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В ходе молекулярно-динамического исследования изучено влияние размера ячейки моделирования
на стабильность димеров и гексамеров лизоцима, образующихся в его растворе перед кристаллиза-
цией. Для этого было смоделировано поведение данных олигомеров в ячейках разного размера и
оценена их стабильность. Результаты показали, что увеличение ячейки моделирования не приводит
к уточнению результатов моделирования. Стабильность димера слабо зависела от размеров ячейки,
при этом гексамеры распались во всех рассматриваемых ячейках, что согласуется с данными мало-
углового рассеяния. Определено минимальное расстояние между белком и гранью ячейки (1 нм),
при котором результаты моделирования поведения олигомеров в кристаллизационных растворах
являются достоверными.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение свойств белковых кристаллов и про-

цессов кристаллизации белков является актуаль-
ной темой для разработки методов поиска усло-
вий кристаллизации, а также исследования раз-
личий структур белковых молекул в растворе и в
кристаллическом состоянии.

Одним из широко используемых методов ис-
следования свойств кристаллов белков и изуче-
ния процесса белковой кристаллизации является
молекулярная динамика (МД) [1–5]. Например,
МД-моделирование использовалось для воспро-
изведения процесса формирования белковых
кристаллов [6]. Несколько исследований по кри-
сталлизации белков с использованием методов
вычислительной биологии были сосредоточены
на анализе подвижности атомов молекул белка в
различных условиях [7, 8]. В [7] с целью изучения
стабильности кристаллов белка с помощью вы-
числительных методов было проанализировано
влияние зарядов аминокислотных остатков на
поверхности белка и концентрации ионов в кри-
сталлизационном растворе. Кроме того, метод
МД использовался для исследования свойств
белковых олигомеров, образующихся в растворах
перед кристаллизацией [8, 9].

Согласно [10–12] растворы некоторых белков
перед их кристаллизацией содержат белковые
олигомеры. Их структуры аналогичны тем, что
встречаются в кристаллах белка. С помощью ме-
тода малоуглового рентгеновского рассеяния
(МУРР) было установлено, что перед кристалли-
зацией лизоцима (в тетрагональной сингонии) в
его растворе образуются димеры и октамеры, при
этом тетрамеры и гексамеры отсутствовали [10].
Затем с помощью МД было определено, какой
именно тип октамера содержит кристаллизаци-
онный раствор лизоцима [9].

В [13] показано, что размер ячейки моделиро-
вания влияет на стабильность тетрамерной моле-
кулы гемоглобина человека в растворе. Однако
влияние размеров ячейки моделирования на ста-
бильность белковых олигомеров, образующихся в
растворе при кристаллизации белка, во время
МД-расчетов остается неизвестным. Чтобы опре-
делить, в какой степени размер ячейки влияет на
стабильность белковых олигомеров, в настоящей
работе провели МД-моделирование димера и гек-
самера лизоцима (являющихся фрагментами тет-
рагональной кристаллической структуры лизо-
цима) в ячейках разного размера.

