ) ,I q I P q S q bkg

= Δ2 2
0 )ρ(I nV
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внутри мембраны соответственно,  и  – объем и
радиус ОСВ,  – сферическая функция Бесселя
первого порядка ( ).

Структурные параметры ОСВ получены в ре-
зультате аппроксимации экспериментальных спек-
тров моделью (2) в программе SasView 4.2.2 [17].

Толщину липидного бислоя T определяли с
точностью до 1 Å [18] с использованием прибли-
жения Кратки–Порода:

(3)

где радиус гирации  при построении
зависимости , тогда

(4)
Атомно-силовая микроскопия (АСМ). Для ис-

следования морфологии методом АСМ образцы
готовили по стандартной методике [20]. Раствор
исходного образца (50 мкл), приготовленного по
процедуре, описанной в разделе МУРН, был раз-
бавлен 3 мл ФСБ для уменьшения концентрации
липосом в растворе. 50 мкл приготовленного об-
разца помещали на свежерасщепленную подлож-
ку из слюды, инкубировали 3 мин для адсорбции
везикул из раствора на поверхности слюды, после
чего осторожно отмывали дистиллированной во-
дой без воздействия на образец воздуха для удале-
ния свободных липосом. Образцы высушивали
при комнатной температуре в течение 1 ч. Изме-
рения топографии поверхности образца и фазы
проводили в полуконтактном режиме с использо-
ванием зонда NSG01 на атомно-силовом микро-
скопе NTEGRA PRIMA (NT-MDT Spectrum In-
struments, Зеленоград, Россия). Обработку изоб-
ражений и получение распределения частиц по
размерам осуществляли в программе Image Anal-
ysis P9, версия 3.5 (NT-MDT Spectrum Instru-
ments).

Измерение дзета-потенциала. Для определе-
ния стабильности исследуемых систем проводи-
ли измерение дзета-потенциала (ζ) на приборе
Photocor (Фотокор, Россия). В кювету помещали
3 мл раствора, приготовленного, как описано для
АСМ. Измерения проводили, как и в МУРН-экс-
перименте, при t = 37°С.

Метод определения ζ-потенциала основан на
исследовании динамического рассеяния света в
режиме измерения скорости потока. Скорость
движения частиц в поле, рассчитанная из фазо-
вой функции, позволяет определить электрофо-
ретическую подвижность частиц, , где
ν – скорость движения заряженных частиц в
электрическом поле с напряженностью E. Элек-
трофоретическую подвижность частиц пересчи-
тывали в ζ-потенциал, ζ, с использованием тео-
рии Смолуховского и применением поправок для

v
V

v
R

1J
= − 2

1  (sin( ) cos( ))/J x x x x

−= −2 2 2
0( ) exp( ),tI q I q R q

= − αtgtR
v

2 2ln( )Iq sq

= .12 tT R

=μ ν/E E

различной толщины двойного электрического
слоя по формуле

(5)
где ε – диэлектрическая проницаемость, η – вяз-
кость среды.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проникновение пептида PB16–14 в клетки. Пер-

спектива применения пептидов, как и любого
другого соединения-кандидата, в качестве лекар-
ственного препарата определяется, в том числе,
его способностью к проникновению в клетки, а
также временными параметрами этого процесса.
В качестве модельной системы для изучения
транспорта пептида использовали клетки A549
(карциномы легкого человека) как наиболее
адекватную модель для изучения функциониро-
вания вируса гриппа, поражающего именно эпи-
телиальные клетки дыхательных путей [19]. Клет-
ки инкубировали с FITC-меченым пептидом в
условиях, описанных выше. Возможность ис-
пользования FITC-меченого пептида как аналога
не модифицированного была показана в [4] на
клетках MDCK для малых концентраций пепти-
да. Поскольку обе изучаемые формы пептида об-
ладают сходной противовирусной активностью,
то предполагается, что эффективность и меха-
низм проникновения в клетки у них также анало-
гичны.

