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CopA3 (LLCIALRKK), an antimicrobial peptide isolated from the Korean dung beetle, has been shown 
to suppress apoptosis in various cell types. CopA3 inhibits not only bacterial toxin-induced colonocyte 
apoptosis but also 6-hydroxy dopamine-induced neural cell apoptosis. Our recent study revealed that 
CopA3 directly binds to caspases (key regulators of apoptosis) and inhibits the proteolytic cleavage 
required for their activation. But molecular mechanisms underlying CopA3-mediated inhibition of 
apoptosis in multiple cell types remain unknown. Here we assessed possible effects of CopA3 on ex-
pression of survivin, which is known to inhibit apoptosis. In HT29 human colonocytes, CopA3 ex-
posure markedly upregulated survivin expression in a concentration- and time-dependent manner. 
RT-PCR revealed that CopA3-mediated upregulation of survivin was attributable to increased gene 
transcription, and further showed that CopA3 also increased expression of Sp1, one of many tran-
scription factors known to be involved in transcription of the survivin gene. Notably, blocking Sp1 
by treatment with the Sp1 inhibitor, tolfenamic acid, significantly reduced CopA3-mediated upregula-
tion of survivin. These results collectively suggest that CopA3 induces Sp1 expression, which in turn 
is involved in upregulation of survivin in human colonocytes. These novel findings establish another 
pathway for explaining the anti-apoptotic effects of CopA3 against various cellular apoptosis systems.
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서   론

애기뿔소똥구리 유래 펩타이드 CopA3는 높은 항균 활성을 

나타냄은 물론[9] 세포자살을 억제한다고 알려져 왔다[7, 16]. 

CopA3는 Clostridium difficile 톡신A가 유발하는 인간 대장상

피세포 세포자살을 강하게 차단한다[7]. CopA3는 okadaic 

acid가 야기하는 신경세포 자살과정도 강하게 차단한다[16]. 

최근 연구에서 CopA3가 세포사멸 촉진인자인 카스파제(cas-

pase)와 직접적으로 결합하여 활성화를 위한 단백질-절단과정

을 차단하는 것으로 밝혀졌다[10]. CopA3가 이황화결합을 통

해 카스파제들과 결합하여 상위 카스파제에 의한 하위 카스파

제들의 활성형 단백질 절단을 차단한다고 밝혀졌다[10]. 이와 

같은 카스파제 억제 과정이 세포사멸을 차단하는 CopA3의 

주요 작용기작으로 고려된다. 하지만 다양한 세포사멸을 차단

하는 것으로 확인된 CopA3의 높은 항세포사멸 효능을 설명하

기 위해서는 추가적인 기작 규명이 필요하다. 

Survivin은 많은 세포사멸 억제 단백질들(inhibitor of apop-

tosis, TAP) 중의 하나이다[2, 5, 11, 12, 22]. 세포사멸신호가 

활성화되면 survivin 단백질은 미토콘드리아에서 세포질로 

유리된 다음 X-linked IAP와 결합 후, 세포사멸을 촉진하는 

핵심 효소인 caspase-9의 활성형 절단과정을 차단하는 것으로 

알려져 있다[2, 25]. 따라서 survivin 결핍은 세포사멸을 강하

게 증가시키는 것으로 알려져 있다[11]. 반대로 survivin 과발

현은 세포사멸을 감소시켜 세포 생존율을 증가시키는데, 이 

현상은 암세포에서 빈번하게 관찰된다[5, 22]. 세포사멸의 핵

심 조절인자인 survivin 유전자는 전사개시인자인 specificity 

protein 1 (Sp1)에 의해 발현이 증가 조절되며[3, 24], p53에 

의해서는 반대로 발현이 억제된다고 밝혀졌다[21]. p53 유전

자가 결핍되거나 돌연변이로 기능이상이 초래되면 survivin 

발현이 증가한다[21, 23]. Survivin은 또한 ubiquitin-protea-

some 경로를 통해서도 조절되는 것으로 알려져 있다[13]. 

