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Представлены данные о том, что при изменении условий вегетации растений изменяются уровни
экспрессии генов, кодирующих карбоангидразы хлоропластов, а также карбоангидразная актив-
ность компартментов хлоропласта. Результаты экспериментов с мутантами по генам хлоропласт-
ных карбоангидраз свидетельствуют, что активность карбоангидраз хлоропластов определяет
характер изменений реакций фотосинтеза в ответ на изменения условий внешней среды. Предло-
жены возможные механизмы участия карбоангидраз в протекании светозависимых процессов в
хлоропласте. На основании полученных результатов высказана гипотеза о взаимосвязанном функ-
ционировании карбоангидраз в хлоропластах.
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Взаимопревращение форм неорганического
углерода – углекислого газа (СО2) и бикарбоната
(НСО3

–) – играет важную роль при осуществле-
нии очень многих биологических процессов как в
животных, так и в растениях. В растениях ско-
рость этого взаимопревращения может ограни-
чить фиксацию СО2 и включение его молекул в
органические соединения, т.е. ограничить про-
дуктивный фотосинтез, являющийся основой не
только питания и жизни растений, но и важней-
шим биосферным процессом. Реакции превра-
щения углекислого газа в бикарбонат и бикарбо-
ната в углекислый газ в живых организмах ката-
лизируют ферменты карбоангидразы (карбонат
гидролиазы, EC 4.2.1.1). Карбоангидразы (КА)
способны значительно ускорить протекание ре-
акций гидратации СО2 и дегидратации НСО3

–: 

CO2(р) + Н2О ↔ Н2СО3 ↔НСО3
− + Н+,

где CO2(р) – растворенный углекислый газ.
Н2СО3 – угольная кислота, нестойкое соедине-
ние, легко распадающееся на СО2 и воду, поэтому
ее часто не включают в уравнения этих реакций;
Н2СО3 в водных растворах диссоциирует в соот-
ветствии с рК1, равным 6.35. КА значительно уве-
личивают константы скорости обеих реакций: kcat
может быть в тысячи раз выше, чем константа
спонтанной, некатализируемой реакции, причем
в большей степени увеличивается константа ско-
рости реакции гидратации.

КА, обнаруженные к настоящему времени,
ученые разделяют на восемь семейств, и считает-
ся, что они возникали в процессе эволюции жи-
вых организмов независимо друг от друга [1, 2].
Семейства обозначаются буквами греческого ал-
фавита. КА девятого семейства, ε-КА, обнару-
женные у цианобактерий, в настоящее время
признаны сильно модифицированными β-КА [3].
В высших растениях найдены представители трех
семейств, α, β, и γ [1]. КА присутствуют во всех
клеточных организмах на Земле и могут иметь
разные первичную, третичную и четвертичную
структуру, различаться организацией активного
центра, но подавляющее большинство этих фер-

Сокращения: КА – карбоангидраза, ФЭТЦ – фотосинтети-
ческая электрон-транспортная цепь, ФАР – фотосинтети-
чески активная радиация, ФСI – фотосистема 1, ФСII –
фотосистема 2, НФХТ – нефотохимическое тушение флу-
оресценции хлорофилла a, Рубиско – рибулозо-1,5-бис-
фосфаткарбоксилаза/оксигеназа. 
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ментов катализирует одну и ту же реакцию, ис-
пользуя сходные механизмы [4]. Исключением
являются некоторые представители КА, так на-
зываемого ι-семейства, которые не содержат
ионов металлов в активном центре и, как было
предположено [5], депротонирование воды в ак-
тивном центре опосредуют остатки аминокислот
гидрофобного кармана активного центра. Кроме
того, представители этого семейства, по-видимо-
му, не катализируют реакцию обратимой дегид-
ратации бикарбоната, так же как и представители
β-КА бактериального типа [6] и некоторые θ-КА
[7, 8].

В листьях высших растений КА функциониру-
ют на всем пути неорганического углерода из воз-
душной среды к центрам карбоксилирования, т.е.
к местам, где молекулы СО2 включаются в состав
органических соединений. Они были обнаруже-
ны в плазмалемме, в цитоплазме, в оболочке и
строме хлоропласта, а также в тилакоидах хлоро-
пласта, в которых сосредоточены пигментный
аппарат фотосинтеза и фотосинтетическая элек-
трон-транспортная цепь (ФЭТЦ). На всех этапах
этого пути КА обеспечивают или перевод моле-
кул СО2 в молекулы НСО3

–, диффундирующие в
водной фазе, или молекул НСО3

– в молекулы
СО2. В обоих случаях преобразование осуществ-
ляется в ту форму неорганического углерода, ко-
торая необходима в данном месте в данное время.
По мнению авторов статьи, одна из важных
функций КА – обеспечивать быстрое взаимопре-
вращение форм неорганического углерода бикар-
бонатного буфера для создания необходимой в
том или ином компартменте реакции среды (рН)
для обеспечения оптимальной скорости протека-
ющих там биохимических реакций, а также в по-
даче или отводе протонов, участвующих в этих
реакциях.

В хлоропластах, органеллах клетки, в которых
осуществляется фотосинтез, обнаружены КА,
принадлежащие двум семействам, α и β. Соглас-
но литературным данным, в хлоропластах нахо-
дится четыре КА α-семейства: α-КА1, α-КА2,
α-КА4, и α-КА5, три формы β-КА1: β-КА1.1,
β-КА1.2 и β-КА1.3, а также β-КА5 [9, 10]. В работе
будут, в основном, описаны результаты исследо-
ваний, проведенных в лаборатории фотосинтети-
ческого электронного транспорта Института
фундаментальных проблем биологии РАН, кото-
рые были представлены на X Съезде Российского
фотобиологического общества. Многолетние ис-
следования лаборатории привели к обнаруже-
нию, в частности, КА в люмене тилакоидов выс-
ших растений, гороха, шпината и арабидопсиса
[11, 12] и установлению расположения ряда КА в
компартментах хлоропласта [13–15]. Ниже будут
описаны результаты, свидетельствующие о том,

что КА хлоропластов могут быть участниками
адаптационных перестроек фотосинтетических
реакций при изменении условий вегетации расте-
ний, а также представлены гипотезы о роли КА в
процессах, протекающих в тилакоидных мем-
бранах.

