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Na-зависимый фосфатный транспортер NaPi2b относится к мембранным гликопротеинам и участ-
вует в поддержании фосфатного гомеостаза в организме человека. В силу мембранной локализации
и повышенной экспрессии в ряде злокачественных новообразований NaPi2b считается привлека-
тельной мишенью для терапии моноклональными антителами. В составе NaPi2b есть большой вне-
клеточный домен с эпитопом МХ35, к которому уже получены моноклональные антитела (моноАТ),
в том числе терапевтические. Нами изучено распознавание эпитопа МХ35 моноАТ L2(20/3) в клет-
ках рака яичника OVCAR-4 и в клетках Escherichia coli BL21 (DE3), где не происходит N-гликозили-
рования и затруднено образование дисульфидных связей. Методом иммуноблотинга показано, что
распознавание эпитопа МХ35 Na-зависимого фосфатного транспортера NaPi2b моноАТ L2(20/3) в
присутствии дитиотреитола снижается в лизатах клеток OVCAR-4, но не в лизатах клеток бактерий,
экспрессирущих NaPi2b.
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Поиск новых мишеней для разработки таргет-
ных препаратов против онкологических заболе-
ваний, а также изучение механизмов распознава-
ния таких мишеней моноклональными антитела-
ми (моноАТ) относится к актуальным задачам
современной онкологии. В силу мембранной ло-
кализации и повышенной экспрессии в опухоле-
вых клетках ряда карцином Na-зависимый фос-
фатный транспортер NaPi2b рассматривают как
одну из таких потенциальных мишеней. NaPi2b ‒
мембранный гликопротеин, который участвует в
поддержании фосфатного гомеостаза в организме
человека путем абсорбции неорганического фос-
фата в тонком кишечнике и ряде других органов и
тканей [1]. NaPi2b имеет несколько трансмембран-
ных доменов, в том числе большой внеклеточный
домен (ВКД), а также цитоплазматические N- и
С-концевые домены [2].

К эпитопу МХ35 NaPi2b получен ряд антител,
включая моноАТ L2(20/3) [3]. Интересно, что рас-

познавание эпитопа MX35 этими антителами чув-
ствительно к восстанавливающим агентам типа ди-
тиотреитола (ДТТ) [2, 3]. Известно, что в состав
ВКД NaPi2b (188‒361 а.о.) входит 4 остатка ци-
стеина (в позициях 303, 322, 328 и 350) и 6 потен-
циальных сайтов N-гликозилирования (позиции
295, 308, 313, 321, 335 и 340). Мы предположили,
что при восстановлении дисульфидных связей, по-
тенциально образуемых между остатками цистеина,
происходит изменение конформации ВКД. В ре-
зультате углеводные цепи гликозилированного
NaPi2b, синтезированного в клетках эукариот с
характерными для них процессами гликозилирова-
ния белков, экранируют эпитоп MX35, препятствуя
тем самым связыванию с ним антител. С целью
проверить эту гипотезу мы исследовали связы-
вание моноАТ против эпитопа МХ35 с NaPi2b, син-
тезированным в клетках рака яичника OVCAR-4,
эндогенно экспрессирующих NaPi2b, и в клетках
Escherichia coli, где образование дисульфидных свя-
зей затруднено [4] и отсутствует гликозилирова-
ние транслируемых белков [5].

Цель работы ‒ изучение особенностей распо-
знавания моноАТ эпитопа МХ35 Na-зависимого

Список сокращений: ВКД ‒ большой внеклеточный домен
(NaPi2b); ДТТ ‒ дитиотреитол; моноАТ ‒ моноклональ-
ные антитела; GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase) ‒ глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа; GST
(glutathione-S-transferase) ‒ глутатион-S-трансфераза.
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фосфатного транспортера NaPi2b, синтезирован-
ного в клетках бактерий и эукариот.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Плазмидные векторы

Для экспрессии рекомбинантного большого
внеклеточного домена NaPi2b, внутри которого
идентифицирован эпитоп МХ35, в клетках бакте-
рий использовали плазмидный вектор pGEX-4T-1
со вставкой фрагмента гена SLC34A2, кодирую-
щего ВКД NaPi2b (188‒361 а.о.), слитого с геном
глутатион-S-трансферазы (GST).