Heat shock protein 90과 결합될 때, survivin 단백질의 변성 

시간이 지연되어 survivin 단백질의 양이 높게 유지된다고 한

다[19]. 이와 같은 이유로 survivin 유전자 발현에 대한 조절물

질 개발은 세포사멸 조절은 물론 항암제 치료 효과를 달성함

에 있어서 주요하게 고려된다.

상기 근거를 바탕으로, 본 연구에서는, 세포사멸을 강하게 

차단하는 CopA3 펩타이드 효능이 survivin 발현과 연관되어 

있는지를 확인하고자 하였다.
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재료 및 방법

시약

survivin 항체, β-actin 항체, phospho-NFκB 항체, phos-

pho-p53 항체 등은 Cell Signaling Biotechnology 사(CA, USA)

에서 구매하여 사용하였다. Sp1 항체는 Santa Cruz 사(CA, 

USA)에서 구입하였다. Cycloheximide, tolfenamic acid, MTT 

(3-[4,5-dimethyl-thiazole-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bro-

mide) dye, PI (propidium iodide) 등은 Sigma Aldrich 사(St. 

Louis, Mo, USA)에서 구입하였다.

세포배양

인간 대장상피 세포주인 HT29는 ATCC 사(American Type 

Culture Collection, Manassas, VA, USA)에서 분양 받았으며 

McCoy's 5A 배지(Invitrogen, Carlsbad, CA)에 10% FCS (fe-

tal calf serum, Invitrogen, USA)와 1% penicillin-strepto-

mycin (Gibco, Gland Island, NY)을 첨가하여 37℃, 5% CO2 

배양기에서 배양하였다[14]. 

Immunoblot analysis

약물을 처치한 세포는 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 0.5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40)와 초음파

를 이용 파쇄하였다. 단백질 분리를 위해서 Sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 시

행하였다. 단백질들은 nitrocellulose membrane으로 transfer

하고 5% skim milk 속에서 1차 항체를 이용 12시간 반응하였

다. 그 후 2차 항체를 상온에서 2시간 동안 추가 반응하고 New 

England Biolabs 사의 LumiGlo reagent를 이용하여 발색을 

유도한 다음, chemiluminescence image analyzer (Fusion FX; 

Vilber Lourmat, Germany)를 이용하여 검출하였다[15].

세포독성 평가

96 well plate에 HT29세포를(103 cell/well) 준비하고 CopA3

를 48시간 동안 처치한 다음 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2- 

yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium) dye를 첨가하고 37℃에서 1시

간 동안 배양하였다. 상등액을 제거하고 DMSO (dimethyl 

sulfoxide)를 넣은 후 570 nm에서 ELISA reader (Model 3550, 

Bio- Rad, Canada)를 이용하여 측정하였다[8].

TUNEL staining

HT29 세포를 chamber slide (Lab-Tak II chamber slider 

system, USA)에 각 well당 4×104로 분주 한 뒤 24시간 동안 

배양하였다. 배양 후, CopA3 (1 μg/ml)를 처치하고 48시간 뒤 

4% paraformaldehyde로 상온에서 10분간 고정시켰다. TUNEL 

assay는 Apoptosis Detection kit (Promega, Billerica, MA)를 

사용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 수행하였다. PI staining은 

1 μg/ml 농도로 진행하였으며 mounting solution을 떨어트리

고 형광현미경(Nicon, Japan) 하에서 관찰하였다. 200배율로 

무작위적으로 3개의 필드를 관찰하여 평균 이미지를 사용하

였다[16].