РЕАКЦИИ КАРБОАНГИДРАЗ 
ХЛОРОПЛАСТОВ НА ИЗМЕНЕНИЕ 

ВНЕШНИХ УСЛОВИЙ
Участие КА хлоропластов в адаптационных

изменениях фотосинтетических реакций могло,
вероятно, отразиться в изменении их содержания
при переносе растений в новые условия вегета-
ции. Неоднозначные и противоречивые данные
были получены в ходе многочисленных исследо-
ваний по определению изменений КА-активно-
сти или интенсивности экспрессии генов βка1,
βка2 и βка4, в растениях различных видов, в зави-
симости от воздействия таких факторов, как засу-
ха, засоление, холодовой стресс и других. Резуль-
таты этих исследований описаны в обзорах [16,
17].

Нами было проведено обширное исследова-
ние изменения интенсивности экспрессии генов
КА в ответ на изменения освещенности растений
в условиях различной длины светового дня [18].
Исследования проводили с растениями Arabidop-
sis thaliana вследствие возможности получения
многочисленных мутантов этого растения по це-
левым генам, кодирующим белки интереса. Усло-
вия «длинного» дня, 16 ч день/8 ч ночь, близки к
природным, а условия «короткого дня», 8 ч
день/16 ч ночь, искусственно создаваемые в кли-
матических камерах, обычно используются для
изучения долговременной адаптации растений к
тому или иному внешнему фактору, поскольку
позволяют поддерживать арабидопсис в вегета-
тивном состоянии в течение нескольких недель.
Арабидопсис – тенелюбивое растение, и для него
оптимальна интенсивность света около 70–
150 мкмоль квантов ФАР м−2 с−1 (ФАР – фото-
синтетически активная радиация) [19]; интенсив-
ности света при выращивании, 80 мкмоль
квантов ФАР м−2 с−1 и 400 мкмоль квантов
ФАР м−2 с−1, обозначали как низкий свет и высо-
кий свет соответственно. 

В растениях и «короткого», и «длинного» дня
увеличение освещенности приводит к интенси-
фикации фотосинтеза листьев. При этом разная
длительность протекания фотосинтеза в течение
суток может предъявлять разные требования к
организации фотосинтетического аппарата
вследствие более длительного поступления свето-
вой энергии, более длительного функционирова-
ния систем синтеза и транспорта метаболитов в
хлоропластах, большей продукции в них всех ак-
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тивных форм кислорода, которые на свету имен-
но в хлоропластах образуются с высокой скоро-
стью. При переносе растений с низкого на высо-
кий свет заметно изменялись морфологические и
функциональные характеристики, соответствую-
щие обнаруженным ранее акклимационным из-
менениям высших растений к повышенной осве-
щённости [20, 21]. В течение 14 суток для расте-
ний «короткого» дня и 5 суток для растений
«длинного» дня происходило заметное уменьше-
ние содержания в листьях белков светособираю-
щего комплекса фотосистемы II (ФСII) – Lhcb1,
Lhcb2, Lhcb3 и Lhcb6 [18]. Эффективный кванто-
вый выход ФСII становился ниже в растениях на
высоком свету, чем в растениях на низком свету,
а нефотохимическое тушение флуоресценции
хлорофилла a (НФХТ) возрастало. Эта характери-
стика флуоресценции хлорофилла отражает про-
цесс, который защищает фотосинтетический ап-
парат от фотоингибирования, т.е. уменьшения
эффективности его работы при поступлении
квантов света в количестве большем, чем может
быть использовано в ФЭТЦ. Было обнаружено
[18], что разница в НФХТ на свету разной интен-
сивности обусловлена теми процессами, которые
характеризует быстро релаксирующий компо-
нент НФХТ, зависящий от протонирования бел-
ка PsbS [22]. Этот компонент обусловлен релакса-
цией так называемого энергозависимого тушения
флуоресценции, зависящего от накопления про-
тонов в люмене тилакоидов, и отражает диссипа-
цию энергии света, прежде всего, в тепло. В на-
ших экспериментах в растениях «короткого» дня
увеличение освещенности приводило к более
значительному относительному увеличению это-
го компонента, чем в растениях «длинного» дня,
что указывает на различия во влиянии интенсив-
ности света на развитие НФХТ при разной про-
должительности дня. 

В описанных экспериментах адаптация расте-
ний к повышенной интенсивности света приво-
дила к изменению уровней экспрессии генов КА
хлоропластов, причем эти изменения для ряда ге-
нов зависели от длины фотопериода при выращи-
вании. В растениях «короткого» дня уровень экс-
прессии большинства генов КА хлоропластов че-
рез 2 недели адаптации к высокому свету был
выше, чем на низком свету [18]. Сравнение уров-
ней экспрессии генов стромальных КА выявляло
различия между этими КА в адаптации к высокой
освещенности только в условиях «длинного» дня.
Уровень экспрессии гена тилакоидной КА,
α-КА4, в условиях «короткого» дня после началь-
ного падения на высоком свету увеличивался и
через 14 суток становился в 2 раза выше, чем на
низком свету. В условиях «длинного» дня содер-
жание транскриптов этого гена на высоком свету
уже через 5 суток становилось в 16 раз выше, чем
на низком свету. Такое поведение согласуется с

описанной ниже функцией этой КА в развитии
энергозависимой части НФХТ, защищающей
фотосинтетический аппарат от фотоингибирова-
ния, вероятность которого возрастает на высоком
свету, о чем свидетельствует более высокий ком-
понент НФХТ, характеризующий развитие фото-
ингибирования, на этом свету. Изменение уровня
экспрессии гена другой тилакоидной КА, α-КА2,
в условиях «короткого» дня походило на измене-
ние уровня экспрессии гена α-КА4, но в случае α-
КА2 возрастание уровня экспрессии ее гена на
высоком свету было существенно больше. Одна-
ко в условиях «длинного» дня не происходило
возрастание уровня экспрессии гена α-КА2 на
высоком свету. 

