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·基础研究· 

靶向干扰细胞周期检验点激酶 2 增强 5-氟尿嘧啶对鼻咽癌细胞
SUNE-1的毒性作用研究 
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【摘  要】目的  探讨靶向抑制细胞周期检验点激酶 2（Chk2）对 5-氟尿嘧啶（5-FU）抗鼻咽癌鳞状上皮细胞 SUNE-1
的增敏作用。方法  根据 Chk2 基因设计 siRNA 干扰序列, 在 mRNA 和蛋白水平检测其干扰效果; 通过细胞生长曲线
观察 Chk2 siRNA对 SUNE-1细胞增殖能力的影响; 通过细胞毒性试验检测 Chk2 siRNA是否影响 SUNE-1细胞对代谢
类抗肿瘤药 5-FU 的敏感性; 采用 AnnexinⅤ/PI 双染方法检测细胞凋亡的变化情况。结果  所采用的 siRNA 在 mRNA
和蛋白水平均显著降低 SUNE-1细胞中 Chk2表达, 验证了该 siRNA的干扰效果; Chk2 siRNA对 SUNE-1细胞增殖能力
无显著影响, 但能显著增强 5-FU的细胞毒作用（P＜0.05）; 细胞凋亡检测结果显示, Chk2 siRNA显著增加 5-FU引起
的 SUNE-1 细胞凋亡水平。结论  尽管 Chk2 对 SUNE-1 细胞生存和增殖不发挥关键作用, 但在 5-FU 引起的细胞损伤
中对细胞起保护作用, 该作用与其抑制 5-FU引起的细胞凋亡有关, 因此 Chk2可成为在鼻咽癌治疗中增强 5-FU的疗效
的靶点。 
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Enhanced sensitivity of nasopharyngeal carcinoma SUNE-1 cells to 5-FU by 
Chk2 knockdown 
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(1Research Center of Medical Sciences, Guangdong Academy of Medical Sciences, Guangdong General Hospital, Guangzhou 510080, 
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【Abstract】 Objective  To investigate the chemosensitization of Chk2 inhibition to 5-FU against nasopharyngeal squamous 
epithelial cell line SUNE-1. Methods  Chk2 siRNA was designed according to the mRNA sequence of Chk2, and its effect was 
confirmed by RT-PCR and Western blotting in SUNE-1 cells. Cell growth assay was evaluated to determine the impact of Chk2 
siRNA on the proliferation ability of SUNE-1 cells and MTT assay was used to determine the chemosensitization of Chk2 siRNA to 
5-FU. Finally, apoptotic cells was stained with Annexin Ⅴ/PI and examined by flow cytometry. Results  Chk2 siRNA significantly 
reduced mRNA and protein levels of Chk2 in SUNE-1 cells, which confirmed the knockdown effect of Chk2 siRNA. Cell growth 
assay showed that Chk2 siRNA did not influence the proliferation of SUNE-1 cells. However, Chk2 knockdown significantly 
enhanced the cytotoxicity and apoptosis of SUNE-1 cells caused by 5-FU. Conclusion  Chk2 hinders the toxic effect of 5-FU on 
SUNE-1 cells, which can be enhanced by Chk2 inhibition. Therefore, Chk2 can be proposed as a target to increase the effect of 
chemotherapeutic agent, such as 5-FU, in clinical treatment on nasopharyngeal carcinoma. 
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作为目前常用的广谱抗肿瘤药之一, 5-氟尿嘧
啶（5-fluorouracil, 5-FU）广泛用于治疗多种实体肿
瘤, 如鼻咽癌、消化道肿瘤、乳腺癌、卵巢癌、膀

胱癌等。5-FU属尿嘧啶抗代谢药, 其药理作用主要
是通过抑制细胞 DNA 的合成, 引起 DNA 受损, 从
而干扰肿瘤细胞的增殖。然而与多数肿瘤化疗药相
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似, 5-FU 具有骨髓抑制等多种毒副作用, 可在用药
期间诱发患者严重不良反应。如何增加恶性肿瘤细