Reverse transcriptase-PCR

HT29 세포에 CopA3를 시간 별로 처리한 후 세포를 TRIzol 

500 μl를 이용하여 total RNA를 분리하였다. RT PreMix kit 

(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성한 다음, 

Maxime PCR PreMix kit (iNtRON, Seongnam, Korea)를 이용

하여 25cycle 수준으로 PCR 을 수행하였다. 사용된 primer 염

기서열은 다음과 같다. Survivin (forward primer): 5’-CACCG 

CATCTCTACATTCAA-3’, Survivin (reverse primer): 5’-TCC 

TTTGACGCTTCTTTCAC-3’, β-actin (forward primer): 5’- 

TGACGGGGTCACCCACACTGTGC-3’, β-actin (reverse pri-

mer): 5’-CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGGATGGAGGG- 

3’. PCR 수행 후, 1.0% agarose gel을 이용 전기영동하였으며, 

mRNA 발현 수준은 ChemiDoc imaging system (Bio-Rad, 

Richmond, CA, USA)을 이용하여 분석하였다[11].

Statistical analysis

모든 실험은 3회 반복으로 수행하여 표준오차로 나타내었

고 SIGMA-STAT professional statistics software program 

(Jandel Scientific Software, USA)의 t-test를 이용하여 유의성

을 검정하였다[20].

결과 및 고찰

곤충 유래 항균펩타이드 CopA3 자극은 인간 대장상피세포에

서 survivin 단백질 양을 증가시킴

많은 연구에서, 항균펩타이드 CopA3가 다양한 스트레스로 

유발되는 세포사멸을 차단함이 밝혀졌다[7, 10, 16]. 연구자 등

도 최근 연구를 통해 CopA3가 카스파제에 직접 결합하면 그

들의 활성형-절단과정이 차단됨을 보고하였다[10]. 본 연구에

서는 세포사멸을 차단하는 핵심 단백질인 survivin의 발현에 

CopA3가 영향을 미치는지 확인하였다. 이를 위해, 인간 대장

상피세포(HT29)에 CopA3 (1 μg/ml)를 시간 별로 처치한 뒤 

survivin 단백질의 양적 변화를 immunoblot analysis로 확인

하였다. CopA3 처치 후 5시간부터 survivin 단백질의 양이 

유의하게 증가하였으며 9시간까지 유지됨을 확인하였다(Fig. 

1A). 다음으로 연구자 등은 CopA3를 농도 별로 처치하고(0, 

0.1, 0.5, 1, 5 μg/ml), survivin 변화를 확인하였다. Fig. 1B에서

처럼, CopA3 농도에 비례하여 survivin 양이 증가함을 확인하

였다. 1 μg/ml CopA3 농도에서 survivin 단백질 양이 유의하

게 증가하였으며 5 μg/ml 농도까지 유지됨을 확인하였다(Fig. 

1B). 일반적으로 세포사멸 과정에서 survivin 발현이 증가한다
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A B

C D

Fig. 1. The insect-derived antimicrobial peptide CopA3 increases 

survivin expression in human colonocytes. (A, B) HT29 

human colonocytes were incubated with CopA3 (1 μg/ 

ml) for the indicated durations (A) or with different con-

centrations of CopA3 (0, 0.1, 0.5, 1, or 5 μg/ml) for 5 hr 

(B). Proteins in cell lysates were resolved by SDS-PAGE 

on 15% gels, and blots were probed with antibodies 

against survivin (16 kDa) and b-actin (42 kDa). The pre-

sented results are representative of three independent 

experiments. (C) DNA fragmentation was detected by 

TUNEL assay. Cells were grown on coverslips, treated 

with CopA3 (1 μg/ml) for 48 hr, and then incubated with 

propidium iodide to stain nuclei (Bar = 50 μm). Results 

are representative of three independent experiments. (D) 

Cells were incubated with CopA3 (1 μg/ml) for 48 hr 

and cell viability was measured by MTT assay. Results 

are presented as means ± SEM (error bars) of three ex-

periments performed in triplicate, expressed as a per-

centage relative to untreated controls. 

A

B

Fig. 2. CopA3 increases transcription of the survivin gene in 

human colonocytes. HT29 cells (105 cells/well) were 

treated with CopA3 (1 μg/ml) for the indication times. 

Upper panel: Total RNA was isolated, cDNA was syn-

thesized, and survivin and β-actin were amplified by 

PCR. The results shown are representative of three sepa-

rate experiments. Lower panel: Densitometric quantita-

tion of survivin mRNA expression.

