
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2022, том 56, № 5, с. 795–807

795

ЭКСПРЕССИЯ ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПТАЗЫ ВИЧ-1 ВЫЗЫВАЕТ 
УСИЛЕНИЕ ДЫХАТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ МИТОХОНДРИЙ 

В КЛЕТКАХ АДЕНОКАРЦИНОМЫ МЫШЕЙ
© 2022 г.   Н. Ф. Закироваa, #, А. С. Кондрашоваb, #, *, М. В. Голиковa,
О. Н. Ивановаa, А. В. Ивановa, М. Г. Исагулянцa, c, d, e, #, Е. О. Баюроваb, d, #

aИнститут молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта Российской академии наук, Москва, 119991 Россия
bФедеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова 

Российской академии наук (Институт полиомиелита), Москва, 108819 Россия
cРоссийский университет дружбы народов, Москва, 117198 Россия

dНациональный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи 
Министерства здравоохранения России, Москва, 123098 Россия

eРижский университет им. Страдыня, Рига, LV-1007 Латвия
*e-mail: kondrashova_as@chumakovs.su

Поступила в редакцию 03.05.2022 г.
После доработки 04.05.2022 г.

Принята к публикации 04.05.2022 г.

Изменения метаболических путей часто связаны с развитием широкого спектра патологий. Усилен-
ный гликолиз в условиях достаточного снабжения тканей кислородом и его разобщение с циклом Креб-
са, известные как аэробный гликолиз, или эффект Варбурга, ‒ отличительная черта многих злокаче-
ственных новообразований. Идентификация конкретных метаболических сдвигов позволяет характери-
зовать метаболическое программирование отдельных типов опухолевых клеток, стадию их
трансформации и прогнозировать их метастатический потенциал. Вирусная инфекция также может из-
менять метаболизм клеток для обеспечения процесса вирусной репликации. Инфекция вирусом имму-
нодефицита человека 1 типа (ВИЧ-1) ассоциирована с повышенной частотой развития различных онко-
логических заболеваний, а для отдельных вирусных белков выявлен онкогенный потенциал. В частно-
сти, ранее нами показано, что экспрессия обратной транскриптазы (ОТ) ВИЧ-1 в клетках
аденокарциномы молочной железы 4T1 приводит к усилению туморогенного и метастатического потен-
циала клеток in vitro и in vivo по механизму, связанному со способностью ОТ индуцировать в клетках ак-
тивные формы кислорода (АФК). Целью представленной работы было изучение молекулярного меха-
низма этого процесса, а именно влияние ОТ ВИЧ-1 на ключевые метаболические пути, связанные с опу-
холевой прогрессией: гликолиз и митохондриальное дыхание. Экспрессия ОТ ВИЧ-1 не оказывала
эффекта на процесс гликолиза. В то же время она приводила к усилению митохондриального дыхания и
уровня синтеза АТФ в клетке, при этом не влияя на доступность субстратов – доноров углерода для цикла
Кребса, – что исключает влияние ОТ на метаболитические ферменты клеток. Усиление митохондриаль-
ного дыхания было связано с восстановлением митохондриальной сети, несмотря на ОТ-индуцирован-
ное снижение митохондриальной массы. Усиление митохондриального дыхания может увеличивать по-
движность клеток, что объясняет их повышенную туморогенность и метастатический потенциал. Эти
данные важны для понимания патогенеза инфекции ВИЧ-1, включая стимуляцию процесса образования
и распространения ассоциированных с ВИЧ-1 злокачественных новообразований.
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Развитие широкого спектра патологий сопро-
вождается изменением метаболизма клеток. К
наиболее известным примерам относится эффект

Варбурга, заключающийся в усилении гликолиза
и разобщении этого процесса с циклом Кребса
[1]. Такое усиление сопровождается активацией

# Эти авторы внесли равный вклад.
Сокращения: ECAR (extracellular acidification rate) ‒ скорость внеклеточного закисления; FCCP (carbonyl cyanide-4-(trif luo-
romethoxy)phenylhydrazone) ‒ карбонилцианид-4-трифторметоксифенилгидразон; MN (mitochondrial network) ‒ митохон-
дриальная сеть; OCR (oxygen consumption rate) ‒ скорость поглощения кислорода; SD (standard deviation) ‒ стандартное от-
клонение; АФК ‒ активные формы кислорода; ВГВ ‒ вирус гепатита В; ВГС ‒ вирус гепатита С; ВИЧ-1 ‒ вирус иммуноде-
фицита человека 1 типа; ВПЧ ВКР ‒ вирус папилломы человека высокого канцерогенного риска; ВЭБ ‒ вирус
Эпштейна‒Барр; ОТ ‒ обратная транскриптаза; СПИД ‒ синдром приобретенного иммунного дефицита; фг ‒ фемтограмм.
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анаболических путей, связанных с гликолизом:
пентозофосфатного пути (биосинтез нуклеоти-
дов), de novo биосинтеза серина/глицина (связан-
ных с фолатным циклом), пути биосинтеза глюко-
заминогликанов и т.д. [1]. Разобщение гликолиза и
цикла Кребса не означает снижения дыхательной
активности митохондрий, так как донорами углеро-
да могут становиться процессы глутаминолиза [2],
окисления жирных кислот [3], синтеза ацетилко-
энзима А напрямую из ацетата [4, 5]. В опухоле-
вых клетках происходит нарушение интенсивно-
сти системы окислительного фосфорилирования
и связанной с ней продукции активных форм
кислорода (АФК), что приводит к окислительно-
му стрессу [6, 7]. Считается, что митохондрии
вносят наибольший вклад во внутриклеточную
продукцию АФК в большинстве типов клеток
[8‒10]. Сдвиги в использовании субстрата в мета-
болизме, характерные для опухолевых клеток,
могут быть зарегистрированы посредством изме-
рения скорости поглощения кислорода (OCR,
oxygen consumption rate) для количественной
оценки митохондриального дыхания и скорости
внеклеточного закисления культуральной среды
(ECAR, extracellular acidification rate) ‒ индикато-
ра гликолиза. Такие измерения позволяют оха-
рактеризовать метаболическое программирова-
ние отдельных типов опухолевых клеток, стадию
их трансформации и прогнозировать их метаста-
тический потенциал.