Бактериальные штаммы, клеточные 
линии, питательные среды

В исследовании использовали клетки бактерий
Escherichia coli BL21(DE3), которые культивировали
в среде LB (PanReac AppliСhem, Германия) с до-
бавлением 100 мкг/мл ампициллина (Thermo
Fisher Scientific, США); клетки рака яичника ли-
нии OVCAR-4 (ATCC, США), эндогенно экс-
прессирующие NaPi2b, а также клетки рака яични-
ка линии OVCAR-8, которые не экспрессировали
транспортер. Опухолевые клетки культивировали в
питательной среде RPMI-1640 (“ПанЭко”, Рос-
сия) с добавлением 2 мМ аланил-глутамина
(“ПанЭко”), 10% эмбриональной телячьей сы-
воротки (ООО “Диаэм”, Россия) и смеси антибио-
тиков пенициллина и стрептомицина (“ПанЭко”).

Антитела
В работе использованы мышиные моноАТ

L2(20/3) [3], направленные против эпитопа MX35
ВКД NaPi2b (188‒361 а.o.); мышиные моноАТ
N-NaPi2b (15/1) [6], направленные против N-кон-
цевого домена NaPi2b; мышиные моноАТ против
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH)
(Thermo Fisher Scientific) и конъюгированные c пе-
роксидазой хрена (HRP) поликлональные козьи ан-
титела против IgG мыши (Thermo Fisher Scientific).

Получение лизата клеток E. coli
Вектор pGEX-4T-1 со вставкой фрагмента гена

SLC34A2 (562‒1083 п.н.) трансформировали в клет-
ки E. coli BL21(DE3) методом теплового шока.
Для индукции экспрессии рекомбинантного ВКД
NaPi2b клетки инкубировали в течение 3 ч при
37°C в присутствии 1 мМ изопропил-β-D-тиога-
лактопиранозида (ИПТГ) (PanReac AppliChem, Ис-
пания).

Осадок клеток, полученный после центрифу-
гирования при 3300 g, ресуспендировали в лизи-
рующем буфере (25 мМ HEPES, рН 7.2, 200 мМ
NaCl, 5% глицерин) с добавлением ингибиторов
протеаз и фосфатаз (Thermo Fisher Scientific). Клет-

ки разрушали ультразвуковой обработкой с исполь-
зованием UP50H Ulrtasonic Processor (Hielcsher,
Германия) при частоте 50 Гц, в импульсном ре-
жиме 1 и при выходной мощности 80%, 7 циклов
по 10 с, на льду. Лизаты последовательно разделя-
ли на три фракции: тотальная (Т), супернатант
(С) и нерастворимый осадок (О).

Получение лизатов клеток OVCAR-4 и OVCAR-8

Для получения лизатов клеток линий рака яич-
ника OVCAR-4 и OVCAR-8 использовали лизиру-
ющий буфер RIPA (Thermo Fisher Scientific): 25 мM
Tris-HCl, pH 7.6, 150 мM NaCl, 1% NP-40, 1% де-
зоксихолат натрия, 0.1% SDS ‒ с добавлением ин-
гибиторов протеаз и фосфатаз (Thermo Fisher Sci-
entific). Лизаты осветляли центрифугированием
при 21 000 g в течение 30 мин при 4°С.

Электрофоретический анализ лизатов

Электрофорез образцов лизатов проводили в
10%-ном SDS-ПААГ в камере для вертикального
электрофореза Mini-PROTEIN Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, США) в течение 90 мин при напря-
жении 120 В. Для восстановления дисульфидных
связей в буфер для загрузки образцов (0.25 М Tris-
HCl, pH 6.8, 30% глицерин, 0.15% бромфеноло-
вый синий, 10% SDS) добавляли ДТТ до конеч-
ной концентрации 0.5 М.

Наличие экспрессии ВКД NaPi2b во фракциях
лизата трансформантов E. coli анализировали элек-
трофорезом в тех же условиях по окрашиванию
Кумасси G-250 (“Диаэм”, Россия).

Для анализа результатов электрофоретического
разделения белков использовали гель-документи-
рующую систему ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).