고 알려져 있기 때문에, CopA3에 의한 survivin 증가가 CopA3

에 의한 세포독성에 기인하는 2차적인 현상인지 확인할 필요

가 있다. 따라서 연구자 등은 CopA3 자극이 HT29세포에 대해 

세포사멸이나 세포독성을 유발하는지 여부를 TUNEL assay

와 MTT assay로 각각 평가하였다. Fig. 1C에서처럼, CopA3가 

처치된 인간 대장상피세포에서 TUNEL 양성반응이 관찰되지 

않았다. 그리고 CopA3 처치는 세포 독성도 야기하지 않았다

(Fig. 1D). 이상의 결과를 종합하면, 인간 대장상피세포에서 

CopA3에 의한 survivin 단백질 증가는 세포독성이나 세포사

멸 반응과 무관한 현상임을 보여준다.

인간 대장상피세포에서 CopA3 자극은 survivin 유전자의 

전사를 증가시킴

연구자 등은 다음으로 CopA3 처치 후 증가하는 survivin이 

전사 조절의 결과인지 확인하였다. 이를 위해 HT29세포에 

CopA3를 시간 별로 처리한 후 mRNA를 분리하고 RT-PCR을 

수행하여 survivin의 전사량 변화를 확인하였다. Fig. 2에서처

럼, CopA3 처치는 시간의존적으로 survivin 유전자의 전사를 

증가시켰다. Survivin의 기저 전사량이 CopA3 처치 3시간부

터 유의하게 높아짐을 확인하였으며, 최고 전사량 증가가 처

치 5시간과 7시간 후에 나타남을 확인하였다. 하지만 9시간 

이후에는 기저 수준으로 다시 낮아지는 것으로 확인되었다. 

상기 전사체 증가 시간은 survivin 단백질 양 변화 시간(Fig. 

1A)과 일치하였다. 이상의 결과는 인간 대장상피세포에서 

CopA3 처리 이후에 증가하는 survivin 단백질의 양적 증가는 

전사 활성화에 기인함을 보여준다.

CopA3에 의한 survivin 증가는 단백질-변성을 조절하는 

CopA3 효능에 비의존적임

이전 연구에서 연구자 등은 CopA3가 유비큐틴-프로테아좀

(ubiquitin-proteasome)경로를 통해 표적단백질 양을 조절한

다고 보고하였다. 구체적으로 살펴보면, CopA3는 대장상피세

포 속 p21 단백질의 변성(degradation)을 촉진시켜서 그 양을 

감소시키고 이를 통해 세포 생장을 증가시킨다[7]. 이 결과를 

바탕으로, 연구자 등은 다음으로 CopA3가 유비큐틴-프로테아

좀 경로를 통해서 survivin 단백질의 변성 조절에 관여하는지 

확인하였다. 이를 위해서 번역 억제제인 cycloheximide (CHX) 

[7, 16]를 처리하고, 세포로부터 시간 별 단백질을 분리한 다음, 

survivin 단백질의 양적 변화를 추적하였다. 일부 세포는 CHX

와 CopA3 함께 처리해줌으로서 CopA3 유무에 따라 survivin 

단백질 변성 과정에 변화가 나타나는지 확인하였다. Fig. 3에

서처럼, 인간 대장상피세포 속 survivin 단백질 변성이 3시간 

이후부터 진행되며, 9시간에 최고치를 나타냄을 확인하였다. 

그러나 상기 변화가 CopA3 처리 유무에 따라 영향을 받지 
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A

B

Fig. 3. CopA3 has no effect on the half-life of survivin protein. 

HT29 cells were incubated with 1 μg/ml CopA3 in the 

presence or absence of cycloheximide (CHX; 50 μg/ml) 

for the indicated times. Proteins in cell lysates were re-

solved by SDS-PAGE on 15% gels, and blots were pro-

bed with antibodies against survivin (16 kDa) and b-ac-

tin (42 kDa). The presented results are representative of 

three independent experiments.