Временные и количественные параметры про-
никновения (относительное число клеток A549,
положительно флуоресцирующих при длине вол-
ны возбуждения 488 нм, соответствующей FITC,
через разные промежутки времени) оценивали
методом проточной цитофлуориметрии. Дина-
мика проникновения пептида в клетки представ-
лена на рис. 1а.

По полученным данным можно сделать вывод,
что пептид проникает в клетки между 5-й и
15-й минутами инкубации. Данный временной
интервал является приемлемым для использова-
ния исследуемого пептида в дальнейшем в каче-
стве лекарственно препарата.

Основываясь на результатах, полученных ме-
тодом цитофлуориметрии, нельзя однозначно
определить, проник ли пептид внутрь клеток или
сорбировался на клеточных мембранах. В связи с
этим проникновение пептида внутрь клеток под-
тверждали методом конфокальной микроскопии,
регистрируя флуоресценцию FITC-меченого
пептида на оптическом срезе, проходящем через
ядро клетки. На рис. 1б представлены конфо-
кальные изображения клеток A549, инкубировав-
шихся с пептидом в присутствии ДМСО и этанола.

Результаты эксперимента показали, что пеп-
тид, растворенный в оптимальной смеси 5%

=ζ (3ημ )/2ε,E
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ДМСО и 5% этанола [5] и разбавленный до необ-
ходимой концентрации клеточной средой, спосо-
бен не только проникать внутрь клеток в виде
гранул (отмечено стрелкой 1 на рис. 1б), но и
диффузно распределяться по их цитоплазме (от-
мечено стрелками 2, 3 на рис. 1б). Отметим, что
клетки имеют форму, характерную для живых и
нормально функционирующих клеток A549.

Таким образом показано, что пептид PB16–14
проникает в клетки A549 в присутствии ДМСО к
15-й минуте инкубации по данным проточной
цитофлуориметрии и конфокальной микроско-
пии. При использовании растворителя 5% эта-
нол/5% ДМСО клетки сохраняют характерную
для живых нормально функционирующих клеток
форму, что подтверждается данными конфокаль-
ной микроскопии.

Взаимодействие пептида PB16–14 с моделями
клеточных мембран. Особенности механизма про-
никновения пептида PB16–14 через клеточную
мембрану изучали с использованием модельной
системы – однослойных мембранных везикул.

Взаимодействие пептида с мембраной включа-
ет три основных этапа [21]:

– в водном растворе амфифильные пептиды
образуют спиральные структуры, чтобы “спря-
тать” свои гидрофобные сегменты внутрь и
“столкнуться” с мембранами посредством диф-
фузии, а также электростатического притяжения;

– после накопления вокруг мембран происхо-
дят конформационные изменения, вызванные
гидрофобными взаимодействиями. Пептиды пре-
терпевают конформационные изменения, экспо-
нируют гидрофобные сегменты, за счет чего
встраиваются в поверхность раздела двух липид-
ных слоев;

– связанные пептиды выполняют свои биоло-
гические функции за счет кооперативного взаи-
модействия друг с другом и с мембранами. Следо-
вательно, функции, индуцированные пептидами,
существенным образом зависят от концентрации
и физико-химических свойств пептида (структу-
ра, заряд, гидрофобность и др.), а также от липид-
ного состава и свойств мембраны (заряда, модуля
изгиба, модуля растяжения и др.).

