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用于人乳腺癌病理检测的抗人 ARD1 单克隆抗体的制备 
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摘  要: hARD1 蛋白是一个乙酰基转移酶，催化蛋白质 N 末端的乙酰化。前期的研究发现 hARD1 的高表达可能作为乳

腺癌的一个指标。为了制备在乳腺肿瘤组织中特异识别的抗 hARD1 的单克隆抗体，将纯化的全长 hARD1/His tag 融合

蛋白 (1~235 aa) 免疫 Balb/c 小鼠，获得了 8 个稳定的阳性单克隆细胞株，酶联免疫吸附测定 (ELISA) 结果表明，所

得抗体的轻链均为 κ 型，重链为 3 种亚型：IgG1、IgG2a 和 IgG2b。在不同肿瘤组织样本中进行抗体特异性筛选，获得

一个在乳腺肿瘤组织中具有相对特异性的抗 hARD1 单克隆抗体，为进一步将抗 hARD1 的单克隆抗体应用于乳腺癌的

病理诊断奠定基础，同时也为进一步研究 hARD1 在肿瘤发生中的作用提供了重要的工具。 
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Abstract:  Human arrest defective 1(hARD1) is an acetyltransferase catalyzing the N-terminal acetylation of proteins after 
translation. The high expression of hARD1 could be an indicator of the breast cancer. In current study, we produced an anti-hARD1p 
monoclonal antibody that could specifically recognize ARD1 in breast cancer tissues by using the immunohistochemical assay. The 
full-length His-tag hARD1 protein (1–235 aa) was over-expressed in Escherichia coli, and purified recombinant protein was injected 
into Balb/c mice to perform immunization procedure. Eight stable positive monoclonal cell lines were isolated. ELISA results 
demonstrated that all light chains of antibodies were κ, and the heavy chains displayed three subtypes IgG1, IgG2a and IgG2b, 
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respectively. A monoclonal antibody, which could specifically recognize hARD1 protein in breast cancer tissues, was identified by 
screening different cancer tissues using antibody-specificity method. Further, the specificity of the antibody was confirmed by 
Western blotting analysis. Our study would facilitate breast cancer diagnosis by using this ARD1 monoclonal antibody in clinic. Also, 
this antibody could be used as an important tool for further investigating the role of ARD1 in tumorigenesis. 

Keywords:  human arrest defective 1 protein, monoclonal antibody, breast cancer 

ARD1 (Arrest defective 1) 初在酵母细胞中

发现，是 N-乙酰基转移酶 NatA 的一个亚基，另一

个亚基是 Nat1[1-2]。NAT1 和 ARD1 中任何一个亚基

的缺失都使 NatA 活性丧失，导致酵母表现出多种

异常表型，包括结合型决定座位 (HML) 的重组抑

制，在贫营养状态下不能进入 G0 期，以及染色体不

稳定 [3-5]。进一步的研究发现，在哺乳动物细胞中

ARD1 可以独立作为乙酰基转移酶发挥作用[6]。人

ARD1 (hARD1) 基因与酵母的 ARD1 基因具有高度

同源性，已有的研究发现，hARD1 与肿瘤的发生有

关。通过 RNAi 技术干扰 hARD1 基因表达能诱导

Hela 细胞凋亡[7]。在肺癌细胞中，hARD1 可能通过

激活 ß-catenin 的活性，从而增强 ß-catenin 与转录因

子 TCF4 的结合，增强 ClyclinD1 的转录活性，进而

促进细胞的增殖[8]。 

本研究小组在前期的研究中制备了抗 ARD1 的

多克隆抗体，检测 hARD1 蛋白在不同肿瘤中的表

达，发现 hARD1 蛋白在乳腺肿瘤、前列腺癌以及肺

癌中有较高频率的表达，其中乳腺肿瘤中的表达频

率 高，提示 ARD1 可能也参与肿瘤的生长调控过

程，与肿瘤的发生、发展以及预后相关 [9]。然而，

ARD1 在肿瘤发生中发挥的作用至今仍未完全阐明，

其调控的靶基因以及与其相互作用的蛋白仍有待进

一步发现。 

本研究利用前期工作中已获得的纯化的原核表

达重组 hARD1 蛋白免疫小鼠，筛选并获得在乳腺癌

组织中具有较特异的单克隆抗体细胞株，为 hARD1

在肿瘤病理诊断的应用研究以及探索 ARD1 在肿瘤

发生发展中的分子机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  重组 hARD1 原核表达蛋白的制备 
将已构建的 pET28b-hARD1 表达质粒[9]转化大