УДК 541.6+544.1

САМООРГАНИЗУЮЩИЕСЯ 
СТРУКТУРЫ И НАНОСБОРКИ



292

РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 19  № 3  2024

КОРДОНСКАЯ и др.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все расчеты были выполнены с использовани-
ем программы AMBER версии 2019 [14]. МД-мо-
делирование проводили в силовом поле Amber
ff19SB [15], содержащем уточненные торсионные
потенциалы для некоторых групп атомов и спе-
цифичные параметры аминокислот. Каждый
олигомер помещали в центр кубической ячейки
моделирования. Ячейки моделирования задавали
таким образом, чтобы минимальное расстояние
между их гранями и атомами лизоцима составля-
ло 1, 1.5, 2, 2.5 и 3 нм. Каждая ячейка была запол-
нена четырехточечной (состоящей из двух атомов
водорода, одного атома кислорода и одного мни-
мого атома, имитирующего неподеленную элек-
тронную пару атома кислорода) моделью воды,
разработанной для использования методов сум-
мирования по Эвальду (TIP4P-Ew [16]). Посколь-
ку для кристаллизации лизоцима в его раствор
добавляют соль NaCl (так называемый осади-
тель), в ячейки моделирования вносили ионы
Na+ и Cl– с той же концентрацией (0.4 М). Общий
заряд каждой ячейки нейтрализовали путем до-
бавления незначительного количества ионов для
применения алгоритма PME при расчете дально-
действующих электростатических взаимодей-
ствий. Перед каждым запуском продуктивных
МД-вычислений энергию систем минимизирова-
ли методом наискорейшего спуска (1000 шагов) и
сопряженного градиента (2000). Затем каждую
ячейку с димером термостатировали в течение
100 пс с помощью термостата Ланжевена [17] с ча-
стотой коллизий γ = 2 пс–1 в течение 100 пс в NVT-
ансамбле. Для моделирования гексамера исполь-
зовали термостат слабой связи [18] с постоянной
времени τt = 1 пс в течение 500 пс в NVT-ансам-
бле. Затем димеры и гексамеры баростатировали
с использованием баростата Монте-Карло с τp =
= 1 пс [19] в NPT-ансамбле в течение 100 и 500 пс
соответственно.

Продуктивное МД-моделирование олигоме-
ров проводили в NPT-ансамбле с помощью баро-
стата Монте-Карло с τp = 1 пс и термостата Лан-
жевена с γ = 3 пс–1 (для димеров) или алгоритма
слабой связи с τt = 1 пс (для гексамеров). Инте-
грирование уравнений движения проводили с
шагом 2 фс, моделирование – с использованием
трехмерных периодических граничных условий.
Нековалентные взаимодействия учитывали толь-
ко для атомов, расположенных в радиусе 0.8 нм.
Дальнодействующие электростатические взаи-
модействия обрабатывали методом суммирова-
ния гладкой сетки частиц по Эвальду (PME) [20].
Длительность каждой посчитанной траектории
составила 1 мкс.

Для анализа результатов использовали коман-
ду cpptraj из пакета Ambertool [21]. Затем были
рассчитаны RMSF (среднеквадратичные флукту-
ации), RMSD (среднеквадратичные отклонения)
и Rg (радиус гирации) атомов Cα путем запуска
команд rmsf, rmsd и radgyr соответственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Из рис. 1 видно, что димеры и гексамеры в це-
лом стремятся к стабилизации с ростом размеров
ячейки. Как и следовало ожидать, абсолютные
значения RMSF для гексамеров выше (на 2 по-
рядка), чем для димеров.

Отклонения атомов димера практически не за-
висят от размеров ячейки, так как усредненные
значения RMSF его атомов варьируются в преде-
лах 0.1 Å. Напротив, разница между максималь-
ным и минимальным значениями RMSF гексаме-
ра приблизительно составляет 8 Å.

Рисунок 2 демонстрирует, что димер при уве-
личении ячейки стремится стать компактнее. Од-
нако в целом расстояние между белком и гранью
ячейки существенно не влияет на объем димера,
поскольку величины Rg варьируются незначи-

Рис. 1. Значения RMSF димеров (1) и гексамеров (2), усредненные по всем атомам Cα в зависимости от расстояния
между гранью ячейки и атомами белка.

0.064

0.062

0.060

0.058

0.056R
M

SF
 д

им
ер

а,
 н

м
 

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
1

R
M

SF
 г

ек
са

м
ер

а,
 н

м

3

5

7

9

Расстояние от олигомера белка до грани ячейки, нм

1 2



РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 19  № 3  2024

ВЛИЯНИЕ РАЗМЕРОВ ЯЧЕЙКИ МОДЕЛИРОВАНИЯ 293

тельно (в диапазоне 0.5% от абсолютного значе-
ния Rg). Учитывая, что радиус гирации гексамера,
выделенного из кристаллической структуры ли-
зоцима, равен 2.7 нм, его компактность наиболее
близка к исходной при расстояниях (между бел-
ком и ячейкой) 2, 2.5 и 3 нм. Для наименьших (1 и
1.5 нм) ячеек отклонения объема гексамера от
первоначального весьма существенны.