На первом этапе работы было оценено влия-
ние растворителя (2.5% этанол-d6/2.5% ДМСО-
d6/ФСБ) на структуру модельных липосом
ФХ/ФГ. Сначала к приготовленным липосомам
добавляли только ДМСО-d6 до конечной концен-
трации 2.5% и регистрировали спектр МУРН. За-
тем был получен спектр липосом в 2.5% этанол-
d6/2.5% ДМСО-d6/ФСБ и в 5% этанол-d6/5%
ДМСО-d6/ФСБ (рис. 2а). Изменение толщины
липидного бислоя T (Å) оценивали из построе-
ния Кратки–Порода в координатах 
(рис. 2б). Толщина бислоя составила 36–38 Å и не

2 2ln( )Iq s qv

Рис. 1. Зависимость относительного числа клеток,
флуоресцирующих на длине волны, соответствую-
щей меченому FITC-пептиду, от продолжительности
инкубации клеток A549 в присутствии данного пеп-
тида (а). Конфокальное изображение – оптический
срез, проходящий через ядро клетки A549, инкубиро-
вавшейся с пептидом, растворенным в 5% этанол/5%
ДМСО и разбавленным средой альфа-MEM в 20 раз
до концентрации 33 мкМ. Представлено совмещен-
ное изображение флуоресценции при длине волны
возбуждения 488 нм и оптического изображения в
проходящем свете. Стрелками отмечены области кле-
ток, в которых наблюдается флуоресценция FITC-
меченого пептида. Длина масштабного отрезка со-
ставляет 20 мкм. Стрелка 1 – пептид в виде гранул,
стрелки 2, 3 – пептид, диффузно распределенный по
цитоплазме клеток (пояснения в тексте) (б).
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зависела (в пределах погрешности) от раствори-
теля, однако наблюдалась тенденция к уменьше-
нию толщины везикул в растворах, содержащих
одновременно этанол и ДМСО. При этом добав-
ление только ДМСО не влияло на структурные
параметры модельных мембран. Подобный ре-
зультат был ожидаем, поскольку незначительное
содержание ДМСО (до 20 мас. %) в растворе
ДМСО/вода приводит лишь к изменению струк-
туры свободной воды и частичной дегидратации
липидного бислоя ФХ-липосом, и только при
концентрации ДМСО более 40 мас. % молекулы
ДМСО взаимодействуют непосредственно с по-
верхностью липидной мембраны [22], приводя к
слипанию ОСВ с дальнейшим образованием
МСВ [23, 24].

Влияние пептида PB16–14 на структуру липо-
сом ФХ/ФГ изучали методом МУРН в двух рас-
творителях: 2.5% этанол-d6/2.5% ДМСО-d6/ФСБ
и 5% этанол-d6/5% ДМСО-d6/ФСБ (рис. 3а). Ана-
лиз толщины липидного бислоя проводили по
построению Кратки–Порода (рис. 3б). Для ОСВ
ДМФХ/ДМФГ в ФСБ Т* = 37.8 ± 0.9 Å, что с уче-
том коэффициента 1.15 (для липосом ДМФХ в во-
де в жидкокристаллической (ЖК) фазе) [25] со-
ставляет 43.47 Å. Это значение близко к 44.20 Å
для ДМФХ-d54 в воде в ЖК-фазе [26] и отлично
согласуется с толщиной липидного бислоя
44.60 Å, полученной для ДМФХ-d54/ДМФГ в от-
сутствие пептида в [27]. Отметим, что если в слу-

чае растворения пептида PB16–14 в 2.5% этанол-
d6/2.5% ДМСО-d6/ФСБ, а также при добавлении
буфера 5% этанол-d6/5% ДМСО-d6/ФСБ наблю-
далась небольшая тенденция к уменьшению тол-
щины липидного бислоя до ∼35.5 Å (табл. 1), то
при добавлении пептида, растворенного в 5% эта-
нол-d6/5% ДМСО-d6/ФСБ, наблюдалось значи-
тельное уменьшение толщины липидного бислоя
(до 32.1 ± 0.7 Å). Данный эффект может быть свя-
зан как с увеличением растворимой реакционно-
способной формы пептида (в растворителе, со-
держащем большую концентрацию этанола и
ДМСО), так и со стабилизацией конформации пеп-
тида, способной к взаимодействию с мембраной.