胞对于该类化疗药物敏感性、增强药效、减少用药

剂量和毒副反应的发生一直是抗肿瘤治疗研究的重

要课题[1]。 
细胞周期检验点是机体细胞应答 DNA 损伤的

主要机制之一 , 其作用是在细胞增殖周期中保证
DNA 的完整性。DNA 损伤可激活细胞周期检验点, 
进而导致周期阻滞和 DNA修复。对于恶性肿瘤细胞
来说, 细胞周期检验点介导 DNA 损伤修复的作用
可降低化疗药物对细胞的杀伤作用, 进而导致肿瘤
耐药[2-5]。因而, 以细胞周期检验点或 DNA 修复机
制中关键蛋白为靶点的肿瘤治疗策略可克服细胞周

期检验点对化疗药物作用的影响, 从而增加肿瘤对
DNA损伤剂的敏感性[6,7]。 

细胞周期检验点激酶 2（cell cycle checkpoint 
kinase 2, Chk2）在细胞周期检验点中非常关键, 通
常对于 DNA 双链断裂等类型的损伤有较明显的应
答作用, 有关Chk抑制剂增加肿瘤细胞对DNA损伤
剂敏感性的研究亦受到广泛关注[8,9]。本文通过抑制

Chk2 表达, 观察其对 5-FU 抗鼻咽癌细胞的细胞毒
性影响。 

1  材料与方法 

1.1  药品 

5-FU购于 Sigma公司。鼻咽低分化鳞状上皮细
胞癌细胞系 SUNE-1 由中山医科大学肿瘤研究所惠
赠, 本室保存, 以含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培
养液, 37℃、5% CO2培养。 

1.3  RNA干扰序列设计 

根据 GenBank中提供的 Chk2基因序列设计针对
Chk2的 siRNA序列（广州锐博生物有限公司合成）: 
5'-GAACCTGAGGACCAAGAACdTdT-3'; 选择不针
对任何基因的 siRNA序列（mock siRNA）作为阴性对
照: 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’。 

1.4  细胞转染:  

使用 Lipofect AMINETM2000 脂质体（Life 
Technologies公司, 美国）进行转染, 所有操作按产
品说明书进行。转染后 48 h进行基因干扰效果测定。 

1.5  细胞生长抑制实验 

采用磺酰罗丹明 B（Sulforhodamine, SRB）法
检测药物的细胞毒作用。将处于对数生长期的贴壁

细胞以 200μL/孔接种于 96 孔培养板, 贴壁生长 24 h
后转染 siRNA, 后于 37℃、5% CO2条件下培养 48 h。

取出培养板, 每孔加入 50％（m/V）的三氯乙酸 50µl
固定细胞, 4℃放置 l h。弃固定液, 用蒸馏水洗涤 5
次, 空气中自然干燥。每孔加 SRB溶液 100 µl, 室温
下放置 10～30 min。去上清液, 1%醋酸洗涤 5次, 空
气干燥。最后加入 150 μl/孔的 Tris 溶液, 于平板振
荡器上振荡 5min。酶联免疫检测仪（Model3550, 
Bio-Rad）于 515nm处测定 OD值。设置三个复孔。 

1.6  Annexin V/PI双染检测细胞凋亡 

根 据 Annexin V/PI 双 染 试 剂 盒 说 明 书
（Biovision 公司, 美国）进行操作, 流式细胞监测
仪检测 AnnexinⅤ阳性的凋亡细胞。 