Иммуноблотинг

После завершения электрофореза гель пере-
носили на мембрану PVDF (Thermo Fisher Scien-
tific). Мембрану блокировали 5%-ным BSA в бу-
фере ТBS-T (50 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 149 мМ NaCl,
0.05% Tween 20) и инкубировали сначала с мыши-
ными моноАТ, а затем c HRP-мечеными козьими
антителами против IgG мыши (см. подраздел “Ан-
титела”). Для контроля загрузки белка использо-
вали моноАТ против GAPDH. Хемилюминисцент-
ный сигнал детектировали на приборе ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad) с использованием программы
Image Lab (Bio-Rad).

Все эксперименты проводили в трех повторах.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия рекомбинантного 

фрагмента ВКД NaPi2b в клетках E. coli
Вектор pGEX-4T-1 со вставкой участка гена

SLC34A2 (562‒1083 п.н.), кодирующего ВКД
NaPi2b (188‒361 а.о.), слитого с геном GST, транс-
формировали в клетки E. coli BL21(DE3) c индукци-
ей экспрессии вектора под действием ИПТГ.

Экспрессию рекомбинантного фрагмента ВКД
NaPi2b, содержащего эпитоп МХ35, анализиро-
вали электрофорезом в SDS-ПААГ (рис. 1).

На электрофореграмме на уровне 44 кДа видна
полоса, соответствующая ожидаемой молекуляр-
ной массе фрагмента ВКД NaPi2b (174 а.o.), сли-
того с GST (226 а.o.). При сравнении с образцом
клеток без индукции экспрессии повышенная
экспрессия ВКД NaPi2b зарегистрирована пре-
имущественно в тотальной фракции лизата (рис. 1,
Т4) и во фракции нерастворимого осадка (рис. 1,
О6), но не в супернатанте (рис. 1, С5). Таким об-
разом, показано, что целевой продукт экспресси-
руется в клетках E. coli и накапливается в нерас-
творимой фракции лизата ‒ скорее всего, в тель-
цах включения.

Иммуноблотиг лизатов E. coli 
и клеток двух линий рака яичника

Связывание моноАТ с эпитопом МХ35 внутри
ВКД NaPi2b в присутствии и в отсутствие ДТТ

анализировали методом иммуноблотинга лизатов
клеток E. coli BL21 (DE3), экспрессирующих ВКД
NaPi2b, и клеток OVCAR-4 рака яичника. В каче-
стве отрицательного контроля использовали ли-
заты клеток OVCAR-8 рака яичника, не экспрес-
сирующие NaPi2b.

Результаты иммуноблотинга лизатов клеток
OVCAR-4 и OVCAR-8 представлены на рис. 2.

Показано, что в образцах лизатов клеток
OVCAR-4 без ДТТ антитела L2(20/3) связывают-
ся с белком с молекулярной массой около 100 кДа,
соответствующей гликозилированной форме
NaPi2b. В присутствии ДТТ интенсивность этой
полосы снижалась (рис. 2а, дорожка 2). При ис-
пользовании антител N-NaPi2b (15/1), направ-
ленных против N-концевого домена NaPi2b, ин-
тенсивность полосы не изменялась в присутствии
ДТТ (рис. 2b, дорожки 5, 6). Полное отсутствие
сигнала в образцах лизатов клеток OVCAR-8, как
с антителами L2(20/3) (рис. 2а, дорожки 3, 4), так
и N-NaPi2b (15/1) (рис. 2b, дорожки 7, 8), под-
тверждает отсутствие экспрессии NaPi2b в этих
клетках и специфичность использованных анти-
тел.

Из рис. 3 видно, что моноАТ L2(20/3) специ-
фически связываются с полосой в лизатах клеток
OVCAR-4, соответствующей гликозилированной
форме транспортерa NaPi2b, а в присутствии ДТТ
интенсивность этой полосы снижается (рис. 3b, до-
рожка 4). Важно отметить, что антитела L2(20/3)