Около 10% всех опухолей связаны с инфекци-
ей онкогенными вирусами, к которым принято
относить вирус гепатита С (ВГС), вирус гепатита
В (ВГВ), вирусы папилломы человека высокого
канцерогенного риска (ВПЧ ВКР), вирус Эпш-
тейна‒Барр (ВЭБ), вирус герпеса, ассоциирован-
ный с саркомой Капоши, вирус Т-клеточного
лейкоза человека I типа и полиомавирус клеток
Меркеля [11, 12]. C инфекцией ВПЧ ВКР ассоци-
ировано до 4.5% общего числа зарегистрирован-
ных злокачественных новообразований и боль-
шинство случаев рака шейки матки (вирусную
ДНК выявляют у 99.7% больных), злокачествен-
ных опухолей аногенитальной области, рака го-
ловы и шеи [13, 14]. До 65% зарегистрированных в
мире случаев наиболее распространенной формы
злокачественного новообразования печени ‒ ге-
патоцеллюлярной карциномы ‒ ассоциировано с
хронической инфекцией ВГВ и/или ВГС [15].

Для многих вирусных инфекций описаны на-
рушения тех или иных метаболических путей в
инфицированных клетках [16, 17]. Интересно,
что, по крайней мере, ряд хронических вирусных
инфекций вызывает в клетках и в организме в це-
лом метаболитические изменения, сходные с та-
ковыми в опухолевых клетках и злокачественных
новообразованиях [18–20]. Яркий пример ‒ эф-
фект Варбурга. Это преимущественная выработка
опухолевыми клетками энергии не в цикле Креб-

са и окислительного фосфорилирования в мито-
хондриях, а путем анаэробного гликолиза, заклю-
чающегося в преимущественном поглощении глю-
козы с образованием молочной кислоты не в
митохондриях, а в цитоплазме – даже в присут-
ствии в клетках достаточного количества кислоро-
да [21]. Важная роль эффекта Варбурга заключается
в обеспечении быстро делящихся опухолевых кле-
ток достаточным количеством нуклеотидов, ами-
нокислот и липидов [22]. Логично предположить,
что это необходимо и вирусам для обеспечения
синтеза компонентов вирионов. И действительно,
при хронической вирусной инфекции часто про-
исходит усиление эффекта Варбурга и глутамино-
лиза (например, см. [18, 19, 23]). Этот феномен
может отражать как создание условий для индук-
ции вирусассоциированного онкогенеза, так и
быть его следствием (последствием уже индуци-
рованной вирусом злокачественной трансформа-
ции) [24]. Кроме того, вирусы способны изменять
метаболизм клетки для противодействия АФК, вы-
рабатываемым хозяином в ответ на вирусную ин-
фекцию [25, 26]. Для молекулярной медицины
крайне актуально изучение механизмов вирусассо-
циированной злокачественной трансформации
клеток и влияния инфекции на опухолевую про-
грессию.

Инфекция ВИЧ-1 ассоциирована с повышен-
ной частотой развития различных онкологических
заболеваний как связанных, так и не связанных с
развитием синдрома приобретенного иммунного
дефицита (СПИД) [27, 28]. Принято считать, что
ВИЧ-1-ассоциированный онкогенез связан с им-
муносупрессией и системной иммунной дисфунк-
цией, не полностью преодолеваемыми антиретро-
вирусной терапией [29‒31]. Однако канцероген-
ный потенциал выявлен и для целого ряда белков
ВИЧ-1 [32]. Недавно нами показано, что экс-
прессия обратной транскриптазы (ОТ) ВИЧ-1 в
клетках аденокарциономы молочной железы 4T1
приводит к усилению туморогенного и метаста-
тического потенциала этих клеток in vitro и in vivo
по механизму, зависящему от ОТ-индуцирован-
ного повышения уровня АФК [33].

Целью представленной работы было изучение
молекулярных механизмов, вовлеченных в этот
процесс, в частности влияния продукции ОТ
ВИЧ-1 на два ключевых метаболических процес-
са клеток: гликолиз и митохондриальное дыха-
ние, ‒ в значительной степени определяющих
опухолевую прогрессию.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Производные клеточной линии 4T1luc2, ста-

бильно экспрессирующие ОТ ВИЧ-1. В работе бы-
ла использована клеточная линия аденокарцино-
мы молочной железы мышей 4T1luc2 (Bioware
Ultra Cell Line 4T1luc2; “Caliper Life Sciences Inc.”,
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США) и ее производные, экспрессирующие кон-
сенсусный вариант ОТ ВИЧ-1: 4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1, ‒ описанные
нами ранее [33] и характеризующиеся возрастаю-
щей продукцией ОТ на клетку (40‒200 фемто-
граммов (фг)).

Культивирование клеточных линий. Клетки
культивировали при 37°С во влажной атмосфере
с 5% СО2 в среде RPMI-1640 (“Gibco”, США), со-
держащей 10% фетальной сыворотки крупного
рогатого скота (FBS; “HyClone”, США), 2 мМ
глутамин (“ПанЭко”, Россия), 50 ед./мл пени-
циллина (“ПанЭко”) и 50 мкг/мл стрептомици-
на (“ПанЭко”). Пересев клеток проводили каж-
дые 2–3 суток при достижении 90–95% моно-
слоя.