Содержание СО2 в воздушной фазе также вли-
яло на КА хлоропластов. Было обнаружено, что в
зависимости от этого фактора среды изменялась
КА-активность компартментов хлоропластов в
листьях арабидопсиса [23]. КА-активности пре-
паратов стромы и тилакоидов хлоропластов, а
также уровни экспрессии генов, кодирующих
α-КА1, α-КА2, β-КА1 и β-КА5 были измерены в
листьях растений, акклиматизированных к раз-
личному содержанию CO2 в воздухе: низкому
(150 ppm), нормальному (450 ppm) и высокому
(1200 ppm). Было обнаружено, что КА-актив-
ность стромы и тилакоидов, измеренная после
двух недель акклиматизации, была тем выше, чем
ниже концентрация CO2 в воздухе. Этому пред-
шествовало повышение уровней экспрессии ге-
нов, кодирующих хлоропластные (КА, β-КА5) и
стромальные формы β-КА1 (β-КА1.1 и β-КА1.2)
через одни-двое суток после начала акклимации
растений. Зависимость от содержания CO2 в воз-
духе была наиболее заметна для КА-активности
стромы – она была на два порядка выше в расте-
ниях, акклиматизированных к низкому содержа-
нию CO2, чем в высокому. КА-активность тила-
коидных мембран также была выше в растениях,
акклиматизированных к низкому СО2, однако в
этих растениях не наблюдали значительного по-
вышения уровней экспрессии генов, кодирую-
щих карбоангидразы α-КА2 и α-КА4, располо-
женные в тилакоидных мембранах.

Более значительные изменения уровней экс-
прессии генов КА хлоропластов были выявлены в
более молодых растениях, возрастом 26 суток
[23], чем в обычно исследуемых 50-60-суточных
растениях. В молодых растениях уменьшенное
содержаниe СО2 в воздухе в течение двух недель
приводило к небольшому возрастанию экспрес-
сии гена КА α-КА1, возрастанию в 1.5–2.0 раза
экспрессии генов КА α-КА2 и β-КА5, возраста-
нию в 9 раз экспрессии генов КА β-КА1.1 и
β-КА1.2. Только уровень экспрессии гена, коди-
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рующего α-КА4, уменьшался почти в 2 раза при
адаптации к низкому содержанию СО2 в воздухе. 

Таким образом, изменение уровней экспрес-
сии генов хлоропластных КА происходило раз-
личным образом при изменении условий вегета-
ции, и это отражалось в изменении КА-активно-
сти компартментов хлоропласта. Эти результаты
свидетельствуют о том, что активность КА в про-
цессах, в которых они участвуют, зависит от усло-
вий окружающей среды.

ВЛИЯНИЕ ОТСУТСТВИЯ 
ХЛОРОПЛАСТНЫХ КАРБОАНГИДРАЗ 

НА ИЗМЕНЕНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ 
ХАРАКТЕРИСТИК ПРИ ИЗМЕНЕНИИ 

ВНЕШНИХ УСЛОВИЙ

Изменения уровней экспрессии генов хлоро-
пластных КА в зависимости от условий среды, од-
нако, еще не свидетельствуют об их возможном
участии в адаптационных механизмах растений,
поскольку такого рода изменения происходят для
многих ферментов при изменении условий окру-
жающей среды. Чтобы обнаружить возможное
участие хлоропластных КА в адаптационных ме-
ханизмах, было проведено сравнение изменений
при изменении условий выращивания характери-
стик фотосинтеза в растениях дикого типа и в
растениях с нокаутом хлоропластных КА. Было
обнаружено, что выключение синтеза отдельных
КА, а именно, тилакоидной α-КА4, а также стро-
мальных КА, α-КА1 и β-КА1, приводило к тому,
что изменения характеристик растений, связан-
ных с протеканием фотосинтеза, а именно, изме-
нения в пигментном аппарате фотосинтеза и
функционировании ФЭТЦ, различались в расте-
ниях дикого типа и мутантах при переходе к но-
вым условиям.

Одним из важных маркеров окислительного
стресса в растениях, состояния, возникновению
которого в последние годы уделяется повышен-
ное внимание, служит накопление в растениях
пероксида водорода, Н2О2. Окислительный
стресс часто возникает при увеличении освещен-
ности растений. Его развитие, в значительной
степени, связано с дисбалансом между повышен-
ным образованием Н2О2 при увеличении скоро-
сти восстановления кислорода в ФЭТЦ и воз-
можностью дезактивации этой активной формы
кислорода в строме хлоропласта. Мы нашли, что
на низком свету (50 мкмоль квантов ФАР м–2с–1)
накопление Н2О2 в листьях растений араби-
допсиса дикого типа и мутантов с нокаутом генов
стромальных КА, α-КА1 или β-КА1 было незна-
чительно выше в мутантах по обеим КА. При вы-
сокой интенсивности света (400 мкмоль квантов
ФАР м–2с–1) его содержание в растениях дикого

типа не изменялось, но в мутантах становилось в
три раза меньше (данные не опубликованы). Та-
ким образом, увеличение интенсивности света
по-разному повлияло на накопление Н2О2 в рас-
тениях дикого типа и в мутантах по этим КА.