Рис. 1. Анализ экспрессии ВКД NaPi2b в клетках E. coli BL21(DE3). М – маркер молекулярной массы белков PageRuler
Plus (#26620; Thermo Fisher Scientific, США); Т – тотальный лизат; С – супернатант; О – нерастворимый осадок. 
Fig. 1. Expression of NaPi2b large extracellular domain (ECD) in E. coli BL21(DE3) cells. M is a marker of the molecular mass
of proteins PageRuler Plus (#26620; Thermo Fisher Scientific, USA); T—total lysate; C—supernatant; O—insoluble pellet.
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связываются с двумя характерными полосами в
лизатах клеток OVCAR-4, что, как мы предпола-
гаем, соответствует двум изоформам белка: 690 а.о.
(рис. 3b, верхняя полоса) и 689 а.о. (рис. 3b, ниж-
няя полоса), ‒ которые имеют разную электрофо-

ретическую подвижность. Аналогичный результат
для белка NaPi2b был получен ранее Литуевым и
Киямовой [7].

Как видно, присутствие ДТТ не влияет на свя-
зывание моноАТ L2(20/3) с эпитопом MX35 в со-

Рис. 2. Иммуноблотинг лизатов клеток OVCAR-4 и OVCAR-8 с антителами к ВКД (а) и N-концевому домену
(b) NaPi2b. На каждую лунку нанесено по 20 мкг лизата клеток OVCAR-4 или OVCAR-8. 
Fig. 2. Immunoblotting of OVCAR-4 and OVCAR-8 cell lysates with antibodies to ECD (a) and to N-terminal domain (b) of the
NaPi2b. Twenty micrograms of OVCAR-4 or OVCAR-8 cell lysate were applied to each well.
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Рис. 3. Анализ связывания моноАТ L2(20/3) с содержащим эпитоп МХ35 фрагментом ВКД NaPi2b, экспрессирован-
ным в клетках E. coli BL21(DE3) (a), и с белком NaPi2b клеток OVCAR-4 (b). Клетки OVCAR-8 ‒ негативный конто-
роль; GAPDH ‒ внутренний контроль. На лунки нанесено 20 мкг лизата клеток OVCAR-4 или OVCAR-8 или 5 нг не-
растворимой фракции лизата клеток E. coli. 
Fig. 3. Analysis of the binding of monoABs L2(20/3) to the NaPi2b ECD fragment containing the MX35 epitope, expressed in
E. coli BL21(DE3) cells (a), and to the NaPi2b protein of OVCAR-4 cells (b). OVCAR-8 cells – negative control; GAPDH –
internal control. Twenty micrograms of OVCAR-4 or OVCAR-8 cell lysate or 5 ng of insoluble fraction of E. coli cell lysate were
applied to the wells.
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Рис. 4. Схематичная конформация ВКД NaPi2b в присутствии ДТТ в клетках OVCAR-4 (a) и в клетках E. coli (b). 
Fig. 4. Schematic conformation of NaPi2b ECD in the presence of DTT in OVCAR-4 (a) and in E. coli (b) cells.
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ставе рекомбинантного ВКД NaPi2b в лизатах
клеток E. coli (рис. 3а, дорожка 2). Следует отме-
тить наличие второй специфической полосы на
уровне 36‒38 кДа, (рис. 3а, дорожки 1 и 2), кото-
рая, вероятно, представляет собой деградирован-
ную форму ВКД NaPi2b.

На основании полученных результатов можно
предположить, что при восстановлении дисульфид-
ных связей нативная конформация ВКД NaPi2b из-
меняется и эпитоп MX35 маскируется углеводны-
ми цепями, которые синтезируются в клетках эу-
кариот (здесь: OVCAR-4), в то время как в E. coli
эпитоп остается доступным для антител в связи с
отсутствием гликозилирования в бактериальных
клетках (рис. 4).

Модель, представленная на рис. 4, содержит
одну дисульфидную связь между остатками ци-
стеинов в позициях 303 и 350, а также 5 потенци-
альных сайтов N-гликозилирования, согласно
опубликованным данным [2].

Модель ВКД NaPi2b, 
предсказанная с помощью AlphaFold

Для изучения возможных дисульфидных свя-
зей внутри ВКД NaPi2b мы использовали модель
трехмерной структуры этого белка (идентифика-
тор AlphaFoldDB − AF-O95436-F1), предсказан-

ную с помощью DeepMind AlphaFold [8]. Соглас-
но этой модели, в области ВКД NaPi2b могут обра-
зовываться две дисульфидные связи: С303-С350 и
С322-С328. Дисульфидная связь С322-С328, по-ви-
димому, поддерживается за счет “жесткого” изгиба
полипептидной цепи, формируемого пролином в
позиции 325 (рис. 5).