A B

Fig. 4. CopA3 upregulates survivin expression through Sp1. (A) 

HT29 cells (105 cells/well) were treated with CopA3 (1 

μg/ml) for the indication times. Proteins in cell lysates 

were resolved by SDS-PAGE on 10% gels, and blots were 

probed with antibodies against survivin (16 kDa), phos-

pho-NF-κB (65 kDa), phospho-p53 (53 kDa), Sp1 (106 

kDa) and b-actin (42 kDa). The presented results are rep-

resentative of three independent experiments. (B) HT29 

cells were incubated with medium (con), CopA3 alone 

(1 μg/ml), CopA3 plus tolfenamic acid (100 μM), or tolfe-

namic acid alone (100 μM) for 6 hr. Proteins in cell ly-

sates were resolved by SDS-PAGE on 15% gels, and blots 

were probed with antibodies against survivin, Sp1 and 

b-actin. The presented results are representative of three 

independent experiments.

않음이 확인되었다. 이 결과는 CopA3 자극 후 인간 대장상피

세포에서 나타나는 survivin의 양적 증가가 단백질 변성 조절

이 아닌 전사 조절에 절대적으로 의존적임을 보여준다. 

CopA3에 의한 survivin 전사 증가는 전사개시인자인 spe-

cificity protein 1 (Sp1)에 의존적임

다음으로 우리는 CopA3에 의한 survivin 전사 조절에 관여

하는 핵심 전사개시인자를 동정하고자 하였다. Survivin 유전

자 발현을 조절하는 전사개시인자로는 Sp1과 Sp3 [3, 24] 그리

고 p53 [21]과 NFκB [6] 등이 알려져 있다. 상기 전사인자들의 

결합부위들은 survivin 유전자 프로모터 부위에 잘 보존되어 

있다. 실제 상기 전사인자들이 결핍되거나 돌연변이가 발생될 

경우, survivin 발현이 영향을 받는다고 알려져 있다[21, 23]. 

이를 위해, HT29세포에 시간 별로(0, 3, 5, 7시간) CopA3 (1 

ug/ml)를 처치한 후, 전사개시인자들의 활성화 여부를 평가

하였다. Fig. 4A에서처럼, 특이하게도 CopA3 자극은 Sp1 양을 

유의하게 증가시켰다. 그러나 CopA3은 p53과 NFκB들의 활

성화에 영향이 없었다. CopA3에 의한 Sp1 증가 시간이 survi-

vin 증가 시간과 유의하게 일치함을 확인하였다(Fig. 4A). 이 

결과는 Sp1 전사개시인자가 CopA3에 의한 survivin 발현 증

가에 핵심적으로 관여함을 의미한다. 이를 추가적으로 증명하

기 위해, CopA3을 처리할 때, Sp1 억제제인 tolfenamic acid 

(100 μM) [1, 4, 18]를 함께 처리해준 후 survivin 발현 변화를 

추적하였다. 기존 결과처럼, survivin은 CopA3 처리 후 높게 

증가하였다(Fig. 4B). 그러나 tolfenamic acid가 동시에 처리된 

경우, CopA3에 의한 survivin 발현 증가 현상이 사라짐을 확

인하였다(Fig. 4B). Sp1 단백질 양도 survivin 발현 양상과 동

일하게 변화됨도 확인하였다(Fig. 4B). 이상의 결과들을 고려

하면, CopA3에 의한 Sp1 활성화가 survivin 전사 증가에 주요

한 선행 신호경로임을 알 수 있다. 실제 많은 연구에서도 Sp1

은 survivin 발현에 핵심 전사개시인자로 알려져 있다[3, 24]. 

예를 들어, 신경암세포에 tolfenamic acid를 처리하여 Sp1과 

Sp3 단백질을 억제하면 survivin 감소를 유발하여 세포자살이 

강하게 촉진된다[4]. 반대로 Sp1 유전자 과발현은 survivin 전

사를 유도하여 많은 세포에서 세포사멸이 억제된다고 알려져 

있다[3].