1.7  Western blot方法检测 Chk2表达 

细胞转染 siRNA 48 h和 72 h后, 用 PBS冲洗 2
遍, 加入细胞裂解液, 4℃裂解 20 min, 12 000 g 4℃
离心 15 min, 收集上清液, Bradford法测蛋白浓度。
将样品加入到样品槽中, 进行电泳。电泳完毕后, 在
半干转膜仪上转膜。之后, 依次室温振摇封闭 2 h、
一抗室温孵育 2 h、相应的二抗孵育 1 h。洗膜后化
学发光增强剂进行显影。以β-actin作为内参对照。 

1.8  RT-PCR方法检测 Chk2 mRNA水平 

细胞转染 siRNA 48 h 和 72 h 后, 采用 TRIzol
（Invitrogen公司, 美国）提取总 RNA, 紫外分光光
度计测定 RNA的浓度和质量。采用 Super-ScriptTM
一步法 RT-PCR 试剂盒（Invitrogen 公司, 美国）对
mRNA水平进行检测。反应体系为 25 μl, 扩增反应时
加入总 RNA 1 μg作为模板。反应条件如下: 50℃× 
30 min反转录, 之后 94℃×30 s, 56℃×30 s, 72℃×
45 s, 39 个循环, 最后延伸反应 72℃×10 min。以
GAPDH 作为内参对照。反应完成后将产物进行琼
脂糖电泳, 凝胶成像仪照相并分析结果。RT-PCR引
物如下: GAPDH上游引物 5′-CGGAGTCAACGGA- 
TTTGGTCGTAT-3′, GAPDH 下游引物 5′-GTCTT- 
CACCACCATGGAGAAGGCT-3′; Chk2 上游引物
5′-ATGTCTCGGGAG TCGGATGT-3′, Chk2 下游引
物 5′-TCTTGCTGTATGTTCGGTAT-3′。 

1.9  统计学处理 

采用 SPSS12.0 软件进行单因素方差分析。P＜
0.05为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  SUNE-1细胞中 Chk2 siRNA干扰效果检测 

将 Chk2 siRNA转染 SUNE-1细胞, 48 h后通过
RT-PCR方法检测细胞内 Chk2 mRNA水平, Western 
Blot 法检测蛋白的表达水平, 从而明确干扰效果。
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结果表明, Chk2 siRNA序列可显著降低细胞中Chk2
的 mRNA与蛋白水平, 而 mock siRNA不影响细胞
内 Chk2水平（图 1）。 

2.2  Chk2 siRNA对 SUNE-1细胞增殖的影响 

将 siRNA转染后的细胞接种到 24孔板中, 设置
三个复孔, 每天计数各组细胞数, 至转染后 6 d。结果
显示, Chk2 siRNA对细胞增殖能力无显著影响（P＞
0.05; 图 2）。 

 

 
 

图 1  Chk2 siRNA 干扰效果检测 
Figure 1  Knockdown effect of Chk2 siRNA 

A: Chk2 mRNA; B: Chk2蛋白 
 

 
 

图 2  Chk2 siRNA 对 SUNE-1 细胞增殖作用的影响 
Figure 2  Effect of Chk2 siRNA on proliferation of SUNE-1 

2.3  Chk2 siRNA增加 SUNE-1细胞对 5-FU的敏感性 

将 siRNA 转染 SUNE-1 细胞后, 用不同浓度
5-FU（0.05, 0.25, 1.25, 6.25 µmol/L）处理细胞后 48  h
收集细胞, 检测不同 siRNA 对 5-FU 细胞毒性的影
响。结果显示, Chk2干扰可增强 5-FU对 SUNE-1细
胞的细胞毒作用。说明 Chk2 在 5-FU 诱导激活的
DNA 损伤应答中发挥重要作用, 抑制 Chk2 可增加
SUNE-1细胞对 5-FU的敏感性（图 3）。 

2.4  Chk2 siRNA增加 5-FU引起的 SUNE-1细胞
凋亡 

将 siRNA转染 SUNE-1细胞后, 以 5-FU处理细
胞, 48 h后收集细胞, 进行 AnnexinⅤ/PI双染检测细
胞凋亡水平。结果显示, Chk2 siRNA单独处理并不
引起 SUNE-1 细胞发生细胞凋亡, 但是可以显著增
强 5-FU引起的细胞凋亡水平（图 4）。 