Аналогичные данные относительно уменьше-
ния толщины липидного бислоя модельных ли-
посом ФХ/ФГ в присутствии пептида PB16–14,
растворенного в 5% этанол-d6/5% ДМСО-d6/ФСБ,
получены в результате аппроксимации спектров
МУРН в программе SasView моделью “ядро–обо-
лочка” (рис. 3а, сплошные линии). Заведомо за-
ниженные значения толщин Т не анализировали,
поскольку для корректного извлечения информа-
ции из нейтронного эксперимента необходимо
использовать смесь ДМФХ-d54/ДМФГ совмест-
но с частичной заменой D2O на H2O и применять
модель, в которой гидрофобные и гидрофильные
участки (головы и углеводородные хвосты) би-
слоя рассматриваются как отдельные слои [27].

Рис. 2. Кривые МУРН для ОСВ ФХ/ФГ (2 мас. %) в ФСБ (квадраты), в 2.5% ДМСО-d6/ФСБ (круги), в 2.5% этанол-
d6/2.5% ДМСО-d6/ФСБ (треугольники) и в 5% этанол-d6/5% ДМСО-d6/ФСБ (ромбы); значения интенсивности
спектра ФХ/ФГ_ФСБ, ФХ/ФГ_ДМСО и ФХ/ФГ_2-2 умножены на 27, 9 и 3 соответственно для лучшей визуализации

данных (а). Построение Кратки–Порода ( ) спектров из (а) для определения толщины липидного бислоя
, где  (б).
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Тем не менее полученный результат свиде-
тельствует об уменьшении толщины липидного
бислоя в присутствии пептида, как и данные, из-
влеченные из построения Кратки–Порода. Кро-
ме того, для данной системы (ФХ/ФГ_5-5_пеп)
наблюдалось значительное увеличение радиуса
липосомы с 250 до 285 Å (табл. 1, рис. 4). Отме-
тим, что интенсивность рассеяния от чистого
пептида PB16–14, растворенного в 5% этанол-
d6/5% ДМСО-d6/ФСБ (рис. 5а), меньше на 2 по-
рядка, чем интенсивность рассеяния от липосом,
в связи с чем оно не может оказывать значитель-
ного влияния на итоговый спектр рассеяния.
Таким образом, наблюдаемые увеличение радиу-
са и уменьшение толщины ОСВ ФХ/ФГ обуслов-
лены влиянием пептида на структуру липосом.

Одним из возможных объяснений наблюдае-
мых структурных изменений ОСВ ФХ/ФГ могло
бы быть предположение о встраивании пептида

PB16–14 в липидный бислой, поскольку увеличе-
ние количества вещества в мембране приводит к
увеличению внутреннего радиуса липосом. Одна-
ко высказанное предположение не может объяс-
нить уменьшения толщины бислоя и требует бо-
лее детального изучения.

Интересным является тот факт, что при добав-
лении пептида PB16–14 не наблюдалось измене-
ний в спектрах МУРН модельных липосом
ФХ/ФЭ и, следовательно, детектируемых изме-
нений структуры липосом (рис. 5б): толщина
бислоя, вычисленная по построению Кратки–
Порода (врезка на рис. 5б), составила ∼42 Å для
обеих систем. При аппроксимации кривых в про-
грамме SasView моделью “ядро–оболочка” пара-
метры обеих систем также не различались в пре-
делах погрешности: толщина бислоя составила
41.7 ± 0.3 и 41.6 ± 0.4 Å для липосом без пептида и
с пептидом соответственно, а размер липосом со-