По данным МУРР [10] в кристаллизационном
растворе лизоцима образуются димеры белка, а
его гексамеры отсутствуют. Таким образом, ре-
зультаты моделирования димеров и гексамеров
согласуются с экспериментальными [10] незави-
симо от размеров ячейки, так как димеры в целом
стабильны (хотя и незначительно более гибкие в
небольших ячейках), а гексамеры распадаются
(как показал визуальный осмотр траекторий гек-
самеров) в ходе 1 мкс динамики во всех рассмат-
риваемых ячейках. Однако МД показала, что наи-
более заметные трансформации структуры гекса-
мера происходят, когда расстояния между белком
и гранью ячейки составляют 1 и 1.5 нм (рис. 1–2).
Следовательно, моделирование олигомеров белков
в относительно маленьких ячейках может привести
к более очевидным результатам и более быстрому
прогнозированию нестабильности олигомеров.

Данное явление можно объяснить тем, что не-
большие ячейки моделирования могут лучше вос-
производить реальные кристаллизационные усло-
вия белковых растворов, поскольку реальные
олигомеры находятся в окружении не только од-
ного раствора и ионов осадителя, но и других бел-
ковых молекул. Несмотря на то что начальная
концентрация лизоцима в капле с кристаллиза-
ционным раствором невысокая (40 мг/мл, [10]),
она постепенно увеличивается из-за испарения
воды. Кроме того, молекулы в растворе находятся в
постоянном движении, что увеличивает вероят-
ность столкновения и взаимодействия олигомеров
с другими молекулами белка. Поскольку в работе
применяли периодические граничные условия, в

относительно маленьких ячейках олигомеры “чув-
ствуют” свои виртуальные копии из соседних
ячеек, что точнее моделирует реальное окруже-
ние олигомеров в кристаллизационном растворе.
При этом чем меньше размер ячейки моделиро-
вания, тем меньше вычислительных ресурсов
(включая время) требуется для проведения расче-
тов методом МД. Для лизоцима выявлено, что для
адекватного моделирования его олигомеров в
кристаллизационном растворе минимальное рас-
стояние между атомами белка и гранью ячейки
должно составлять 1 нм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью метода молекулярной динамики
определены траектории движения димера и гек-
самера лизоцима в кристаллизационных раство-
рах (с осадителем NaCl) в ячейках моделирования
разного размера, в результате чего была выявлена
зависимость стабильности димера и гексамера ли-
зоцима от размера ячейки. Таким образом, разме-
ры ячейки на поведение димера лизоцима влияют
несущественно. Показано, что гексамеры лизоци-
ма распадаются на олигомеры меньшего порядка
независимо от размеров ячейки. Установлено, что
увеличение размеров ячейки при МД-моделиро-
вании белков олигомеров в кристаллизационных
растворах не приводит к более точным результа-
там (а возможно, даже немного ухудшает их каче-
ство).

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования (грант № 075-15-2021-1363, договор
№ 208 ЭП), а также в рамках выполнения госу-
дарственного задания НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”.

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния центра коллективного пользования “Комплекс
моделирования и обработки данных исследователь-

Рис. 2. Радиус инерции димеров (1) и гексамеров (2), усредненный за все моделируемое время (1 мкс) в зависимости
от расстояния между гранью ячейки и атомами белка.
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ских установок мега-класса” НИЦ “Курчатовский
институт”, http://ckp.nrcki.ru/.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Meinhold L., Smith J.C. // Proteins: Structure, Func-

tion, and Bioinformatics. 2007. V. 66. № 4. P. 941. 
https://doi.org/10.1002/PROT.21246

2. Meinhold L., Merzel F., Smith J.C. // Phys. Rev. Lett.
2007. V. 99. № 13. P. 138101. 
https://doi.org/10.1103/PHYSREV-
LETT.99.138101/FIGURES/4/MEDIUM

3. Cerutti D.S., Freddolino P.L., Duke R.E., Case D.A. //
J. Phys. Chem. B. 2010. V. 114. № 40. P. 12811. 
https://doi.org/10.1021/JP105813J