Анализ интенсивностей гликолиза и митохон-
дриального дыхания. За 24 ч до анализа высажива-
ли 3 × 104 клеток на ячейку планшета для анали-
затора Seahorse XFe24 (“Agilent”, США) в среде
RPMI-1640 c 10% FBS. За 30 мин до анализа куль-
туральную среду заменяли на среду DMEM
(“Gibco”), не содержащую бикарбонатного буфе-
ра и фенолового красного и содержащую 2 мМ
глутамин и, в случае теста Mitostress, 11 мМ глю-
козы (“Sigma”, Германия), и до проведения теста
держали в СО2-термостате при температуре 37°С
и концентрации СО2 5%. Тест проводили на ана-
лизаторе Seahorse, как описано ранее [34]. После
проведения анализа клетки лизировали и измеря-
ли концентрацию тотального белка с использова-
нием набора PierceBCA Protein Assay Kit (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США), согласно инструк-
ции производителя. Результаты тестов Mitostress
и Glycostress нормировали на уровни тотального
белка.

Анализ цитотоксичности ингибиторов метаболи-
ческих ферментов. За 24 ч до начала эксперимента
высаживали 1 × 104 клеток на ячейку 96-луночно-
го планшета, затем вносили ингибитор гликолиза
(2-дезокси-D-глюкоза; “Sigma”) в диапазоне
концентраций 0.63–15 мМ, глутаминолиза (СВ839;
“Cayman Chemical”, США) в концентрациях 0.5–
10 мкМ, карнитинового транспортера (Etomoxir;
“Sigma”) в концентрациях 31–500 мкМ или инги-
биторов респираторых комплексов: метформина
(“Sigma”) и фенформина (“Sigma”) в концентра-
циях 0.5–10 мМ и 1–50 мкМ соответственно. Че-
рез 48 ч оценивали количество жизнеспособных
клеток стандартным МТТ-тестом, как описано
ранее [34].

Измерение массы митохондрий. Клетки 4Т1luc2 и
производные линии, экспрессирующие ОТ ВИЧ-1,
высевали на 12-луночные планшеты при плотно-
сти 2 × 105 клеток/ячейка. При достижении 90%-
ного монослоя культуральную среду удаляли и за-
меняли свежей, содержащей 1.5 мкМ красителя
Mitotracker Red CM-H2XROS (“Thermo Fisher

Scientific”). После 45 мин инкубации при 37°С
клетки промывали теплой свежей средой, обраба-
тывали 0.05%-ным раствором трипсина с ЭДТА
(“Serva”, Германия), ресуспендировали, осажда-
ли центрифугированием и ресуспендировали в
свежей среде DMEM без фенолового красного.
Уровни флуоресценции измеряли на проточном
цитометре BD LSR Fortessa Flow Cytometer (“Bec-
ton Dickinson”, США) при возбуждении флуорес-
ценции лазером с длиной волны 561 нм и реги-
страции сигнала при 610 нм. Анализ данных про-
водили при помощи программы Flowing Software
версия 2.5.1 (https://bioscience.fi/services/cell-im-
aging/flowing-software/; University of Turku, Фин-
ляндия).

Анализ морфологии митохондрий. Клетки высе-
вали в конфокальные чашки диаметром 35 мм со
стеклянными вставками. Через 24 ч добавляли
Mitotracker Red CM-H2XROS до конечной кон-
центрации 1.5 мкМ в свежей, предварительно на-
гретой среде; через 45 мин клетки промывали
теплым фосфатно-солевым буфером, а затем сре-
дой DMEM без фенолового красного. Конфо-
кальные 8-битные цифровые изображения полу-
чали с использованием конфокального лазерного
сканирующего микроскопа Leica TCS SP5 (“Leica
Microsystems”, Германия), оснащенного масля-
ным иммерсионным объективом HCX PLAPO CS
63 × 1.4. Флуоресценцию возбуждали при 543 нм
и регистрировали в диапазоне 560–600 нм. До-
ступ к фенотипу митохондриальной морфологии
был получен, по крайней мере, в 30 клетках. Каж-
дая клетка была классифицирована в соответ-
ствии с общим статусом фенотипа митохондрий.
Клетку относили к нитчатому фенотипу, если
>70% митохондрий в ней были удлиненными, к
фрагментированному фенотипу, если <30% ми-
тохондрий были слившимися, или к промежуточ-
ному фенотипу (50%). Подсчет проводили всле-
пую, независимо два исследователя. Оценивали
число клеток, принадлежащих к каждому из фе-
нотипов, относительно общего числа получен-
ных изображений клеток.

Статистический анализ данных. Все данные
представляют средние значения ± стандартное
отклонение (SD). Для тестов, в которых число
измерений (повторов измерений) или число неза-
висимых измерений не превышало 10, статистиче-
скую значимость оценивали с помощью критерия
Крускала‒Уоллиса с критерием множественных
сравнений Данна и попарно с применением крите-
рия Манна‒Уитни (Prism, GraphPad Software,
США). Корреляции между наборами данных оце-
нивали с использованием критерия ранжирования
Спирмена (Prism). Для остальных тестов разницы
величин оценивали t-тестом с применением крите-
рия Стьюдента, тогда как множественные сравне-
ния были выполнены с помощью дисперсионного
анализа (ANOVA) с апостериорным критерием
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Тьюки или по Фридману с критерием согласован-
ности Кендалла для сравнения зависимых выбо-
рок. Для парных сравнений использовали знако-
вый тест (sign test). Величина р < 0.05 считалась
статистически значимой, если не указано иное
(Statistica Axa 11, “Tibco”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия ОТ ВИЧ-1 не влияет на гликолиз
Гликолиз представляет собой процесс пре-