Рис. 3. Спектры МУРН липосом ФХ/ФГ в присутствии и в отсутствие пептида PB16–14; точки – экспериментальные
кривые, линии – теоретические спектры, полученные в программе SasView по рассчитанным параметрам липосом.
Спектр ФХ/ФГ_5-5_пеп (круги) представлен без изменений; интенсивности спектров ФХ/ФГ_5-5 (квадраты),
ФХ/ФГ_2-2_пеп (ромбы) и ФХ/ФГ_2-2 (треугольники) умножены на 3, 9 и 27 соответственно (а). Построение Крат-
ки–Порода спектров из а для определения толщины липидного бислоя T (б).
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Таблица 1. Параметры липосом ФХ/ФГ (70/30), приготовленных в ФСБ; в ФСБ с 2.5%ДМСО; в ФСБ с 2.5% эта-
нол-d6/2.5%ДМСО-d6 (2-2) или 5% этанол-d6/5%ДМСО-d6 (5-5); с пептидом PB16–14, растворенным в 2.5% эта-
нол-d6/2.5%ДМСО-d6/ФСБ (2-2_пеп) или 5% этанол-d6/5% ДМСО-d6 /ФСБ (5-5_пеп)

Примечание. R – внутренний радиус везикулы; T – толщина липидного бислоя везикулы (согласно аппроксимации в Sas-
View), T* – толщина липидного бислоя везикулы (согласно построению в координатах Кратки–Порода).

ФСБ 2.5% ДМСО 2-2 2-2_пеп 5-5 5-5_пеп

T*, Å 37.8 ± 0.9 37.9 ± 0.8 36.7 ± 0.7 35.3 ± 0.6 35.6 ± 0.9 32.1 ± 0.7
T, Å 32.0 ± 0.2 31.9 ± 0.2 31.2 ± 0.2 30.7 ± 0.2 30.7 ± 0.2 28.7 ± 0.2
R, Å 248.0 ± 2.6 251.4 ± 4.6 252.0 ± 4.5 255.8 ± 2.0 258.5 ± 4.6 285.1 ± 2.3
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ставил 288.7 ± 4.5 и 282.3 ± 8.1 Å. Это указывает на
различный характер пептид-липидного взаимо-
действия положительно заряженного пептида с
липидными бислоями в зависимости от их соста-
ва, в частности от заряда мембранной поверхно-
сти и/или фазового состояния липидного бислоя.

Следует предположить, что электростатические
взаимодействия играют существенную роль в
процессах адсорбции в случае взаимодействия
пептида PB16–14 с нейтральными (ФХ/ФЭ) липо-
сомами или встраивания пептида в липидный
бислой в случае взаимодействия пептида PB16–14 с

Рис. 4. Параметры липосом, рассчитанные в программе SasView. Расшифровка параметров указана в подписи к табл. 1.
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анионными (ФХ/ФГ) липосомами. Кроме того,
при t = 37°С система ФХ/ФЭ (80/20) находится в
гелевой -фазе [28]. При этом углеводородные
цепи менее подвижны, чем в случае системы
ФХ/ФГ при той же температуре, что может созда-
вать дополнительный “барьер” для проникнове-
ния пептида внутрь липосом.

Контроль возможных морфологических изме-
нений при взаимодействии пептида с ОСВ
ФХ/ФГ осуществлялся методом АСМ. Профили
высот, представленные на рис. 6 для ОСВ ФХ/ФГ
в ФСБ (а), в 5% этанол/5% ДМСО/ФСБ (б) и
ОСВ ФХ/ФГ-PB16–14 в 5% этанол/5% ДМСО/ФСБ
(в), явно свидетельствуют о сферической форме
исследуемых объектов. Кроме того, полученные
значения средних размеров наблюдаемых объек-
тов, DA, (табл. 2) из распределения числа частиц
по размерам указывают на увеличение диаметра
ОСВ при добавлении пептида, что хорошо со-
гласуется с данными, полученными из аппрок-
симации кривых МУРН. Диаметры липосом,

, в ФСБ и 5% этанол/5%
ДМСО/ФСБ равны 56.0 ± 0.6 и 57.3 ± 1.0 нм соот-
ветственно. Добавление пептида, растворенного
в 5% этанол/5% ДМСО/ФСБ, к ОСВ ФХ/ФГ в
ФСБ приводит к росту диаметра до 62.8 ± 0.5 нм.