肠杆菌 BL21 (DE3) 感受态细胞，涂布于含 50 mg/L

卡那霉素的 LB 平板上，37℃培养过夜。次日挑选

菌落，通过 PCR 检测获得阳性克隆。将阳性克隆接

种于 5 mL 含 50 mg/L 卡那霉素的 LB 培养基中，

37℃、200 r/min 振荡培养过夜。次日分别按 1:100

的比例接种于 400 mL 含有 50 mg/L 卡那霉素的 LB

液体培养基中，37℃、200 r/min 振荡培养至 OD600 

0.6~0.8，加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，诱导表

达 6 h，取 5 mL 培养菌液按常规方法制备蛋白样品，

选用 12％的分离胶进行 SDS-PAGE 电泳，经考马斯

亮蓝染色，用凝胶图像分析系统检测诱导表达蛋白。 

1.2  包涵体的分离和纯化 
将诱导后的菌液离心，收集菌体，悬浮于 PBS

磷酸缓冲液中，置于冰上进行超声破碎。将菌体

裂解液离心 5 min，保留上清，沉淀用 10 mL 盐酸

胍 (2 mol/L) 洗涤，10 000 r/min 离心 5 min，弃上清，

沉淀再用 9 倍体积缓冲液 B (2 mol/L 盐酸胍、0.5％ 

TritonX-100 和 10 mmol/L EDTA) 洗涤，10 000 r/min

离心 5 min，弃上清，沉淀用缓冲液 C (8 mol/L 尿素，

10 mmol/L 咪脞，0.1 mol/L 磷酸钠，300 mmol/L 

NaCl) 溶解后 10 000 r/min 离心 10 min，上清即为分

离溶解后的包涵体。将溶解的包涵体蛋白用镍离子

螯合 (His-bind) 层析柱纯化，用不同浓度的咪唑缓

冲液洗 Ni 柱，收集洗脱液，获得纯化的 hARD1 蛋

白质。将纯化蛋白进行 12％ SDS-PAGE 分析，检

测纯化效果并进行蛋白浓度测定，纯化蛋白经质谱

鉴定确定为人 ARD1 蛋白序列。 

1.3  hARD1 单克隆抗体的制备 
纯化 hARD1 蛋白经透析除盐，50 μg 纯化的

hARD1 蛋白 (每只) 与等体积弗氏完全佐剂充分乳

化，皮下注射 3 只 6~8 周龄的 Balb/c 雌性小鼠。首

次免疫 4 周后，用同样的蛋白量与弗氏不完全佐剂

充分乳化，进行第 2 次免疫，采用腹腔注射。10 d
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后，进行第 3 次腹腔注射。于第 3 次免疫后的第 7 天，