вращения глюкозы в пируват, который может
быть транспортирован в митохондрии для по-
следующего включения в цикл Кребса или сек-
ретирован в форме лактата. Оценку эффектив-
ности гликолиза оценивали при использовании
анализатора Seahorse, который позволяет оце-
нивать уровни закисления культуральной сре-
ды. Измерение проводили согласно методике
теста Glycostress, т.е. сначала в отсутствие глю-
козы (определяют уровень негликолитического
закисления, который обусловлен отличными от
гликолиза процессами в клетке), затем в при-
сутствии глюкозы в концентрациях 1 г/л (11 мМ)
и 4.5 г/л (30 мМ) (т.е., в стандартной и высоко-
глюкозной среде DMEM), после добавления ин-
гибитора АТФазы митохондрий олигомицина
(активирует гликолиз до максимально возможно-
го уровня для компенсации синтеза АТФ), а в за-
вершение – после добавления ингибитора первой
стадии гликолиза, 2-дезокси-D-глюкозы (рис. 1а).
Емкость гликолитического резерва рассчитывали
как разницу между максимальной гликолитиче-
ской способностью и уровнем гликолиза при 30 мМ
глюкозы.

В результате проведенных измерений показа-
но, что клеточная линия 4Т1luc2 и ее ОТ-экс-
прессирующие производные: 4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 [33] ‒ имели
сходные уровни базального (в стандартной и вы-
сокоглюкозной среде) и максимального гликоли-
за (рис. 1б‒г), т.е. экспрессия ОТ ВИЧ-1 в клетках
опухоли молочной железы мышей не приводила к
заметным изменениям в процессе гликолиза. Из
различий в параметрах гликолиза между исходной
линией и субклонами можно отметить понижен-
ное негликолитическое закисление для субклона
4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с остальными ли-
ниями (рис. 1е). Также для этого субклона был
отмечен пониженный гликолитический резерв,
по крайней мере в сравнении с субклоном
4T1luc2_RT-1.3 (рис. 1д).

Экспрессия ОТ ВИЧ-1 усиливает дыхательную 
активность митохондрий клеток

Еще один важнейший метаболический про-
цесс ‒ дыхание митохондрий, показывающее ак-
тивность работы системы окислительного фос-

форилирования и связанных с ней процессов
цикла Кребса, который обеспечивает дыхатель-
ную систему субстратами. Влияние ОТ ВИЧ-1 на
дыхательную активность митохондрий, как и
оценку эффективности гликолиза, определяли на
анализаторе Seahorse, позволяющем также изме-
рять уровни поглощения кислорода. Измерение
дыхания по методике Mitostress проводили после
последовательного добавления реагентов. Снача-
ла определяли базовый уровень дыхания. Затем
клетки обрабатывали олигомицином; уровень па-
дения дыхательной активности отражал уровень
синтеза АТФ системой окислительного фосфо-
рилирования. Далее к клеткам добавляли разоб-
щитель транспорта протонов через мембрану ми-
тохондрий и АТФ-синтазы ‒ карбонилцианид-4-
трифторметоксифенилгидразон (FCCP); при
этом дыхание достигало максимально возможно-
го уровня. Так как при высоких концентрациях
разобщитель может, наоборот, ингибировать дыха-
ние, то измерение проводили в присутствии двух
концентраций FCCP. На основании полученных
данных рассчитывали разницу между уровнями ба-
зального и максимального дыхания, определяемую
как “свободный дыхательный запас” (spare respira-
tory capacity). На финальной стадии вносили инги-
биторы митохондриальных комплексов I и III ро-
тенон и антимицин и определяли остаточный уро-
вень дыхания, отражающий уровень поглощения
кислорода немитохондриальными ферментами
(системами), ‒ немитохондриальное дыхание.
Разница между максимальным уровнем поглоще-
ния кислорода и уровнем после добавления олиго-
мицина отражала интенсивность утечки протонов.

Результаты представлены на рис. 2. Можно ви-
деть, что экспрессия ОТ ВИЧ-1 влияла на мито-
хондриальное дыхание (рис. 2а‒ж). В частности,
достоверно повышался базальный уровень дыха-
ния, продукция АТФ (рис. 2б, г, р < 0.05), макси-
мальный уровень дыхания (рис. 2д, е) и свободный
дыхательный запас (рис. 2ж, тенденция, р = 0.05,
достоверно при попарных сравнениях). Экспрес-
сия ОТ ВИЧ-1 не влияла ни на утечку протонов
(рис. 2в), за исключением некоторого ее повыше-
ния для субклона 4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с
остальными линиями, ни на немитохондриальное
дыхание (рис. 2з). Таким образом, синтез ОТ
ВИЧ-1 в клетках опухоли молочной железы мы-
шей индуцировал усиление их метаболитической
активности.

Субклоны 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3,
4T1luc2_RT-20.1 продуцировали ОТ ВИЧ-1 в ко-
личестве 40, 125 и 190 фг на клетку соответствен-
но; уровень эндогенной ОТ в клетках 4Т1luc2 был
ниже порога чувствительности метода определе-
ния (<1 фг) [33]. Наличие этих данных позволило
оценить количественную зависимость дыхатель-
ной активности митохондрий от уровня синтеза
ОТ. Выявлено, что уровень базального дыхания и
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продукция АТФ напрямую зависят от количества
синтезируемой клетками ОТ (рис. 2и); у обоих суб-
клонов, характеризующихся высоким уровнем про-
дукции ОТ (4T1luc2_RT-5.3 и 4T1luc2_RT-20.1), эти
параметры были достоверно повышены по срав-
нению с исходной клеточной линией (рис. 2б, г;
р < 0.05). В остальном различия в параметрах ми-
тохондриального дыхания между субклонами бы-
ли минимальными. В частности, можно отметить
пониженный “свободный дыхательный запас”
для 4T1luc2_RT-20.1 в сравнении с 4T1luc2_RT-
5.3 (рис. 2г; p < 0.05 ‒ тест Манна‒Уитни).

