Datum ............. B 1113 1 11 J S KrouZek ..........uuu....

Navod a protokol k praktickym cvi¢enim z l1ékaiské biochemie

Téma: Vybrané imunochemické metody

1. Uloha Imunoprecipitaéni kfivka lidského albuminu a stanoveni

koncentrace albuminu imunoturbidimetricky

Princip:

Reagencie:

a) Zasobni roztok lidského albuminu 1000 mg/1
b) Redéné berani antisérum proti lidskému albuminu

c) Fosfatovy pufr s 5 % PEG (polyethylenglykol) a 0,6 % NaCl, pH 7,2 0,01 mol/l

d) Neznamy vzorek albuminu

Pracovni postup:

Pti praci pouzivejte rukavice.

a) Priprava fedéni albuminu
Zasobni roztok lidského albuminu o koncentraci 1000 mg/I postupn¢ fedime 0,01 mol/l
fosfatovym pufrem s 5 % PEG geometrickou fadou (Tab. 1)

Tabulka 1
Zkfnilsill(\)’ky Pufr (ml) Roztok albumin (ml) KO;:)?;’]::LH(C;I;/{;‘ ce
1 - 0,4 (ze zasobniho roztoku) 1000
2 0,2 0,2 (ze zkum. 1) 500
3 0,2 0,2 (ze zkum. 2) 250
4 0,2 0,2 (ze zkum. 3) 125
5 0,2 0,2 (ze zkum. 4) 62,5
6 0,2 0,2 (ze zkum. 5) 31,25




b) Vlastni imunoprecipita¢ni reakce

Roztoky fedéného albuminu pipetujeme do novych zkumavek 1 — 6 (Cisla zkumavek
odpovidaji ¢islim zkumavek v tab. 1, v nichz jsou jednotliva fedéni albuminu). Do dalSich dvou
zkumavek 7 — 8 pipetujeme nefedény neznamy vzorek a tentyz vzorek, ktery nafedime fosfatovym
pufrem 1 + 1 (0,1 ml nefedéného vzorku a 0,1 ml pufru). Zkumavka 9 slouzi jako slepa zkouska.
Potom do vSech zkumavek pfidame fedéné antisérum proti lidskému albuminu podle tabulky 2.

Tabulka 2
. Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum.
Odmérit 1 2 3 4 5 6 7 8 9
v ml Albumin | Albumin [ Albumin | Albumin | Albumin Albumin Vzorek Vzorek Slepa
1000 mg/1 | 500 mg/1 | 250 mg/1 | 125 mg/l | 62,5 mg/l | 31,25 mg/l neted. fed. zkouska
Albumin = | 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 - - -
naredény
Vzorek - - - - - - 0,1 0,1 -
Pufr - - - - - - - - 0,1
Antisérum 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Obsah ve zkumavkach promichame a nechame 20 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Po
skonceni inkubace zmétime absorbanci jednotlivych fedéni albuminu a vzorku proti slepé zkousce v 1

cm kyvet¢ pii vinové délce 400 nm.

Vysledky:
Vysledky zapiste do tabulky 3.

Tabulka 3
Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. | Zkum. Zkum. Zkum. Zkum.
1 2 3 5 7 8
Albumin | Albumin | Albumin | Albumin Albumin Albumin Vzorek Vzorek
1000 mg/1 | 500 mg/l | 250 mg/l | 125 mg/l | 62,5mg/!1l | 31,25 mg/l neted. fed.
Ao
Vyhodnoceni:

a) Z nameétenych absorbanci fedéného albuminu a odpovidajicich koncentraci sestrojte

precipitaéni kiivku a popiste ji.

b) Linearni vzestupnou ¢ast kiivky pouzijte jako kalibra¢ni kiivku a odectéte z ni koncentraci
albuminu v nezndmém vzorku. Hodnotu fedéného vzorku je nutno nasobit dvéma. Porovnejte
vysledky ziskané u fedéného a nefedéného neznamého vzorku a vysvétlete.




Imunoprecipitaéni kiivka lidského albuminu

Koncentrace neznamého vzorku:
Nefedény vzorek:

Redény vzorek:

Zavér a zhodnoceni vysledkii:



2. Uloha Vyhodnocenijednoduché radialni imunodifiize pro stanoveni
celkovych IgG a IgM

Princip:

Hodnoceni:
a) Sestrojeni kalibraéni kiivky
Zmeéite pramery precipitatli standardnich roztokd oznacenych S; — Sg pomoci specialniho
méfitka a odedtéte druhou mocninu — d”. Dopliite d* standarda do tabulky 4.

Tabulka 4
Cislo d* (mm?) Koncentrace standardi | Koncentrace standardi
standardu pro IgM (g/1) pro IgG (g/1)
1 1,8 18,0
2 1,6 16,2
3 1.4 14,4
4 1,2 12,6
5 1,0 10,8
6 0,8 9,0
7 0,6 7,2
8 0,4 5,4

Druhé mocniny prumeéri standardi a jejich odpovidajici koncentrace vyneste do grafu na
milimetrovy papir, d* na osu y a koncentraci na osu x.



Kalibraé¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace celkovych Ig'....

b) Urceni koncentrace IgG nebo IgM v neznamych vzorcich
Zmeite pramery prstenct 5 neznamych vzorkt, odectéte druhou mocninu a z kalibracni
ktivky odectéte jejich koncentrace.