断尾采血，用 ELISA 法测定血清抗体的效价。于融

合前 4 天，用 50 µg 溶于 PBS 中的抗原加强免疫。4 d

后，取脾细胞与小鼠骨髓瘤细胞株 Sp2/0-Ag14 细胞，

按常规方法融合。用间接 ELISA 法筛选，有限稀释

法克隆，并按常规方法制备鼠单抗。 

1.4  单抗类别鉴定 
单克隆抗体的重链和轻链的类型通过 ELISA 方

法鉴定，分别用辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的羊抗

鼠 IgG、IgG-1、IgG-2a、IgG-2b、IgG-3、IgM、IgA

以及 κ、λ轻链型的 HRP 标记抗体作为二抗替代 HRP

标记的羊抗鼠 IgG 进行单抗类别鉴定。 

1.5  单克隆抗体的制备及鉴定 
利 用 rProteinA一 步 法 纯 化 杂 交 瘤 细 胞 腹 水 样

品，将腹水用固定用缓冲液做倍比稀释、过滤后直

接上柱，再用洗脱液洗脱，并收集抗体峰，洗脱的

抗体溶液于PBS中透析后，加0.1％ NaN3，分装，

−20℃保存。利用BCA法测定抗体溶液中的总蛋白浓

度，SDS-PAGE检测抗体的纯度和分子量。 

1.6  乳腺组织样本的收集和总蛋白的提取 
所有肿瘤组织样品均来自云南省第一人民医院

的病理科，手术切除后，组织样本被放在−80℃保存，

样本的临床资料从医院记录中获得。肿瘤组织蛋白

的处理如下：取1 g癌组织，切碎，加入1 mL蛋白裂解

液 (20 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，137 mmol/L NaCl，

1 mmol/L MgCl2，10％ glycerol，1％ Nonidet P-40，

100 mg/mL benzamidine，1 mmol/L phenyl-methyl- 

sulphonyl-fluoride (PMSF)，100 mmol/L Na3VO4)，置

于冰上碾磨，4℃下10 000 r/min离心，取上清，加入

等体积的2×上样缓冲液，沸水浴煮10 min，进行

SDS-PAGE和Western blotting分析。 

1.7  肿瘤组织 Western blotting 检测和免疫化学

分析 
将提取的肿瘤组织蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，

转 PVDF 膜。将一抗稀释 400 倍，采用 ABC (AP) 试

剂盒按说明书进行 Western blotting 分析。肿瘤组织

石蜡切片由云南省第一人民医院病理科进行鉴定，

按病理免疫组织化学检测要求制片，用 SP 试剂盒检

测，一抗稀释 200 倍，操作步骤参照试剂盒说明书

进行。免疫组织化学结果由病理学专业人员按病理

学判断标准进行结果判断。 

2  结果 

2.1  杂交瘤细胞株的筛选和抗体类型鉴定 
在大肠杆菌中表达的全长 hARD1/His·tag 融合

蛋白 (1~235 aa) 经镍柱纯化后进行 SDS-PAGE 检

测和质谱 (MS) 鉴定。用纯化的重组 hARD1 蛋白免

疫 3 只 Balb/c 小鼠。免疫反应完成后，用梯度稀释

法检测抗血清的效价。3 只免疫小鼠均产生较高效

价的抗体 (图 1)，效价达到 106。将免疫小鼠杀死，

分离脾脏细胞，经过细胞融合，用间接 ELISA 方法

筛选阳性杂交瘤细胞。平板上获得 8 个阳性孔，将

阳 性 细 胞 用 有 限 稀 释 法 克 隆 ， 获 得 8 个 稳 定 的

hARD1 单克隆细胞株 (表 1)。将杂交瘤细胞株的培

养上清液用间接 ELISA 法检测单克隆抗体亚类，发

现所有的杂交瘤细胞株的轻链是 κ 型的，重链有 3

种类型：IgG-1、IgG-2a 和 IgG-2b (见表 2)。抗体蛋

白利用 rProteinA 柱进行纯化，并进行 SDS-PAGE 检

测，所有抗体免疫球蛋白组成的分子量见图 2。 

 

图 1  免疫小鼠血清效价测定 
Fig. 1  Antibody titers of sera from immunized mice. 
 

 

图 2  8 个单克隆抗体重链和轻链分子量 
Fig. 2  Heavy and light chain molecular weight of eight 
monoclonal antibody. 
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表1  杂交瘤筛选结果 
Table 1  Data obtained in hybridomas screening 

Mouse 
No. 

Number of 
hybridomas 

Number positives 
in ELISA 

Number stable 
positives 

through limiting 
dilution 

M-1 262 10 5 

M-2 102 6 0 

M-3 168 6 3 

 
表2  抗hARD1蛋白的单克隆抗体的类型鉴定 
Table 2  Identification of subclass of the monoclonal 
antibodies to hARD1 protein 

Mouse No. Hybridoma McAb’s subclass 

M1 
M1 
M1 
M1 
M1 
M3 
M3 
M3 

1E11 
2A9 
2B9 
2G5 
3D2 
4H4 
8B3 
8H2 

IgG-1, κ 
IgG-1, κ 
IgG-2a, κ 
IgG-2b, κ 
IgG-2b, κ 
IgG-2b, κ 
IgG-2b, κ 
IgG-2b, κ 