Интересно отметить, что наличие двух по-
тенциальных дисульфидных связей внутри ВКД
NaPi2b, предсказанных с помощью DeepMind Al-
phaFold, не совпадает с экспериментальными дан-
ными B. Yin с соавт. [2], которые обнаружили толь-
ко одну дисульфидную связь в этом регионе бел-
ка. Так что число дисульфидных связей,
образуемых четырьмя остатками цистеина, вхо-
дящими в состав ВКД NaPi2b, еще предстоит
определить.

Таким образом, впервые показано, что при-
сутствие восстанавливающего дисульфидные свя-
зи агента не влияет на взаимодействие моноАТ
L2(20/3) с эпитопом MX35 белка NaPi2b в лизатах
клеток бактерий, но существенно снижает связы-
вание в лизатах клеток эукариот ‒ OVCAR-4, эндо-
генно экспрессирующих NaPi2b. Модель NaPi2b,
предсказанная с помощью AlphaFold, в целом, не
противоречит выдвинутой нами гипотезе о роли
гликанов эукариотических клеток в экранировании
эпитопа MX35 в “расшитом” ДТТ белке NaPi2b.
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Полученные данные позволят лучше понять
особенности распознавания эпитопа MX35 в со-
ставе большого внеклеточного домена Na-зависи-
мого фосфатного транспортера NaPi2b в опухоле-
вых клетках терапевтическими антителами, что
важно как для понимания фундаментальных ос-
нов структуры и функций мембранных белков,
так и для разработки новых, более эффективных
противоопухолевых препаратов.
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Рис. 5. Модель ВКД NaPi2b, предсказанная с помо-
щью программы DeepMind AlphaFold (идентифика-
тор AlphaFoldDB − AF-O95436-F1). На рисунке вы-
делены остатки цистеина в позициях 303, 322, 328 и
350; аспарагина в позициях 295, 308, 313, 321, 335 и
340; пролина в позиции 325. Визуализация выполнена с
помощью инструмента Mol* (https://molstar.org/). 
Fig. 5. The NaPi2b ECD model predicted by the Deep-
Mind AlphaFold program (AlphaFoldDB identifier is AF-
O95436-F1). Cysteine at positions 303, 322, 328, and 350;
asparagine at positions 295, 308, 313, 321, 335 and 340;
and proline at position 325 are highlighted in the figure.
Visualization was performed using the Mol* tool
(https://molstar.org/).
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Recognition of the Na-Dependent Phosphate Transporter NaPi2b
by Monoclonal Antibodies in Bacterial and Eukaryotic Cells

A. V. Korotaevaa, L. F. Bulatovaa, R. A. Vlasenkovaa, and R. G. Kiyamovaa, #

aBiomarker Research Laboratory, Institute of Fundamental Medicine 
and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia

#e-mail: kiyamova@mail.ru

Abstract—The Na-dependent phosphate transporter NaPi2b belongs to membrane glycoproteins and is in-
volved in maintaining phosphate homeostasis in the human body. Due to the membrane location and over-
expression in several malignancies, NaPi2b is considered an attractive target for monoclonal antibody thera-
py. NaPi2b has a large extracellular domain (ECD) with the MX35 epitope, to which monoclonal antibodies
(monoAbs), including therapeutic ones, have already been obtained. We have studied the recognition of the
MX35 epitope by monoAb L2(20/3) in OVCAR-4 ovarian cancer cells and in Escherichia coli BL21 (DE3)
cells wherein post-translational modifications of proteins, including N-glycosylation, do not occur and di-
sulfide bonds are difficult to form. Immunoblotting showed that, in the presence of dithiothreitol, the recog-
nition of the MX35 epitope of the Na-dependent phosphate transporter NaPi2b by monoAb L2(20/3) was
reduced in OVCAR-4 ovarian cancer cells lysates, but not in NaPi2b-expressing bacterial cells.

Keywords: NaPi2b, epitope, monoclonal antibody, OVCAR-4, Escherichia coli



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