β'L

= +2( )D R T

Для выяснения роли электростатического
взаимодействия в системе пептид–липид про-
вели измерения ζ-потенциала для ОСВ, сфор-
мированных из нейтральных липидов ДМФХ,
ДПФХ/ДПФЭ (80/20) и смеси нейтральных (ФХ)
и отрицательно заряженных (ФГ) липидов
ДМФХ/ДМФГ (70/30) при температуре 37°С,
pH = 7.4. При добавлении положительно заря-
женного пептида к ОСВ, состоящего только из
молекул ФХ, значение ζ изменялось незначи-
тельно: от –11.21(0.04) мВ для чистых липосом до
–5.38(0.09) мВ, что может свидетельствовать о
слабом пептид-липидном взаимодействии. В слу-
чае смешанной системы ФХ/ФЭ можно конста-

Рис. 6. Топография поверхности и распределение по размерам для ОСВ ФХ/ФГ: а, г – в ФСБ; б, д – в 5% этанол/5%
ДМСО/ФСБ; в, е – ОСВ ФХ/ФГ-PB16–14 в 5% этанол/5% ДМСО/ ФСБ.
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Таблица 2. Размерность и ζ-потенциал (ζ) для ОСВ
ФХ/ФГ в ФСБ, ОСВ ФХ/ФГ и ОСВ ФХ/ФГ-PB16–14 в
5% этанол/5% ДМСО/ ФСБ

Примечание. D – диаметр, полученный из данных МУРН
при обработке в программе SasView, DА – средний размер по
данным АСМ.

ФСБ 5-5 5-5_пеп

D, нм 56.0 ± 0.6 57.3 ± 1.0 62.8 ± 0.5
DА, нм 57.7 ± 3.1 53.5 ± 5.2 65.9 ± 7.1
ζ, мВ –33.08 ± 0.27 –30.29 ± 0.34 –24.74 ± 0.18
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тировать адсорбцию пептида на мембранной по-
верхности: ζ-потенциал меняет знак с отрица-
тельного на положительный (ζ = –33.47(0.31) мВ
для ФХ/ФЭ, ζ = +13.38(0.07) мВ для ФХ/ФЭ-
PB16–14). ОСВ, состоящие из ФХ/ФГ, являются
достаточно стабильной системой (ζ > ±30 мВ),
как и в случае ФХ/ФЭ (табл. 3). Поскольку ζ-по-
тенциал изменяется не существенно (табл. 2), то
очевидно, что при взаимодействии пептида с
мембранной поверхностью лишь небольшая
часть пептида адсорбируется на поверхности
мембран ФХ/ФГ, а большая часть встраивается в
липидный бислой, как предполагали при анализе
данных МУРН.

Наблюдаемый характер взаимодействия пеп-
тида с модельными липосомами может быть об-
условлен сочетанием положительно заряженных
аминокислотных остатков с гидрофобными, ко-
торые, с одной стороны, способны взаимодей-
ствовать с отрицательно заряженными головками
фосфолипидов, а с другой – с гидрофобными
хвостами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Данные проточной цитофлуориметрии и кон-

фокальной микроскопии указывают на то, что
FITC-меченый аналог пептида проникает внутрь
клеток. Ранее на основании только сходной про-
тивовирусной активности [4] было сделано пред-
положение [6], что немеченый пептид PB16–14
проникает внутрь клеток аналогичным образом.
В настоящей работе на модельной системе при
помощи малоуглового рассеяния нейтронов по-
казали, что немеченый пептид способен взаимо-
действовать с мембранами клеток и, вероятно,
проходить через липидный бислой. Важным яв-
ляется тот факт, что проникновение пептида
PB16–14 в мембрану определяется исключительно
свойствами мембраны и растворителя, поскольку
происходит в модельной системе без участия ка-
ких-либо клеточных факторов.