Подробно были изучены различия в измене-
ниях в пигментном аппарате фотосинтеза и в
функционировании ФЭТЦ в растениях дикого
типа и нокаутного мутанта по тилакоидной α-
КА4 при изменении освещенности [24, 25]. Ока-
залось, что НФХТ, которое было близким в расте-
ниях дикого типа и мутантах при низкой интен-
сивности света, при увеличении интенсивности
света возрастало более значительно в растениях
дикого типа, чем в растениях мутантов по α-КА4.
Было установлено, что это происходило вслед-
ствие большего возрастания в растениях дикого
типа, чем в мутантах, компонента НФХТ, связан-
ного со степенью протонирования белка PsbS [24,
26], особенно в растениях, выращенных при вы-
сокой освещенности [24]. При этом в листьях му-
тантов по α-КА4 содержание белка PsbS на низ-
ком свету было выше на 20%, чем в растениях ди-
кого типа, а на высоком свету становилось вдвое
выше [25]. 

Параметр НФХТ, отражающий фотоингиби-
рование, в растениях мутантов по α-КА4 был, на-
против, выше, чем в растениях дикого типа [24],
что сопровождалось уменьшением содержания
корового белка ФСII, D1 [25], который, как из-
вестно, характеризуется высокими скоростями
светозависимого синтеза и деградации [27]. Кро-
ме того, в растениях, нокаутированных по α-КА4,
при увеличении освещенности наблюдалось бо-
лее значительное уменьшение содержания глав-
ных антенных белков, Lhcb1 и Lhcb2, чем в расте-
ниях дикого типа. Такое уменьшение общего ко-
личества белков Lhcb1 и Lhcb2 приводило и к
снижению в этих мутантах содержания их фосфо-
рилированных форм, образующихся вследствие
активации киназы STN7, расположенной в тила-
коидах. Именно фосфорилированные формы
этих белков участвуют в перемещении части све-
тособирающей антенны от ФСII к фотосистеме 1
(ФСI), т.е. участвуют в одной из фаз, так называ-
емых изменений состояния (state transitions), ещe
одного механизма, приводящего к увеличению
НФХТ [28, 29]. В мутантах по α-КА4, выращен-
ных как на низком, так и на высоком свете, дан-
ная фаза была меньше, чем в растениях дикого
типа [25], несмотря на существенное, двукратное
увеличение содержания киназы STN7 в этих му-
тантах, по сравнению с диким типом.

Описанное снижение НФХТ компенсирова-
лось также увеличением в мутантах по α-КА4, по
сравнению с диким типом, параметра НФХТ, от-
ражающего степень деэпоксидации пигментов
виолаксантинового цикла; это отличие было наи-
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более выраженным в условиях высокого света
[24]. При этом в таких мутантах, выращенных на
высоком свету, содержание соответствующих
пигментов и степень их деэпоксидации были на
20–30% больше, чем в растениях дикого типа в
тех же условиях [25].

Таким образом, описанное влияние нокаута
гена тилакоидной КА, α-КА4, и нокаутов генов
стромальных КА на изменение характеристик
фотосинтеза свидетельствует, что в присутствии
этих хлоропластных КА пути адаптации к новым
условиям функционируют в растениях иначе, чем
в их отсутствие.

ФУНКЦИИ ТИЛАКОИДНЫХ 
КАРБОАНГИДРАЗ

Очевидно, что влиять на приспособление тех
или иных фотосинтетических реакций к протека-
нию в измененных условиях среды КА могут в
том случае, если катализ реакций взаимопревра-
щения СО2 и бикарбоната существенен для про-
текания этих реакций. С использованием нокаут-
ных мутантов по отдельным КА нами были выяв-
лены характеристики фотосинтеза, которые
зависят от наличия этих КА. Также исследования
с этими мутантами позволили предположить, в
каких процессах, важных для протекания фото-
синтеза и защиты его аппарата, они участвуют.

α-КА4. Учитывая, что в мутантах, создаваемых
с помощью Т-ДНК инсерционного мутагенеза,
возможно возникновение функциональных из-
менений, не связанных с нокаутом целевого гена,
нами был создан нокаутный мутант по гену, ко-
дирующему α-КА4, методом геномного редакти-
рования CRISPR/Cas9 [30]. Исследование этого
мутанта подтвердило обнаруженные в наших
предыдущих работах с инсерционными мутанта-

ми изменения характеристик фотосинтетическо-
го аппарата растений арабидопсиса, вызываемые
отсутствием этой КА. Помимо указанных выше
изменений в НФХТ и квантовом выходе ФСII,
было подтверждено, что в этих мутантах уровень
синтеза крахмала в световой период, а также уро-
вень деградации крахмала в темновой период зна-
чительно выше, чем в растениях дикого типа. 