 

 
 

图 3  Chk2 siRNA 显著增强 SUNE-1 对 5-FU 的敏感性 
Figure 3  Chk2 siRNA significantly enhanced sensibility of 

SUNE-1 to 5-FU 
与正常细胞比较, *P＜0.05, **P＜0.01; 与mock siRNA处理细胞比较, 
#P＜0.05, ##P＜0.01 

 

 
 

图 4  Chk2 siRNA 对 5-FU 致 SUNE-1 细胞凋亡的影响 
Figure 4  Effect of Chk2 siRNA on SUNE-1 apoptosis induced by 5-FU 

A: 流式细胞仪检测细胞凋亡; B: 细胞凋亡百分比。与正常细胞比较, *P＜0.05, **P＜0.01; 与 mock siRNA处理细胞比较, #P＜0.05, ##P＜0.01 
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3  讨  论 

细胞对 DNA 损伤的应答主要是通过 ATR/ 
ATM-Chk1/2 细胞周期检验点通路来调节[3]。ATM
和 ATR 是周期检验点网络中主要的上游信号传递
分子, 属于 PI3K类激酶（phosphoinositide 3- kinase- 
like kinase, PI3K）家族成员。活化的 ATM进一步
激活 Chk1/2及其下游激酶, 进而导致周期阻滞。作
为细胞周期检验点中的关键激酶, Chk1 和 Chk2 在
细胞 DNA 损伤的应答反应中具有重要作用, 因此
抑制其功能有利于提高 DNA 损伤剂对于细胞的杀
伤毒性[7-9]。然而, Chk抑制剂对特定 DNA损伤剂是
否具有增敏作用与 DNA损伤剂类型、肿瘤细胞系等
多种因素有关[10-15]。5-FU作为一种抗代谢类抗肿瘤
药, 在多种肿瘤细胞中被证明可激活 Chk2, 因此我
们选择 5-FU来研究抑制 Chk2对其的增敏作用。 

本研究中, 我们通过 siRNA 干扰有效地抑制了
Chk2在人鼻咽癌鳞状上皮细胞癌细胞株 SUNE-1中
的表达。Chk2干扰并未显著影响细胞的增殖速度和
细胞增殖能力, 亦未导致细胞凋亡, 这与其他成体
细胞中的结果相符[16-18], 说明 Chk2 在细胞正常增
殖过程中并不发挥主要作用, 因此, 对 Chk2的抑制
性治疗不会对正常细胞产生危害, 为这种治疗策略
提供了支持。而 Chk2干扰明显增加了 SUNE-1细胞
对 5-FU 的敏感性, 且该作用与 5-FU 所致的细胞凋
亡诱导抑制有关, 这可能是因为 Chk2 抑制造成细
胞周期检验点异常, 使之不能有效修复 5-FU造成的
DNA 损伤, 从而导致细胞对 DNA 损伤敏感性增强, 
这说明, Chk2 在 5-FU 引起的细胞损伤中对细胞起
保护作用, 而 Chk2 可成为鼻咽癌治疗中增强 5-FU
疗效的靶点。本研究为以细胞周期检验点蛋白为靶

点的 5-FU抗肿瘤增敏疗法提供了依据, 为提高该类
化疗药物的疗效、减少毒副反应奠定了分子生物学

基础。 

【参考文献】 

[1] Hurley LH. DNA and its associated processes as targets for 
cancer therapy[J]. Nat Rev Cancer, 2002, 2(3): 188-200. 

[2] Kohn KW, Jackman J, O'Connor PM. Cell cycle control and 
cancer chemotherapy[J]. J Cell Biochem, 1994, 54(4): 
440-452. 