ОТ ВИЧ-1 не влияет
на основные метаболические пути клетки

Одной из причин усиления дыхательной ак-
тивности митохондрий может быть повышение

внутриклеточных концентраций субстратов – до-
норов углерода для цикла Кребса [35]. Вклад от-
дельных путей в усиление дыхательной активно-
сти можно оценить, изучив чувствительность
клеток к ингибиторам соответствующих метабо-
лических ферментов, как показано нами ранее
[34]. В связи с этим следующим этапом стал анализ
цитотоксичности блокаторов гликолиза, глутами-
нолиза и окисления жирных кислот: ингибиторов
гексокиназы (2-дезокси-D-глюкозы), глутаминазы
(CB839) и карнитинового транспортера митохон-
дрий (этомоксира) соответственно. Кроме того, в
исследовании использованы и ингибиторы мито-
хондриальных респираторных комплексов: мет-
формин и фенформин. Результаты представлены
на рис. 3. Можно видеть, что экспрессия ОТ ВИЧ-1
не влияла на чувствительность клеток к указан-
ным выше соединениям (при сравнении с исход-

Рис. 1. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в клетках 4T1luc2 не влияет на уровень гликолиза. а ‒ Эффектив-
ность гликолиза ОТ-экспрессирующих вариантов: 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 ‒ оценивали с
использованием анализатора Seahorse, согласно методике теста Glycostress. Определение ECAR в среде со стандарт-
ной, 11 мМ (б), и высокой, 30 мМ (в), концентрацией глюкозы. г ‒ Максимальные значения ECAR при стимуляции
1 мкМ олигомицином. д ‒ Емкость гликолитического резерва, рассчитанная как разница между максимальной гли-
колитической способностью и уровнем ECAR в высокоглюкозной (30 мМ) среде. е ‒ ECAR перед введением глюкозы
(негликолитическое закисление). Значения ECAR выражены в единицах мрН/мин и нормализованы на 1 мг клеточ-
ного белка (mpH/min/Norm. Unit). Гистограммы представлены как среднее значение ± SD для анализа, проведенного
в четырех повторах. Статистическую значимость оценивали с помощью критерия Крускала‒Уоллиса с критерием
множественных сравнений Данна и попарно с применением критерия Манна‒Уитни (*p < 0.05).
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Рис. 2. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в клетках 4T1luc2 усиливает дыхательную активность митохон-
дрий. а ‒ Дыхательную активность ОТ-экспрессирующих вариантов: 4T1luc2_RT-1.3, 4T1luc2_RT-5.3, 4T1luc2_RT-20.1 ‒
анализировали при помощи технологии Seahorse и набора реагентов Mitostress. б ‒ Базальный уровень дыхания определяли
как разницу между базовым и немитохондриальным значениями OCR. в ‒ Интенсивность утечки протонов оценивали
после обработки олигомицином. г ‒ АТФ-связанный OCR получен как разница между базальным значением OCR и OCR,
ингибированным антимицином А. д, е ‒ Максимальную величину OCR стимулировали добавлением FCCP в концентраци-
ях 0.75 и 1.5 мкМ соответственно. ж ‒ Свободный дыхательный запас рассчитывали как разницу между максимальным и ба-
зальным OCR. з ‒ Базовые митохондриальные показания OCR получали путем вычитания немитохондриального OCR. и ‒
Корреляция показателей базального дыхания и продукции АТФ. Значения OCR выражены в единицах пмоль/мин и норма-
лизованы на 1 мг клеточного белка (pmol/min/Norm. Unit). Гистограммы представлены как среднее значение ± SD для ана-
лиза, проведенного в четырех повторах. Статистическую значимость оценивали с помощью критерия Крускала‒Уоллиса с
критерием множественных сравнений Данна (*р < 0.05) и попарно с применением критерия Манна‒Уитни. Уровни базаль-
ного дыхания и продукции АТФ коррелировали с использованием критерия ранжирования Спирмена.
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ной линией все р > 0.05). Отсюда можно сделать
вывод, что усиление дыхательной активности ми-
тохондрий не связано с усилением активности гли-
колиза, глутаминолиза или окисления жирных
кислот.

Высокий уровень экспрессии ОТ ВИЧ-1 снижает 
общую массу митохондрий

Другой причиной повышения дыхательной
активности клеток может быть усиление биогене-
за митохондрий и/или подавление их уничтоже-
ния (митофагии), что приводит к увеличению ми-
тохондриальной массы. Именно поэтому следую-
щей задачей работы стала оценка влияния ОТ
ВИЧ-1 на содержание митохондриальной массы,
что было выполнено окраской клеток красителем
MitoTracker Red с последующим измерением уров-
ня флуоресцентного сигнала проточной цито-
метрией. Однако, вопреки ожиданиям, экспрес-
сия ОТ ВИЧ-1 вызывала не повышение, а сни-
жение митохондриальной массы (рис. 4). Эффект
проявлялся для субклонов 4T1luc2_RT-5.3 и
4T1luc2_RT-20.1, характеризующихся высоким
уровнем синтеза ОТ и усиленной дыхательной ак-
тивностью митохондрий. Таким образом, усиление
дыхания было сопряжено не с увеличением ми-
тохондриальной массы, а, напротив, с ее умень-
шением.