Также было подтверждено и различие в харак-
тере изменения экспрессии генов, кодирующих
все белки светособирающих антенн ФСII. Осо-
бенно важно, что в мутантах, как полученных с
использованием CRISPR/Cas9, так и в инсерци-
онных, происходит значительно большее, чем в
растениях дикого типа, увеличение экспрессии
гена, кодирующего белок PsbS, что коррелирует с
описанным выше увеличением содержания белка
PsbS [25]. Этот белок, расположенный в контакте
с антенной ФСII, в высших растениях играет
ключевую роль в инициировании и развитии
энергозависимого НФХТ [22]. Такое «замещаю-
щее» увеличение потенциальной продукции это-
го белка в отсутствие α-КА4, когда уменьшается
энергозависимое НФХТ [24], указывает на нали-
чие in vivo прямой связи функционирования
α-КА4 с функцией белка PsbS. Можно предполо-
жить, что α-КА4 участвует в этом процессе как
поставщик протонов, освобождающихся при гид-
ратации СО2 в катализируемой ею реакции. Ис-
пользуя целый ряд экспериментальных подходов,
мы показали, что α-КА4 расположена в граналь-
ных тилакоидных мембранах на люменальной
стороне этих мембран вблизи ФСII [13]. С учетом
такого расположения этой КА и наблюдаемых
эффектов ее отсутствия нами предложена модель
её функционирования в тилакоидах хлоропла-
стов (рис. 1). При включении света протоны во-
ды, освобождающиеся при ее окислении на до-
норной стороне ФСII, вступают в реакцию с
бикарбонатом, связанным с тилакоидной мем-
браной (где его концентрация в расчете на объем
мембраны составляет 0.15–0.20 М [31]), что при-
водит к резкому увеличению концентрации СО2.
Такое увеличение стимулирует гидратазную реак-
цию с участием карбоангидразы α-КА4, и прото-
ны, получающиеся в результате этой реакции, по-
ступают от КА к белку PsbS, претерпевающему в
результате этого конформационные изменения
[22], передающиеся светособирающей антенне, в
которой усиливается диссипация энергии в теп-
ло, что отражается в увеличении НФХТ. По-
скольку НФХТ развивается в светособирающей
антенне, становится понятным, почему в мутанте
происходят изменения в экспрессии генов и со-
держании белков светособирающей антенны (см.
выше).

При сравнении растений дикого типа и мутан-
тов по α-КА4 был также исследован важный ас-

Рис. 1. Гипотетическая модель функционирования
карбоангидразы α-КА4 в тилакоидах. PsbS – белок,
связанный с фотосистемой II, регулирующий вели-
чину нефотохимического тушения флуоресценции
хлорофилла, LHCII – антенный светособирающий
комплекс фотосистемы II, ФС II – фотосистема II,
ВОК – водоокисляющий комплекс. 
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пект проблемы приспособления растений к но-
вым условиям среды, а именно, влияние отсут-
ствия этой КА на гормональный статус растений.
Молекулы гормонов растений, абсцизовой, жас-
моновой и салициловой кислот, активируют кас-
кады реакций, приводящих, в том числе, к изме-
нению интенсивности транскрипции так называ-
емых «маркерных» генов, участвующих в
передаче сигналов о стрессе и в развитии приоб-
ретаемой системной резистентности к новым
условиям [32]. Нокаут α-КА4 повлиял не только
на уровень экспрессии генов, кодирующих все
белки светособирающей антенны ФСII, но и ге-
нов белков, активируемых иммунными сигнала-
ми растений: генов, индуцируемых салициловой
кислотой (At1g64280 (npr1) и At1g74710 (icsI)), и ге-
нов, индуцируемых жасмоновой кислотой
(At1g17420 (lox3) и At5g42650 (aos)) [30]. Возмож-
но, сигналом к указанному изменению интенсив-
ности экспрессии генов, кодирующих белки
ФСII, являются именно изменения уровня моле-
кул, участвующих во внутриклеточной и межкле-
точной передаче сигналов. Оказалось, что в обыч-
ных условиях вегетации арабидопсиса, т.е. при
коротком дне и невысокой освещенности, уров-
ни экспрессии генов, зависящие от содержания
салициловой кислоты, были ниже в мутантах, то-
гда как уровень экспрессии генов, зависящих от
содержания жасмоновой кислоты, был выше в
этих мутантах, чем в растениях дикого типа [30].
Похоже, что в мутантах путь системной приобре-
тенной резистентности, индуцируемый жасмо-
новой кислотой, активируется, в то время как
путь, индуцируемый салициловой кислотой, ко-
торый является антагонистом первого, подавля-
ется. Обнаруженное влияние отсутствия α-КА4
на гормональный статус растений, очевидно,
должно заметно сказываться в различиях, возни-
кающих при адаптации таких мутантов и расте-
ний дикого типа к новым условиям среды.

α-КА2. Исследование мутантных растений
арабидопсиса, в которых была подавлена экс-
прессия гена, кодирующего α-КА2 [15, 26], пока-
зало, что эффективные квантовые выходы как
ФСII, так и ФСI были в них выше, а степень вос-
становления пула пластохинона ниже, чем в рас-
тениях дикого типа, при том что содержание ре-
акционных центров обеих фотосистем было оди-
наковым. Измерения электрохромного сдвига
поглощения каротиноидов показали, что светоза-
висимый градиент рН через тилакоидную мем-
брану (ΔpH) был ниже в листьях растений мутан-
тов. Содержание крахмала в листьях, как инте-
гральный показатель фотосинтеза, в мутантах
было ниже, чем в растениях дикого типа. 

Величина НФХТ в мутантах была ниже, чем в
растениях дикого типа в начале освещения, но
становилась слегка выше при достижении стаци-
онарного состояния [15]. Указанные выше свой-

ства нокаутного мутанта по α-КА2, в частности,
более низкая величина ΔpH и более высокий
квантовый выход ФСII, чем в растениях дикого
типа, и изменения НФХТ в зависимости от вре-
мени освещения оказались очень похожи на
свойства растений арабидопсиса с увеличенной
продукцией мутированного трансмембранного
K+/H+ антипортера, KEA3, имеющего точечную
мутацию в трансмембранном домене, DPGRox,
которая приводила к увеличенной протонной
проводимости тилакоидной мембраны в данном
мутанте [33]. На основании выявленных в мутан-
те по α-КА2 изменений процессов, протекающих
в ФЭТЦ и тилакоидной мембране, и с учетом ука-
занного сходства свойств этого мутанта со свой-
ствами мутанта DPGRox было высказано предпо-
ложение о [15] структурно-функциональной свя-
зи α-КА2 с каналом, регулирующим утечку
протонов через тилакоидную мембрану. Предпо-
ложение о связи КА с ионным каналом не не-
обычно, так как показано, что в животных тканях
КА участвуют в передаче протонов и/или бикар-
боната ион-транспортным системам в клеточных
мембранах [34]. Для объяснения полученных ре-
зультатов важно то, что бикарбонат, субстрат КA,
является преобладающей формой неорганиче-
ского углерода в строме на свету. При освещении
растений величина рН в строме повышается от 7.0
до 7.7–8.0, и при величине рН 8.0 в равновесии с
воздухом, содержащим 400 ppm (0.04%) СО2,
концентрация этого газа в водной фазе равна
15.5 мкМ, а концентрация НСО3