상기 결과들은 CopA3 자극이 Sp1 생산을 유도하고 이를 

통해 최종적으로 survivin 발현이 증가됨을 보여준다. 이 결과

는 또한 CopA3가 Sp1 유전자의 전사 과정을 증가시킬 수 있

다는 사실을 우리에게 보여준다. 기존 연구에서, Sp1 유전자의 

전사 과정이 Sp1 단백질 자신과 NF-Y, E2F 전사개시인자 등에 

의해 조절된다고 밝혀졌다[17]. 이를 종합해보면, CopA3는 

Sp1유전자의 전사를 활성화시켜 Sp1 단백질을 증대하고, 이

를 통해 최종 survivin 발현을 촉진하는 것으로 보인다. 일단 

CopA3 자극으로 Sp1이 양적으로 증가하면 양성-되먹임방식

으로 더욱 더 축적되어 survivin 발현을 최대로 촉진시키는 

것으로 추정된다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, 연구자 등은 본 연구를 통해서 
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강력한 세포사멸 억제 효능을 보이는 CopA3의 항세포사멸 

분자기작을 새롭게 제시하였다고 사려된다. 
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(대진대학교 과학기술대학 생명화학부 생명과학전공)

곤충에서 유래한 항균펩타이드 CopA3는 다양한 세포사멸 과정을 차단한다고 알려져 있다. 세균 톡신에 의한 

상피세포 세포사멸이나 6-hydroxy dopamine이 야기하는 신경세포 세포사멸 모두를 차단한다. 연구자 등은 최근

에 CopA3가 카스파제에 직접 결합하여 그들의 활성형-절단과정을 차단한다고 보고하였다. 하지만 강력한 CopA3

의 항세포사멸 효능을 설명하기 위해서는 추가적인 규명이 필요한 실정이다. 본 연구에서는 세포사멸경로의 핵심 

억제인자인 survivin 발현에 미치는 CopA3의 영향을 확인하였다. 인간 대장상피세포(HT29)에 CopA3를 처리한 

뒤 survivin 발현을 추적한 결과, survivin 단백질 양이 유의하게 증가함을 확인하였다. RT-PCR을 통해서 CopA3

가 survivin 유전자의 전사를 증가시킴을 확인하였다. 그리고 CopA3 자극이 Sp1 발현을 증가시키는 사실과, Sp1

억제 물질인 tolfenamic acid 처리가 CopA3에 의한 survivin 증가를 차단한다는 결과들을 바탕으로 우리는 

CopA3가 Sp1을 통해 survivin 발현을 유도한다는 최종 결론을 도출하였다. 한편 본 연구를 통해서 CopA3의 강력

한 항세포사멸 효능을 설명할 수 있는 분자기작을 새롭게 제시하였다고 사려된다. 

2008. Survivin repression by p53, Rb and E2F2 in normal 

human melanocytes. Carcinogenesis 29, 194-201.

22. Small, S., Keerthivasan, G., Huang, Z., Gurbuxani, S., Crispi-

no, J. D. 2010. Overexpression of survivin initiates hemato-

logic malignancies in vivo. Leukemia 24, 1920-1926.

23. Tomicic, M. T., Christmann, M. and Kaina, B. 2010. Topote-

can triggers apoptosis in p53-deficient cells by forcing deg-

radation of XIAP and survivin thereby activating caspase-3- 

    mediated Bid cleavage. J. Pharmacol. Exp. Ther. 332, 316-325.

24. Xu, R., Zhang, P., Huang, J., Ge, S., Lu, J. and Qian, G. 2007. 

Sp1 and Sp3 regulate basal transcription of the survivin 

gene. Biochem. Biophy. Res. Commun. 356, 286-292.

25. Xu, W., Ngo, L., Perez, G., Dokmanovic, M. and Marks, P. 

A. 2006. Intrinsic apoptotic and thioredoxin pathways in hu-

man prostate cancer cell response to histone deacetylase 

inhibitor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 103, 15540-15545.



<<
  /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 true
  /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 true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /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 true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /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 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

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /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.)
  >>
  /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 [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