Экспрессия ОТ ВИЧ-1 изменяет структуру 
митохондриальной сети

Еще одно возможное объяснение повышен-
ной дыхательной активности ‒ перестройка ми-
тохондрий в обширную сеть [36]. Структуру ми-
тохондриальной сети оценивали с помощью кон-
фокальной микроскопии путем высаживания
клеточных линий на чашки со стеклянным дном и
окрашивания красителем MitoTracked Red. В каж-
дом эксперименте визуализировали 30 клеток. Фе-
нотип митохондрий каждой отдельной клетки
классифицировали по окрашиванию на нитевид-
ные митохондриальные сети (MN > 70% сливших-
ся митохондрий), промежуточные (примерно рав-
ное число слившихся и поделившихся мембран,
MN ≈ 50%) и фрагментированные (MN < 30%
слившихся митохондрий). Типичные изображе-
ния и количественный анализ представлены на
рис. 5а‒д. Можно видеть, что во всех субклонах
бóльшая часть клеток содержала разрозненные или
частично ассоциированные митохондрии. В случае
клеток с максимальной экспрессией ОТ наблюда-
лось появление протяженных митохондриальных
сетей, однако их доля не превышала 30%.

Частота клеток с фенотипом митохондрий
MN > 70% в исходной клеточной линии 4T1luc2 и
субклонах 4T1luc2_RT-1.3 и 4T1luc2_RT-5.3 не
различалась (p > 0.1, знаковый тест; рис. 5б, в).
Однако в субклоне 4T1luc2_RT-20.1, сверхэкс-
прессирующем ОТ, доля клеток с фенотипом

Рис. 3. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 не влияет на чувствительность клеток 4T1luc2 к ингибиторам ме-
таболических путей. Клетки выдерживали в присутствии ингибиторов гликолиза (2-дезокси-D-глюкоза, 2-DG), глу-
таминолиза (CB839), карнитинового транспортера митохондрий (Этомоксир) и респираторных комплексов (Мет-
формин, Фенформин) в течение 48 ч с последующим анализом жизнеспособности МТТ-тестом. Статистический ана-
лиз показал отсутствие различий между исходной линией и экспрессирующими ОТ ВИЧ-1 субклонами (все р > 0.05).
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MN > 70% значительно увеличилась (4T1luc2 по
сравнению с 4T1luc2_RT-20.1, p = 0.023, знако-
вый тест; рис. 5б, в). Кроме того, в субклоне
4T1luc2_RT-20.1 было значительно больше кле-
ток с фенотипом MN > 70%, чем в 4T1luc2_RT-1.3
(p = 0.01, знаковый тест; рис. 5б, в). Частота кле-
ток с фенотипом митохондрий MN ≈ 50% и MN <
< 30% не различалась между клетками исходной
линии 4T1luc2 и субклонами, а также между суб-
клонами (рис. 5б, г, д). Линия 4T1luc2_RT-20.1
имела слабую тенденцию к снижению числа кле-
ток с фенотипом MN < 30% (p = 0.096) в сравне-
нии с исходной линией 4T1luc2 и значительно
меньше клеток с фенотипом MN < 30%, чем
4T1luc2_RT-1.3 (p = 0.01, знаковый тест; рис. 5б, д).
По-видимому, это значит, что избыточная экс-
прессия ОТ ВИЧ-1 восстанавливает митохондри-
альные сети, нарушенные в исходных клетках и в
субклонах с низким уровнем экспрессии ОТ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В клетках опухоли молочной железы снижен ре-
зерв митохондриального дыхания [37]. Однако не-
давно показано, что метастатическая аденокарци-
нома молочной железы характеризуется усилен-
ным митохондриальным биогенезом и дыханием
[38]. Согласно этим выводам, усиление митохон-
дриального дыхания клеток злокачественного но-

вообразования молочной железы может привести к
их повышенной метастатической активности, а
именно опухолевые клетки с более высокой емко-
стью митохондриального дыхания будут с большей
вероятностью мигрировать с образованием мета-
стаз. Это согласуется с ранее опубликованными на-
ми данными по экспрессии ОТ в клетках опухоли
молочной железы 4T1. В in vivo исследовании на
сингенных мышах мы продемонстрировали повы-
шенную метастатическую активность клеток аде-
нокарциномы молочной железы мышей 4Т1luc2,
экспрессирующих ОТ ВИЧ-1, в сравнении с ис-
ходными клетками 4Т1luc2 [33]. Теперь нами по-
казано, что в субклонах 4Т1luc2 с высоким уровнем
продукции ОТ (>100 фг на клетку) усилено мито-
хондриальное дыхание, в частности более интен-
сивно базальное дыхание, повышены уровни АТФ
и максимального дыхания. Уровни базального ды-
хания и продукции АТФ прямо коррелировали с
уровнем продукции ОТ в клетках.

Интересно также отметить повышенный дыха-
тельный запас, наблюдаемый у субклонов с низким
и средним уровнями синтеза ОТ (4T1luc2_RT-1.3,
4T1luc2_RT-5.3), но не у сверхпродуцирующего
субклона. Свободный дыхательный запас пред-
ставляет собой особенно надежный функцио-
нальный параметр для оценки митохондриально-
го резерва и приспособленности клетки (fitness)
[35, 39]. Свободный дыхательный запас определя-
ется как разница между уровнями базального и
максимального дыхания. Когда клетки подверга-
ются стрессу, потребность в энергии увеличивает-
ся, что требует бóльших затрат АТФ для поддержа-
ния клеточных функций. Клетка со значительным
свободным дыхательным запасом может произво-
дить больше АТФ и преодолевать больший стресс,
включая окислительный стресс [40] и стресс эндо-
плазматического ретикулума [41]. Фактически на-
ми показано, что ОТ ВИЧ-1, даже в относительно
малом количестве (40 фг на клетку в случае суб-
клона T1luc2-RT-1.3), индуцирует повышенную
толерантность к стрессу в клетках аденокарцино-
мы молочной железы.