– – примерно
700 мкМ. В случае тесной ассоциации α-КА2 с
ионным каналом эта КA, катализирующая дегид-
ратацию бикарбоната в реакции с протонами,
может использовать протоны, поступающие из
люмена через ионный канал, действуя как своего
рода регулирующий клапан, причем предвари-
тельные результаты предполагают, что α-КА2
расположена на стромальной стороне тилакоид-
ных мембран (рис. 2). В отсутствие α-КА2 нор-
мальное функционирование ионного канала на-
рушено, и поток протонов становится неконтро-
лируемым, и, судя по полученным данным,
возрастает. Именно более низкая величина ΔpH
объясняет и большие величины квантовых выхо-
дов фотосистем, и более низкую степень восста-
новления пула пластохинона.

Таким образом, функционирование α-КА2 не-
посредственно связано с биоэнергетикой хлоро-
пластов, в которых энерготрансформирующими
(сопрягающими) мембранами служат мембраны
тилакоидов. Можно указать еще на одно след-
ствие из предложенной модели функционирова-
ния α-КА2, а именно, увеличение в ее присут-
ствии скорости трансформации бикарбоната в
СО2 в строме вследствие того, что скорость реак-
ции дегидратации бикарбоната с участием КА на
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много порядков выше скорости спонтанной ре-
акции, которая может происходить при выходе
протонов из люмена в строму, не контролируе-
мом КА. СО2 служит субстратом рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы/оксигеназы (Рубиско),
ключевого фермента фотосинтеза, расположен-
ного в строме хлоропласта и катализирующего
соединение молекул СО2 с молекулой рибу-
лозобисфосфата, т.е. реакцию включения неорга-
нического углерода в органическое соединение.
Нами было найдено, что в мутантах по α-КА2
скорость фиксации СО2 ниже, чем в растениях
дикого типа (данные не опубликованы).

α-КА5. Роль α-КА5 в хлоропластах выявлялась
постепенно. Сначала нами была обнаружена КА-
активность в стромальных тилакоидных мембра-
нах, выделенных как из листьев гороха [35], так и
из листьев арабидопсиса [36]. Свойства этой ак-
тивности отличались от свойств КА-активности
гранальных тилакоидных мембран. Позднее мы
установили, что известный еще с начала 60-х го-
дов прошлого века эффект увеличения скорости
фотофосфорилирования при добавке бикарбона-
та в суспензию изолированных тилакоидов, кото-
рый наблюдали в тилакоидах шпината [37], овса
[38] и гороха [39], зависит от функциональной ак-
тивности некой КА [39]. При этом добавки анио-
нов других слабых кислот (ацетата, фумарата или
сульфита) не стимулировали фотофосфорилиро-
вание. Было показано, что мафенид, водораство-
римый ингибитор карбоангидраз, подавлял сти-
муляцию при добавке бикарбоната; в отсутствие
бикарбоната мафенид практически не влиял на
скорость фотофосфорилирования. Было обнару-
жено также заметное подавление сопряженного
электронного транспорта в условиях, когда би-
карбонат стимулировал фотофосфорилирование.
Мафенид заметно ингибировал КА-активность
тилакоидов, хотя и не полностью, что могло сви-
детельствовать о том, что не все КА, находящиеся
в тилакоидах, ответственны за эту стимуляцию. 

В тилакоидах, изолированных из листьев ара-
бидопсиса дикого типа, так же как и в тилакоидах
гороха, наблюдали увеличениe скорости фото-
фосфорилирования при введении бикарбоната в
суспензию [14]. Мафенид также не подавлял фо-
тофосфорилирование в отсутствие бикарбоната,
но полностью ликвидировал стимуляцию бикар-
бонатом. Бикарбонат не влиял на скорости ба-
зального и разобщенного транспортов электро-
нов в опытах с метилвиологеном как акцептором
электронов, но, как и в опытах с тилакоидами го-
роха, частично подавлял электронный транспорт
в присутствии АДФ и неорганического фосфата,
т.е. в условиях фосфорилирования. Поскольку
стимуляция фотофосфорилирования, как прави-
ло, сопровождается увеличением скорости элек-
тронного транспорта, последние эффекты указы-
вали на дополнительный процесс стимуляции
фотофосфорилирования в присутствии бикарбо-
ната, не связанный с электронным транспортом
по ФЭТЦ.

В отличие от стимуляции при добавке бикар-
боната к тилакоидам растений дикого типа, такая
добавка не изменяла скорость фотофосфорили-
рования в тилакоидах, изолированных из листьев
мутантов, в которых с помощью нокаутной мута-
ции был заблокирован синтез α-КА5, т.е. присут-
ствие этой карбоангидразы было необходимо для
осуществления указанной стимуляции [14]. 

С использованием масс-спектрометрического
анализа, нами было установлено [14], что α-КА5
расположена в стромальных тилакоидных мем-
бранах. Отметим, что практически все комплексы
АТФ-синтазы в тилакоидах сосредоточены в
стромальных мембранах. Учитывая свойства ма-
фенида, прежде всего его гидрофильность, мож-
но было заключить, что КА, ответственная за
ускорение фотофосфорилирования в присут-
ствии бикарбоната, вероятнее всего, расположе-
на в тилакоидной мембране на ее стромальной
поверхности, которая в выделенных тилакоидах

Рис. 2. Гипотетическая модель функционирования карбоангидразы α-КА2 в тилакоидах. ДТ – дикий тип, α-КА2-KO –
мутант с нокаутированным геном карбоангидразы α-КА2.
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обращена в среду [39]. Наличие так расположен-
ной КА в тилакоидах следовало также из того, что
КА-активность стромальных тилакоидов сход-
ным образом ингибировалась хорошо проникаю-
щим в мембрану ингибитором КА этоксизолами-
дом и плохо проникающим в мембрану ацетазо-
ламидом [35]. 