[3] Hartwell LH, Kastan MB. Cell cycle control and cancer[J]. 
Science, 1994, 266(5192): 1821-1828. 

[4] Kastan MB, Bartek J. Cell-cycle checkpoints and cancer[J]. 
Nature, 2004, 432(7015): 316-323. 

[5] Zhou BB, Elledge SJ. The DNA damage response: putting 

checkpoints in perspective[J]. Nature, 2000, 408(6811): 
433-439. 

[6] 潘  宇, 邵荣光. 靶向细胞周期检验点的肿瘤治疗[J]. 解
放军医学杂志, 2008, 33(11): 1397-1399. 

[7] Pan Y, Ren KH, He HW, et al. Knockdown of Chk1 
sensitizes human colon carcinoma HCT116 cells in a 
p53-dependent manner to lidamycin through abrogation of a 
G2/M checkpoint and induction of apoptosis[J]. Cancer Biol 
Ther, 2009, 8(16): 1559-1566. 

[8] Helleday T, Petermann E, Lundin C, et al. DNA repair 
pathways as targets for cancer therapy[J]. Nat Rev Cancer, 
2008, 8(3): 193-204. 

[9] Ashwell S, Zabludoff S. DNA damage detection and repair 
pathways--recent advances with inhibitors of checkpoint 
kinases in cancer therapy[J]. Clin Cancer Res, 2008, 14(13): 
4032-4037. 

[10] Mukhopadhyay UK, Senderowicz AM, Ferbeyre G. RNA 
silencing of checkpoint regulators sensitizes p53-defective 
prostate cancer cells to chemotherapy while sparing normal 
cells[J]. Cancer Res, 2005, 65(7): 2872-2881. 

[11] Flatten K, Dai NT, Vroman BT, et al. The role of checkpoint 
kinase 1 in sensitivity to topoisomerase I poisons[J]. J Biol 
Chem, 2005, 280(14): 14349-14355. 

[12] Carrassa L, Broggini M, Erba E, et al. Chk1, but not Chk2, is 
involved in the cellular response to DNA damaging agents: 
differential activity in cells expressing or not p53[J]. Cell 
Cycle, 2004, 3(9): 1177-1181. 

[13] Playle LC, Hicks DJ, Qualtrough D, et al. Abrogation of the 
radiation-induced G2 checkpoint by the staurosporine 
derivative UCN-01 is associated with radiosensitisation in a 
subset of colorectal tumour cell lines[J]. Br J Cancer, 2002, 
87(3): 352-358. 

[14] Sugiyama K, Shimizu M, Akiyama T, et al. UCN-01 
selectively enhances mitomycin C cytotoxicity in p53 
defective cells which is mediated through S and/or G(2) 
checkpoint abrogation[J]. Int J Cancer, 2000, 85(5): 703-709. 

[15] Karnitz LM, Flatten KS, Wagner JM, et al. Gemcitabine- 
induced activation of checkpoint signaling pathways that 
affect tumor cell survival[J]. Mol Pharmacol, 2005, 68(6): 
1636-1644. 

[16] Zachos G, Rainey MD, Gillespie DA. Chk1-deficient tumour 
cells are viable but exhibit multiple checkpoint and survival 
defects[J]. EMBO J, 2003; 22(3): 713-723. 

[17] Chen Z, Xiao Z, Chen J, et al. Human Chk1 expression is 
dispensable for somatic cell death and critical for sustaining 
G2 DNA damage checkpoint[J]. Mol Cancer Ther, 2003, 2(6): 
543-548. 

[18] Zhang WH, Poh A, Fanous AA, et al. DNA damage-induced 
S phase arrest in human breast cancer depends on Chk1, but 
G2 arrest can occur independently of Chk1, Chk2 or 
MAPKAPK2[J]. Cell Cycle, 2008, 7(11): 1668-1677. 

 
（编辑: 任开环） 

 



<<
  /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 600
  /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 600
  /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 <<
    /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 [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