Важно отметить, что экспрессия ОТ ВИЧ-1 не
оказывала никакого влияния на процесс гликолиза,
с усилением которого чаще всего связывают повы-
шенную метастатическую активность. Так, недавно
показано, что при злокачественном новообразова-
нии желудка в клетках с высокой метастатической
активностью происходит полное переключение ме-
таболизма с окислительного фосфорилирования на
аэробный гликолиз [42]. Гипергликолитическим
фенотипом обладают и метастазирующие клетки
опухоли молочной железы [43]. Нами описан аль-
тернативный механизм повышенной агрессивно-
сти эпителиальных клеток аденокарциномы мо-
лочной железы мышей, обусловленный воздей-
ствием на опухолевые клетки белка ОТ ВИЧ-1.
Скорее всего, ОТ воздействует на злокачествен-

Рис. 4. Экспрессия обратной транскриптазы ВИЧ-1 в
клетках 4T1luc2 приводит к снижению массы мито-
хондрий. Общую массу митохондрий оценивали
окрашиванием клеток реагентом MitoTracker Red с
последующим измерением уровня сигнала проточ-
ной цитометрией (mean fluorescent unit, MFU). Раз-
личия проанализированы с использованием двусто-
роннего непарного t-критерия Стьюдента, множе-
ственные сравнения выполнены с помощью
дисперсионного анализа (ANOVA) с апостериорным
критерием Тьюки. ***р < 0.001, ****р < 0.000).
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Рис. 5. Обратная транскриптаза ВИЧ-1 изменяет структуру митохондриальной сети в клетках. а ‒ Клетки обрабаты-
вали MitoTracker Red, окрашивание визуализировали конфокальной микроскопией. б ‒ Количественное определение
клеток с нитевидными (MN > 70%), промежуточными (MN ≈ 50%) и фрагментированными (MN < 30%) митохондриями
проводили путем подсчета процента клеток, принадлежащих к каждому из фенотипов, от общего числа клеток. Пропор-
ция клеток с фенотипом митохондрий MN > 70% (в), MN ≈ 50% (г), MN < 30% (д). *р < 0.05 (ANOVA, Фридман).
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ную эпителиальную клетку, повышая метастати-
ческую активность за счет усиления митохондри-
ального дыхания, что говорит о прямой роли бел-
ков ВИЧ-1 в индукции канцерогенеза [32]. Линия
клеток аденокарциномы молочной железы мы-
шей, использованная нами в этой работе, ‒ клас-
сическая модель опухоли молочной железы чело-
века [44], поэтому можно предположить, что ана-
логичный эффект ОТ ВИЧ-1 будет оказывать и на
опухолевые клетки человека. На это косвенно
указывают и эпидемиологические данные по вы-
сокой частоте встречаемости опухоли молочной
железы среди инфицированных ВИЧ-1 [45].

В проведенном исследовании мы попытались
установить механизм индуцированного ОТ ВИЧ-1
усиления дыхательной активности митохондрий.
Усиление дыхания может быть связано с повы-
шенными уровнями субстратов, поступающих в
цикл Кребса посредством гликолиза, глутамино-
лиза, окисления жирных кислот или других пу-
тей. Однако при анализе цитотоксичности блока-
торов этих процессов: гексокиназы (2-дезокси-
D-глюкоза), глутаминазы (CB839) и карнитино-
вого транспортера митохондрий (этомоксир) ‒ не
выявлено изменений в чувствительности клеток,
экспрессирующих ОТ ВИЧ-1, к этим соединени-
ям. Таким образом, нами показано, что ОТ-зави-
симое усиление дыхательной активности митохон-
дрий не связано с усилением активности гликоли-
за, глутаминолиза или окисления жирных кислот.
Следовательно, изменение дыхания не может быть
результатом усиления митохондриального биоге-
неза, а вызвано другими факторами.

К одному из таких факторов относится структур-
ная реорганизация митохондрий. Структура и рас-
положение митохондрий в клетках имеют решаю-
щее значение и жестко регулируются процессами
деления и слияния, биогенеза и митофагии, обеспе-
чивая относительно постоянную митохондриаль-
ную популяцию [46]. Усиление митохондриального
дыхания может быть связано с перестройкой мито-
хондриальной сети. Действительно, ранее сообща-
лось, что в нитевидных митохондриях, по сравне-
нию с фрагментированными, усилено окислитель-
ное фосфорилирование [36, 47]. Для исследования
этой возможности мы проанализировали состоя-
ние митохондриальных сетей в ОТ-экспрессирую-
щих субклонах в сравнении с исходными клетками.
Оказалось, что высокий уровень экспрессии ОТ
достоверно восстанавливал митохондриальные се-
ти по сравнению с исходной линией 4Т1Luc2 и суб-
клонами с низким уровнем экспрессии ОТ, что вы-
ражалось в значимом увеличении доли клеток с ми-
тохондриальным фенотипом MN > 70% (р = 0.023)
и значительным (по сравнению с низкоэкспресси-
рующими) и незначительным (по сравнению с ис-
ходной клеточной линией) уменьшением числа
клеток с фенотипом MN < 30%. Однако при этом не
происходило увеличения митохондриальной мас-

сы. Наоборот, усиление дыхательной активности и
увеличение пропорции клеток с превалирующим
фенотипом митохондрий (MN > 70%) регистриро-
вали для субклонов, отличающихся сниженной ми-
тохондриальной массой. Одним из объяснений мо-
жет служить сборка дыхательных комплексов в “су-
перкомплексы”, характеризующиеся повышенной
эффективностью потока электронов и продукции
АТФ [48].