Чтобы объяснить роль КА в стимуляции фото-
фосфорилирования при введении бикарбоната в
суспензию тилакоидов, мы предполагаем, что
ускорение фотофосфорилирования может быть
следствием возрастания скорости преобразова-
ния бикарбоната в СО2 в реакции дегидратации,
катализируемой мембраносвязанной α-КА5. Ос-
новной барьер для СО2 молекул при пересечении
липидных мембран – это неперемешиваемые
примембранные слои, тогда как сами мембраны
легко проницаемы [40]. Поэтому часть молекул
СО2, появившихся в приповерхностных слоях ти-
лакоидной мембраны вследствие активности α-
КА5, может легко диффундировать в тилакоид-
ный люмен. В люмене эти молекулы могут гидра-
тироваться с участием люменальной КА с осво-
бождением протона. Увеличение концентрации
протонов в люмене в результате этого процесса
может привести к увеличению ΔрН и увеличению
продукции АТФ (рис. 3). Стимулирование скоро-
сти синтеза АТФ при увеличении ΔрН хорошо из-
вестно [41, 42].

Гидратация СО2 в люмене должна полнее про-
исходить в фосфорилирующих условиях, по-
скольку концентрация протонов там уменьшена
вследствие их выхода в среду через АТФ-синтазу –

рН в люмене в этих условиях возрастает по срав-
нению с базальными условиями почти на 1 ед.
[43], что соответствует уменьшению концентра-
ции протонов в 10 раз. Таким образом, увеличе-
ние концентрации протонов при диффузии
молекул СО2 в люмен обеспечивает и ускорение
фотофосфорилирования, и именно в фосфори-
лирующих условиях становится причиной умень-
шения скорости электронного транспорта, вслед-
ствие возрастания фотосинтетического контро-
ля. В базальных условиях, когда рН люмена
существенно ниже, чем в условиях фотофосфо-
рилирования, поток СО2 и его гидратация затруд-
нены, и скорость электронного транспорта не ме-
няется при добавке бикарбоната к тилакоидам.

Важное следствие описанной ситуации – то,
что, возможно, значительная часть молекул СО2,
образовавшихся при дегидратации бикарбоната
на поверхности мембраны, направляются в стро-
му хлоропластов, где они могут стать субстратом
Рубиско, обеспечивая увеличение скорости обра-
зования органических соединений. Учитывая
значительное увеличение содержания бикарбо-
ната в строме на свету, нельзя исключить участие
α-КА5 в подаче СО2 Рубиско in vivo.

ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ КАРБОАНГИДРАЗ 
В КЛЕТКАХ РАСТЕНИЙ ОСУЩЕСТВЛЯЕТСЯ 

КООПЕРАТИВНО
В ходе исследования функций КА хлоропла-

стов возникло представление, что КА этих орга-
нелл, и, вероятно, всей клетки, функционируют
взаимосвязанно, действуя в кооперации. В неко-
торых случаях это прослеживается в явном виде,
как в случае функционирования α-КА2, α-КА4 и
α-КА5. Согласно полученным эксперименталь-
ным результатам, эти КА расположены в тилако-
идной мембране и, в соответствии с моделями,
описывающими их функционирование (см. вы-
ше), регулируют такой ключевой параметр био-
энергетики хлоропласта, как концентрацию про-
тонов в люмене тилакоидов. Величина этой кон-
центрации, рН люмена, в свою очередь,
определяет как возможность защиты фотосинте-
тического аппарата от фотоингибирования путем
регулирования степени протонирования белка
PsbS и активности виолаксантиндеэпоксидазы,
так и скорость продукции молекул АТФ, необхо-
димых для функционирования цикла Кальвина,
обеспечивающего фиксацию СО2. При этом пер-
вая функция, возможно, даже важнее, чем вторая.

Взаимосвязь между КА хлоропласта можно
проиллюстрировать взаимозависимостью уров-
ней экспрессии генов, кодирующих эти КА. Мы
показали, что нокаут гена, кодирующего α-КА2,
оказывает значительное влияние на уровни экс-
прессии генов тилакоидных КА, α-КА4 и α-КА5,

Рис. 3. Гипотетическая модель функционирования
карбоангидразы α-КА5 в тилакоидах. ФС I – фотоси-
стема I, лКА – люменальная карбоангидраза.
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а также генов стромальных КА, α-КА1 и β-КА1
[15]. При этом, что может быть важно для пони-
мания до сих пор неясных функций двух послед-
них, уровень экспрессии гена, кодирующего
α-КА1, возрастал в два раза, а гена, кодирующего
β-КА1, уменьшался тоже в два раза. Уровень экс-
прессии гена, кодирующего α-КА2, возрастал в
3.5 раза, а гена, кодирующего α-КА5, уменьшался
почти в три раза.

Интересно, что, в свою очередь, при нокауте
гена, кодирующего α-КА4, уровень экспрессии
гена, кодирующего α-КА2, возрастал почти в во-
семь раз, а уровень экспрессии генов стромаль-
ных КА не изменялся [30]. Различие во влиянии
нокаута генов, кодирующих α-КА2 и α-КА4, со-
стояло также в том, что, если нокаут гена первой
не влиял на уровень экспрессии генов цитоплаз-
матических КА, нокаут гена, кодирующего
α-КА4, приводил к возрастанию этих уровней.