Наиболее перспективной для дальнейшего
изучения является модельная система липосом
ФХ/ФГ (70/30) в буфере 5% этанол-d6/5%
ДМСО-d6, поскольку наблюдаемые изменения
под действием пептида PB16–14 в этом случае наи-
более значительные и приводят, в том числе, к су-
щественному увеличению размера липосом. Для

более комплексной характеристики транспорта
пептида через мембрану следует использовать
комбинацию методов МУРН, АСМ (для описа-
ния крупномасштабных перестроек, как, напри-
мер, изменения размера липосом) и рефлекто-
метрии (для получения информации о парамет-
рах взаимодействия на более мелких масштабах,
например, в каком конкретно участке липидного
бислоя располагается пептид, какие надмолеку-
лярные структуры образует и т.д.).

Использованная модельная система может
быть также применена в качестве системы до-
ставки лекарственных препаратов с возможно-
стью контроля содержания препарата в носителе.

Работа частично поддержана государственным
контрактом № 14.N08.11.0080: ФЦП “Развитие
фармацевтической и медицинской промышлен-
ности Российской Федерации на период до
2020 года и дальнейшую перспективу” (экспери-
менты по проточной цитофлуориметрии и кон-
фокальной микроскопии). Эксперименты по ма-
лоугловому рассеянию нейтронов выполнены на
спектрометре ЮМО, реактор ИБР-2, ОИЯИ,
г. Дубна (№ 2017-10-14-16-55-35, 2018-04-14-23-
49-44). Измерения ζ-потенциала и АСМ проведе-
ны при финансовой поддержке гранта Полно-
мочного представителя Румынии в ОИЯИ (при-
каз № 267, п. 17 от 20.05.2020).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Fosgerau K., Hoffmann T. // Drug Discov. Today. 2015.

V. 20. № 1. P. 122. 
https://doi.org/10.1016/J.DRUDIS.2014.10.003

2. Protein-Protein Interactions: Methods and Applica-
tions. Second ed. / Eds. Meyerkord C.L., Fu H. New
York: Springer New York, 2015. V. 1278. 635 p. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2425-7

3. Миронов А.Н., Бунатян Н.Д. Руководство по прове-
дению доклинических исследований лекарствен-
ных средств. М.: Гриф и К, 2012. 944 с.

4. Matusevich O.V., Egorov V.V., Gluzdikov I.A. et al. // An-
tiviral Res. 2015. V. 113. P. 4. 
https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2014.10.015

5. Егоров В.В., Забродская Я.А., Шалджян А.А. и др.
Пат: RU 2695336 C1. Российская Федерация: Фе-
деральная служба по интеллектуальной собствен-
ности. 2019. № 21. С. 1–18.

6. Zabrodskaya Y.A., Lebedev D.V., Egorova M.A. et al. //
Biophys. Chem. 2018. V. 234. P. 16. 
https://doi.org/10.1016/j.bpc.2018.01.001

7. Egorov V.V., Matusevich O.V., Shaldzhyan A.A. et al. //
Int. J. Pep. 2013. V. 2013. P. 370832. 
https://doi.org/10.1155/2013/370832

8. Li Z., Agellon L.B., Allen T.M. et al. // Cell Metab. 2006.
V. 3. № 5. P. 321. 
https://doi.org/10.1016/j.cmet.2006.03.007

9. Sun S., Zhao G., Huang Y. et al. // Sci. Rep. 2016. V. 6.
№ 1. P. 29145. 
https://doi.org/10.1038/srep29145

Таблица 3. ζ-потенциал (мВ) для ОСВ ФХ, ОСВ
ФХ/ФЭ и ОСВ ФХ/ФГ в присутствии и в отсутствие
пептида PB16–14 в 5% этанол/5% ДМСО/ ФСБ

ФХ ФХ/ФЭ ФХ/ФГ

Без пептида –11.21 ± 0.04 –33.47 ± 0.31 –33.08 ± 0.27
С пептидом –5.38 ± 0.09 +13.38 ± 0.07 –24.74 ± 0.18



912

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 6  2021

ЗАБРОДСКАЯ и др.