 
2.2  单克隆抗体在乳腺癌组织中的灵敏性和特异

性筛选 
为筛选在乳腺癌组织中特异识别 hARD1 蛋白

的抗体，从 20 个乳腺癌组织中选出 1 个 hARD1 蛋

白表达适中的组织样本。从杂交瘤细胞中获得的 8

个抗体分别与该组织样本进行免疫组织化学检测，

根据免疫组织化学染色的强度筛选，发现 1 号、3

号、7 号和 8 号抗体有较强的反应，并被作为候选

的特异性抗体 (图 3)。 

将选出的候选特异性抗体分别与 33 个肿瘤组

织样本，包括腺癌、纤维腺瘤、鳞癌进行免疫组织

化学染色检测，结果发现源于 2G5 号细胞株的 3 号

抗体在乳腺肿瘤组织中显示出较强的显色特异性，

而在其他肿瘤组织中没有显色或显色较弱，其他抗

体株的特异性相对 3 号较差 (表 3)。 

为了进一步鉴定 3 号抗体的特异性，进行了乳腺

癌肿瘤组织的 Western blotting 分析，选取了 10 个

乳腺癌组织进行 Western blotting 检测，结果出现

一条 26 kDa 的单一条带 (图 4)，说明 3 号抗体具有

较强的特异性。 

3  讨论 

实验中获得的 8 个抗体株中，虽然每个抗体克

隆都能识别 hARD1 蛋白，但它们存在着不同的特异

性和灵敏性。对于同一个肿瘤样本，1、3、7 和 8

号抗体对 hARD1 蛋白有较高的反应灵敏性，对于不

同的肿瘤样本，在纤维腺瘤和乳腺导管癌中 3 号抗

体的显色信号远强于其他肿瘤类型，表明了 3 号抗

体在乳腺癌中的免疫组化染色是特异的。 

虽然实验中获得的抗体株都是识别 ARD1 蛋白

的抗体，但不同组织中可能存在不同的蛋白，某些蛋

白中可能有某些抗原表位与 ARD1 蛋白相似，因此 

 

图3  8个单克隆抗体株在同一个乳腺肿瘤组织中的显色信号 
Fig. 3  Eight monoclonal cell lines expression in a breast cancer tissues. 1−8: different monoclonal cell lines. 
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表3  不同的抗体株在肿瘤组织中的反应 
Table 3  Reaction of different antibody with tumor tissues 

Sample No. Tissues Antibody 1 Antibody3 Antibody 7 Antibody 8 

1 Rectal mucus adenocacinoma + − − + 

2 Adenocarcinoma of colon + − − − 

3 Adenocarcinoma of colon − − − − 

4 Adenocarcinoma of colon − − − − 

5 Adenocarcinoma of colon ++ − − + 

6 Adenocarcinoma of colon II-III − − − − 

7 Adenocarcinoma of colon II-III + − − − 

8 Adenocarcinoma of colon II − + + − 

9 Adenocarcinoma of colon II + − + ++ 

10 Ileocecum II + − + ++ 

11 Fibroadenoma of breast − − − − 

12 Fibroadenoma of breast + − − − 

13 Fibroadenoma of breast + + + − 

14 Fibroadenoma of breast + ++ ++ + 

15 Infitrating ductal carcinoma of breast + ++ ++ + 

16 Fibroadenoma of breast + − − + 

17 Fibroadenoma of breast + − − + 

18 Liparomphalus of back − − − − 

19 Fibromyoma uteri − − − − 

20 Fibromyoma uteri − − − − 

21 Fibromyoma uteri − − − − 

22 Fibromyoma uteri − − − − 

23 Liparomphalus of blood vessel − − − − 

24 Squamous papilloma of esophago − − − − 

25 Squamous papilloma of skin − − − − 

26 Poorly differentiated squamous-cell 
carcinoma of esophago + − − + 

27 Differentiation epithelioma of ear − − − − 

28 Papillary adenocarcinoma of kidney − − − + 

29 Adenoid cystic carcinoma of lung − − − − 

30 Thyroid cancer lymphatic metastasis − − − − 

31 Papillary adenocarcinoma of kidney − − − − 

32 Mucinous adenocarcinoma of 
pancreatic gland + − − + 

33 Infitrating ductal carcinoma of breast − ++ + + 

Notes: “+” positive; “−” negative. 
 