Выключение синтеза α-КА5 в растениях, вы-
ращенных при атмосферной концентрации угле-
кислого газа, не приводит к возрастанию уровня
экспрессии гена самой обильной стромальной
КА, β-КА1, но увеличивает экспрессию генов
стромальных α-КА1 и β-КА5 [44]. Возрастают
также уровни экспрессии генов тилакоидных КА,
α-КА2 и α-КА4, что сопровождается увеличени-
ем КА-активности тилакоидов.

Литературные данные также свидетельствуют
в пользу того, что КА функционируют совместно.
В высших растениях выключение синтеза боль-
шинства КА не приводит к существенному подав-
лению роста растений и не оказывает существен-
ного влияния на параметры фотосинтеза [45–47].
Более глубокие физиологические эффекты на-
блюдаются при одновременном выключении
синтеза двух и более КА. Авторы работы [48] в
2010 г. с использованием двойных мутантов с вы-
ключенным синтезом плазмалеммной β-КА4.1 и
стромальной β-КА1 показали, что оба эти фер-
мента участвуют в регуляции устьичной проводи-
мости листьев для углекислого газа. Существен-
ное подавление роста мутантов с нокаутными ге-
нами двух цитоплазматических КА, β-КА4.2 и
β-КА2 при выращивании растений в условиях
низкого содержания углекислого газа в воздухе
[49]. Единичные мутации по указанным КА не
приводили к такому эффекту. Авторы предполо-
жили, что обе эти цитоплазматические β-КА не-
обходимы для преобразования форм неорганиче-
ского углерода в клетках листа для удовлетворе-
ния потребности растений в углероде. В
растениях табака мутации в генах β-КА1 и β-КА5
не приводили к каким-либо изменениям, по
сравнению с растениями дикого типа [50]. Только
одновременный нокаут обоих генов β-КА1 и
β-КА5 приводил к снижению скорости прораста-

ния семян, уменьшению их массы и задержке ро-
ста мутантных растений. 

Кооперативное функционирование КА на-
блюдалось и в митохондриях арабидопсиса, где
КА формируют домен, состоящий из трёх γ-КА и
двух γ-КА-подобных белков в составе NADH де-
гидрогеназного комплекса I [51]. Мутации в, по
крайней мере, двух из пяти генов этого домена,
приводили к разрушению этих комплексов [52].
Такие мутанты, выращенные при атмосферной
концентрации углекислого газа в воздухе, демон-
стрировали задержку роста, по сравнению с рас-
тениями дикого типа, что компенсировалось вы-
ращиванием мутантных растений при высоком
содержании CO2 и указывало, по мнению авто-
ров, на участие митохондриального домена КА в
поддержании эффективного функционирования
фотосинтеза.

Описанные результаты позволяют предполо-
жить, что КА являются звеньями кооперативных
цепочек, хотя, очевидно, не заменяют друг друга.
Выпадение из такой цепочки какой-либо КА
приводит к нарушению конкретного процесса, в
котором она участвует, и изменение экспрессии
генов других КА, только частично может компен-
сировать нарушение этого процесса, что было
видно по изменению адаптационных возможно-
стей растения. Таким образом, функционирова-
ние каждой КА важно для растения в целом, и
каждая жизненно необходима растению, хотя ка-
тализирует элементарную реакцию взаимопре-
вращения двух неорганических соединений, ко-
торая повсеместно происходит и в неживой при-
роде.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многолетние исследования КА высших С3-

растений, проводимые различными исследова-
тельскими группами по всему миру, пока не поз-
воляют определенно ответить на вопрос о физио-
логической роли этих ферментов. Результаты
экспериментальных исследований, описанные в
статье, свидетельствуют о том, что КА хлоропла-
стов реагируют на изменение условий вегетации
растений, а именно, изменяются уровни экспрес-
сии их генов и изменяются КА-активности ком-
партментов хлоропласта. При этом в нокаутных
мутантах в отсутствие стромальных КА, α-КА1
или β-КА1, и в отсутствие каждой из тилакоид-
ных КА, α-КА4, α-КА2 и α-КА5 происходят из-
менения в реакциях, связанных с процессом фо-
тосинтеза. В растениях, в которых были нокаути-
рованы гены, кодирующие КА α-КА1, или β-КА1,
или α-КА4, при перемещении в новые условия
вегетации возникают существенные отличия в
протекании таких реакций в растениях дикого ти-
па, перемещенных в эти же условия. На основа-
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нии различий между растениями дикого типа и
мутантами по тилакоидным КА в характеристи-
ках функциональной активности ФЭТЦ и в био-
энергетических реакциях, протекающих в тила-
коидных мембранах, предложены гипотезы
функционирования этих КА. Обнаружено, что
нокаут гена одной из КА хлоропласта приводил к
изменению экспрессии генов других хлоропласт-
ных КА, что может указывать на кооперативный
характер функционирования КА в этой орга-
нелле.
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 The Involvement of Carbonic Anhydrases in Chloroplasts of C3 Higher Plants 
in Adaptation Changes of Photosynthetic Reactions

 B.N. Ivanov* and N.N. Rudenko*

*Institute of Basic Biological Problems, Russian Academy of Sciences, 
Institutskaya ul. 2, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The present research shows that changes in vegetation conditions have implications both for the expression
levels of genes encoding chloroplast carbonic anhydrases and the carbonic anhydrase activity of chloroplast
compartments. The results of experiments with mutants of the genes of the chloroplast carbonic anhydrases
indicate that the activity of the chloroplast carbonic anhydrases determines the nature of changes in photo-
synthesis reactions in response to changes in environmental conditions. Possible mechanisms are proposed
for participation of carbonic anhydrase in light-dependent processes in the chloroplast. Based on these find-
ings, a hypothesis that carbonic anhydrases in chloroplasts function interdependently is developed.

Keywords: photosynthesis, higher plants, adaptation, chloroplasts, carbonic anhydrases



<<
  /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