Отсутствие зависимости параметров дыхания
митохондрий от базовых ферментативных актив-
ностей и обратное ожиданиям снижение мито-
хондриальной массы указывали на наличие регу-
ляторного ОТ-зависимого механизма. В частно-
сти, эффективность митохондриального дыхания
определяется повышенной скоростью потока
электронов и продукцией АТФ, необходимыми
для функционирования дыхательных “суперком-
плексов”.

Важную роль в регуляции митохондриального
дыхания играют тирозинкиназы семейства Src. Src-
киназы локализованы в нескольких внутриклеточ-
ных компартментах, включая митохондрии, где они
нацелены на несколько белков, модулирующих ак-
тивность этой органеллы. Сверхэкспрессия Src
приводит к снижению жизнеспособности клеток,
укорочению клеточного цикла, увеличению ин-
вазивной способности и метастатической актив-
ности злокачественных клеток, что характерно
для опухоли молочной железы [37]. Известно, что
активность Src-киназ регулируется окислитель-
но-восстановительными процессами и инакти-
вируется путем окисления [49, 50]. Мы показа-
ли, что ОТ ВИЧ-1 индуцирует окислительный
стресс в экспрессирующих ее клетках с продук-
цией АФК [33, 51]. АФК, индуцированные ОТ,
могут инактивировать Src-киназы, приводя к вос-
становлению митохондриального дыхания. Это со-
гласуется с описанной нами ранее прямой зависи-
мостью между уровнями синтезируемой ОТ и
продукцией АФК [33] и полученными теперь ре-
зультатами по зависимости между уровнем ОТ и
параметрами митохондриального дыхания (рис. 2).
Ряд белков ВИЧ-1, таких как gp120, tat, nef и p17,
также индуцирует продукцию АФК как в инфи-
цированных, так и в неинфицированных “клет-
ках-свидетелях” [32, 52]. Логично предположить,
что они воздействуют на клетки опухоли молоч-
ной железы по типу ОТ. Вовлеченность в процесс
усиления митохондриального дыхания Scr-киназ
заслуживает отдельного исследования.

Таким образом, нами выявлено ОТ-индуциро-
ванное усиление митохондриального дыхания в
клетках аденокарциномы молочной железы, объ-
ясняющее их повышенную туморогенную и мета-
статическую активность. Способность ОТ ВИЧ-1
влиять на метаболизм опухолевых клеток может иг-
рать важную роль в патогенезе инфекции ВИЧ-1,
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тем самым объясняя феномен ВИЧ-1-ассоцииро-
ванного канцерогенеза, не связанного с иммунной
супрессией и иммунной дисфункцией. Детальный
механизм ОТ-индуцированного усиления мито-
хондриального дыхания клеток аденокарциномы
молочной железы и его последствий для патогенеза
ВИЧ-1 еще предстоит установить.

Выполненные в период с 2017 по 2021 г. иссле-
дования, в части обоснования целей и задач, со-
здания субклонов и характеристики их свойств,
были поддержаны грантами РФФИ: 17-54-30002/
NIH R01CA217715 (2017–2020 гг.), 19-04-01034
(2019‒2021 гг.) ‒ и Российским научным фондом
(грант № 21-74-10146) в части метаболитических
измерений. Работа М.И. была поддержана гран-
том ЕС “Twinning on DNA Based Cancer Vaccines”
No. 692293 (2016–2018).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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EXPRESSION OF HIV-1 REVERSE TRANSCRIPTASE IN MURINE CANCER 
CELLS INCREASES MITOCHONDRIAL RESPIRATION

N. F. Zakirova1, A. S. Kondrashova2, *, M. V. Golikov1, O. N. Ivanova1, A. V. Ivanov1,
M. G. Isaguliants1, 3, 4, 5, and E. O. Bayurova2, 4
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Changes in metabolic pathways are often associated with the development of a wide range of pathologies. In-
creased glycolysis under conditions of sufficient tissue oxygen supply and its dissociation from the Krebs cy-
cle, known as aerobic glycolysis or the Warburg effect, which is a hallmark of many malignant neoplasms.
Identification of specific metabolic shifts can characterize the metabolic programming of individual types of
tumor cells, the stage of their transformation, and predict their metastatic potential. Viral infection can also
alter the metabolism of cells to support the process of viral replication. Infection with the human immuno-
deficiency virus type 1 (HIV-1) is associated with an increased incidence of various cancers, and for some vi-
ral proteins a direct oncogenic effect has been demonstrated. In particular, we have shown that the expression
of HIV-1 reverse transcriptase (RT) in 4T1 breast adenocarcinoma cells leads to an increase in the tumori-
genic and metastatic potential of cells in vitro and in vivo by a mechanism associated with the ability of RT to
induce reactive oxygen species (ROS) in cells. The aim of this work was to study the molecular mechanism of
this process, namely the effect of HIV-1 RT on the key metabolic pathways associated with tumor progres-
sion: glycolysis and mitochondrial respiration. Expression of HIV-1 RT had no effect on the glycolysis pro-
cess. At the same time, it led to an increase in mitochondrial respiration and the level of ATP synthesis in the
cell, while not affecting the availability of substrates, carbon donors for the Krebs cycle, which excludes the
effect of RT on the metabolic enzymes of cells. Increased mitochondrial respiration was associated with res-
toration of the mitochondrial network despite RT-induced reduction in mitochondrial mass. Increased mi-
tochondrial respiration may increase cell motility, which explains their increased tumorigenicity and meta-
static potential. These data are important for understanding the pathogenesis of HIV-1 infection, including
the stimulation of the formation and spread of HIV-1 associated malignancies.

Keywords: HIV-1, reverse transcriptase, breast adenocarcinoma cells, glycolysis, mitochondrial respiration,
metabolic enzymes, mitochondrial mass



<<
  /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