4. Cerutti D.S., Le Trong I., Stenkamp R.E., Lybrand T.P. //
Biochem. 2008. V. 47. № 46. P. 12065. 
https://doi.org/10.1021/BI800894U/SUPPL_FILE/
BI800894U_SI_001.PDF

5. Schnieders M.J., Fenn T.D., Pande V.S., Brunger A.T. //
Acta Cryst. D. 2009. V. 65. № 9. P. 952. 
https://doi.org/10.1107/S0907444909022707/DZ-
5164SUP2.PDF

6. Taudt A., Arnold A., Pleiss J. // Phys. Rev. E. 2015.
V. 91. № 3. P. 033311. 
https://doi.org/10.1103/PHYSREVE.91.033311/FIG-
URES/16/MEDIUM

7. Kuzmanic A., Zagrovic B. // Biophys J. 2014. V. 106.
№ 3. P. 677. 
https://doi.org/10.1016/J.BPJ.2013.12.022

8. Kordonskaya Y.V., Marchenkova M.A., Timofeev V.I.
et al. // J. Biomol. Struct. Dyn. 2021. V. 39. № 18.
P. 7223. 
https://doi.org/10.1080/07391102.2020.1803138

9. Kordonskaya Y.V., Timofeev V.I., Dyakova Y.A. et al. //
Crystallography Reports. 2018. V. 63. № 6. P. 947. 
https://doi.org/10.1134/S1063774518060196

10. Kovalchuk M.V., Blagov A.E., Dyakova Y.A. et al. //
Cryst. Growth Des. 2016. V. 16. № 4. P. 1792. 
https://doi.org/10.1021/acs.cgd.5b01662

11. Marchenkova M.A., Volkov V.V., Blagov A.E. et al. //
Crystallography Reports. 2016. V. 61. № 1. P. 5.
https://doi.org/10.1134/S1063774516010144

12. Boikova A.S., D’yakova Y.A., Il’ina K.B. et al. // Crys-
tallography Reports. 2017. V. 62. № 6. P. 876. 
https://doi.org/10.1134/S1063774517060074

13. El Hage K., Hédin F., Gupta P.K. et al. // Elife. 2018.
V. 7. P. e35560. 
https://doi.org/10.7554/ELIFE.35560

14. Case D.A., Cheatham T.E., Darden T. et al. // J. Com-
put. Chem. 2005. V. 26. P. 1668. 
https://doi.org/10.1002/jcc.20290

15. Tian C., Kasavajhala K., Belfon K.A.A. et al. // J. Chem.
Theory Comput. 2020. V. 16. № 1. P. 528. 
https://doi.org/10.1021/ACS.JCTC.9B00591/SUP-
PL_FILE/CT9B00591_SI_002.ZIP

16. Horn H.W., Swope W.C., Pitera J.W. et al. // J. Chem.
Phys. 2004. V. 120. № 20. P. 9665. 
https://doi.org/10.1063/1.1683075

17. Pastor R.W., Brooks B.R., Szabo A. // Mol. Phys. 1988.
V. 65. № 6. P. 1409. 
https://doi.org/10.1080/00268978800101881

18. Berendsen H.J.C., Postma J.P.M., Van Gunsteren W.F.
et al. // J. Chem. Phys. 1984. V. 81. № 8. P. 3684. 
https://doi.org/10.1063/1.448118

19. Åqvist J., Wennerström P., Nervall M. et al. // Chem.
Phys. Lett. 2004. V. 384. № 4. P. 288. 
https://doi.org/10.1016/J.CPLETT.2003.12.039

20. Essmann U., Perera L., Berkowitz M.L. et al. // J. Chem.
Phys. 1995. V. 103. P. 8577. 
https://doi.org/10.1063/1.470117

21. Roe D.R., Cheatham T.E. // J. Chem. Theory Comput.
2013. V. 9. № 7. P. 3084. 
https://doi.org/10.1021/CT400341P/SUPPL_FILE/
CT400341P_SI_001.PDF



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /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 true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