在不同的组织中其特异性存在差别。本研究中，免

疫组织化学检测结果显示，3 号抗体在乳腺癌组织

中的染色信号 强，而在其他组织中的信号相对较

弱，Western blotting 检测在乳腺癌中只有一条特异

蛋白条带，这意味着 3 号抗体只识别 ARD1 蛋白。

而其他抗体在乳腺癌组织和其他组织中均有染色信

号，可能有非特异性的识别。 

乳腺癌是妇女中 常见的肿瘤之一，占所有肿

瘤的 23％[10]。据世界范围内的统计，乳腺癌的发病

率每年仍按 0.5％的速度增长。尽管乳腺癌的诊断治

疗水平在不断提高，但仍有 1/4 患者死亡[11]。因此，

及早诊断对乳腺癌的治疗具有重要的意义。生物标 
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图4  3号抗体在乳腺肿瘤组织中的Western blotting检测 
Fig. 4  Western blotting analysis in the breast cancer tissues 
with No. 3 antibody. 1−10: different breast cancer tissues. 
 
志物检测是肿瘤诊断的一种重要方法。研究表明

ARD1 的高表达与乳腺癌的发生有关，它可以作为

乳腺癌临床诊断的一个生物标志物[9]。在蛋白标志

物的病理诊断中，获得一个好的单克隆抗体是非常

重要的。虽然有商业化的抗 ARD1 抗体，但它的特

性不确定，就难以在病理诊断中应用。本研究获得

了一个在乳腺癌组织中特异识别 ARD1 蛋白的杂

交瘤细胞株，这为进一步将抗 hARD1 的单克隆抗

体应用于乳腺癌的病理诊断奠定了基础，同时也为

进一步研究 ARD1 在肿瘤发生中的作用提供了重要

的工具。 

REFERENCES 

[1] Whiteway M, Szostak JW. The ARD1 gene of yeast 
functions in the switch between the mitotic cell cycle and 
alternative developmental pathways. Cell, 1985, 43: 
483−492. 

[2] ParkEC, Szostal JW. ARD1 and NAT1 proteins form a 
complex that has N-terminal acetyl-transferase activity. 
EMBO J, 2000, 11: 2087−2093. 

[3] Mullen JR, Kayne PS, Moerschell RP, et al. Identification  

and characterization of genes and mutants for an N-terminal 

acetyltransferase from yeast. EMBO J, 1989, 8(7): 

2067−2075. 

[4] Whiteway M, Freedman R, Van Arsdell S, et al. The yeast 

ARD1 gene product is required for repression of cryptic 

mating-type information at the HML locus. Mol Cell Biol, 

1987, 7: 3713−3722. 

[5] Lee FJ, Lin LW, Smith JA. N-acetylation is required for 

normal growth and mating of Saccharomyces cerevisiae. J 

Bacteriol, 1989, 171: 5795−5802. 

[6] Sugiura N, Adams SM, Corriveau RA. An evolutionarily 

conserved N-terminal acetyltransferase complex 

associated with neuronal development. J Biol Chem, 2003, 

278(41): 40113−40120. 

[7] Arnesen T, Gromyko D, Pendino F, et al. Induction of 

apoptosis in human cells by RNAi-mediated knockdown 

of hARD1 and NATH, components of the protein N-alpha- 

acetyltransferase complex. Oncogene, 2006, 25(31): 

435−4360. 

[8] Lim JH, Park JW, Chun YS. Human arrest defective 1 

acetylates and activates beta-catenin, promoting lung 

cancer cell proliferation. Cancer Res, 2006, 66(22): 

10677−10682. 

[9] Yu M, Huang C, Xiang MJ, et al. hARD1 antiserum 

preparation and primary immunohistochemical analysis of 

hARD1 in tumor tissues. Chin J Biotech, 2008, 24(7): 

1155−1161. 

余敏, 黄超, 向明钧, 等. 抗 ARD1 抗血清制备及其初

步 肿 瘤 免 疫 组 化 分 析 . 生 物 工 程 学 报 , 2008, 24(7): 

1155−1161. 

[10] Jemal A, Siegel R, Ward E, et al. Cancer statistics. CA 

Cancer J Clin, 2006, 56(2): 106−130. 

[11] Parkin DM, Bray F, Ferlay J, et al. Global cancer statistics, 

2002. CA Cancer J Clin, 2005, 55(2): 74−108. 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /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 true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /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 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /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 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /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

  /Description <<
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /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 /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [3600 3600]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