10. Kuklin A.I., Islamov A.K., Gordeliy V.I. // Neutron
News. 2005. V. 16. № 3. P. 16. 
https://doi.org/10.1080/10448630500454361

11. Kuklin A.I., Soloviov D.V., Rogachev A.V. et al. //
J. Phys. Conf. Ser. 2011. V. 291. № 1. P. 012013. 
https://doi.org/10.1088/1742-6596/291/1/012013

12. Soloviev A.G., Murugova T.N., Islamov A.H., Kuklin A.I. //
J. Phys. Conf. Ser. 2012. V. 351. № 1. P. 012027. 
https://doi.org/10.1088/1742-6596/351/1/012027

13. Ostanevich Y.M. // Makromol. Chem. Macromol.
Symp. 1988. V. 15. № 1. P. 91. 
https://doi.org/10.1002/masy.19880150107

14. Knoll W., Haas J., Stuhrmann H.B. et al. // J. Appl.
Cryst. 1981. V. 14. № 3. P. 191. 
https://doi.org/10.1107/S0021889881009102

15. Nawroth T., Conrad H., Dose K. // Phys. B. Phys. Con-
dens. Matter. 1989. V. 156–157. P. 477. 
https://doi.org/10.1016/0921-4526(89)90708-4

16. Guinier A., Fournet G. Small-angle scattering of X-rays /
Eds. Mayer M.G. New York: John Wiley & Sons,
Inc.,1955. 268 p.

17. SasView – Small Angle Scattering Analysis. 
http://www.sasview.org/

18. Feigin L.A., Svergun D.I. Structure Analysis by Small-
Angle X-Ray and Neutron Scattering. New York:
Springer US, 1987. 335 p. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4757-6624-0

19. Ujie M., Takada K., Kiso M. et al. // J. Gen. Virol. 2019.
V. 100. № 10. P. 1345. 
https://doi.org/10.1099/jgv.0.001314

20. Benne N., Leboux R.J.T., Glandrup M. et al. // J. Con-
trol. Release. 2020. V. 318. P. 246. 
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2019.12.003

21. Lee M.-T. // Adv. Phys. X. 2018. V. 3. № 1. P. 1408428. 
https://doi.org/10.1080/23746149.2017.1408428

22. Bonora S., Markarian S.A., Trinchero A., Grigorian K.R. //
Thermochim. Acta. 2005. V. 433. № 1–2. P. 19. 
https://doi.org/10.1016/j.tca.2005.02.011

23. Горшкова Ю.Е. // Поверхность. Рентген., син-
хротр. и нейтр. исследования. 2018. Т. 7. С. 34. 
https://doi.org/10.7868/S0207352818070053

24. Gorshkova Y.E. // J. Optoelectron. Adv. Mater. 2015.
V. 17. P. 1532.

25. Gordeliy V.I., Cherezov V., Teixeira J. // Phys. Rev. E.
Stat. Nonlinear, Soft Matter Phys. 2005. V. 72. № 6.
P. 061913. 
https://doi.org/10.1103/PhysRevE.72.061913

26. Горшкова Ю.Е., Горделий В.И. // Кристаллография.
2007. Т. 52. № 3. С. 560.

27. Qian S., Heller W.T. // J. Phys. Chem. B. 2011. V. 115.
№ 32. P. 9831. 
https://doi.org/10.1021/jp204045t

28. Kamal M.A., Pal A., Raghunathan V.A., Rao M. // Phys.
Rev. E. State Nonlin Soft Matter. Phys. 2012. V. 85.
№ 5. Pt. 1. P. 051701. 
https://doi.org/10.1103/PhysRevE.85.051701



<<
  /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