Koncentrace Ig'.... v neznamych vzorcich

Vysledky zapiste do tabulky 5.

Tabulka 5
Koncentrace Ig'......
Vzorek d? (mm?) @/l g
1
2
3
4
5

" Doplite t¥idu Ig (uvedena na desti¢ce)



3. Uloha Stanoveni specifickych protilatek pomoci ELISA metody

Princip:

Reagencie:

a) ELISA strip (prouzek) s navazanym antigenem (8 jamek) (strip je zasazen do ramecku)
b) pozitivni kontrola

¢) negativni kontrola

d) cuf-off kontrola

e) neznamy vzorek séra ¢. 1

f) neznamy vzorek séra €. 2

g) konjugat anti-Ig/znaceny peroxidasou

h) promyvaci roztok

i) fedici roztok vzorkl

j) substratovy roztok (TMB —37,37",5",5"" tetramethylbenzidin a peroxid vodiku)
k) zastavovaci (stop) roztok (kyselina sirova 0,2 mol/l) ZIRAVINA

Pracovni postup:
P#i praci pouZivejte rukavice.
Redéni vzorku a standardi

Redéni neznamych vzorku

Kazdy vzorek budeme vysetfovat nafedény fedicim roztokem timto zpisobem: 1 dil vzorku + 100
dilt fediciho roztoku. Redéni provadime v mikrozkumavkach, které oznac¢ime VZ1 a VZ2 (viz tabulka
6).

Tabulka 6
Zkumavka 1 Zkumavka 2
Redici roztok 1,0 ml 1,0 ml
VZ 1 0,010 ml -
VZ2 — 0,010 ml

Obsah v mikrozkumavkach promichavame na vortexu.




Vlastni provedeni ELISA metody

a) NanaSeni vzorki a kontrol

Podle rozpisu vzorkt v tabulce 7 pfidaime na dno jednotlivych jamek mikrotitracniho prouzku
vzdy po 0,1 ml ptislusnych kontrol a vzorkti. Do prvni jamky uréené pro slepou zkousku pipetujeme
samotny fedici roztok. Neznamé vzorky pipetujeme do dvou jamek (v dubletu).

Tabulka 7
Vzorek

A Slepa zkouska
B Negativni kontrola
C Pozitivni kontrola
D Cut-off kontrola
E Vzorek 1
F Vzorek 1
G Vzorek 2
H Vzorek 2

Strip v ramecku ptiklopime vickem a nechame inkubovat 1 hodinu pii teploté 37 °C.
Béhem této inkubace dochazi k reakci protilatek ve vzorku s antigenem, kterym jsou potazeny
jamky stripu.

b) Odstranéni nenavazanych sloZek séra

Po skonceni inkubace oto¢ime strip dnem vzhlru a mirnym Svihem vyklepneme obsah jamek
do nadoby s chloraminem. Potom do kazdé jamky pipetujeme 0,3 ml promyvaciho roztoku. Opatrné
stripem zatfepeme a obsah vyklepneme do nadoby s chloraminem. Promyti opakujeme celkem 3x.
Nakonec prevraceny strip osusime pfitisknutim na bunic¢inu.

¢) Pridani konjugatu

Do vsech jamek ptidame po 0,1 ml konjugdtu (anti-I1g/Px), strip priklopime vickem a poté
inkubujeme 30 minut pii laboratorni teploté.

Béhem této inkubace se na imunokomplexy na dné jamek, vytvofenych v kroku a, navaze
druhé protilatka proti lidskému imunoglobulinu znacena peroxidazou.

d) Odstranéni nenavazanych molekul konjugatu
Po této inkubaci opét promyvame podobn¢ jako v bodé b. Tentokrat se odstraiuje piebyteény
nenavazany konjugat.

e) Pridani substratu

Do vsech jamek ptidame 0,1 ml substratového roztoku, strip ptiklopime vickem a inkubujeme
cca 15 minut pii laboratorni teploté v temnu.

Pfi tomto kroku probiha pfeména substratu na produkt pomoci peroxidazy, ktera je soucasti
konjugatu. Jamky, kde byly ve vzorcich pfitomny protilatky proti navazanému antigenu, zmodraji.



f) Zastaveni enzymové reakce
Do vs8ech jamek ptidame 0,1 ml zastavovaciho roztoku, ktery ukonci enzymovou reakci.
Modré zbarveni v jamkach se zméni na zluté.

Jednoduché schéma provedeni ELISA metody

g) Meéieni

Me¢ieni absorbanci v jamkach provadime pomoci specialniho spektrofotometru s vertikalnim
paprskem pii vinové délce 450 nm. Hodnoty absorbanci a primérné hodnoty dubletti zapiSeme do
tabulky 8.



Tabulka 8

Absorbance v dubletu

Q A450
A450 A450

Negativni kontrola - -

Pozitivni kontrola - -

Cut-off kontrola - —

Vzorek 1

Vzorek 2

Vypocet a interpretace vysledku

Hodnoty primérnych absorbanci vzorkli porovname s hodnotami cut-off kontrolniho vzorku,

pomoci kterého ur¢ime hranici pozitivity.

— Za pozitivai pokladame vzorky, jejichz absorbance je vys$si o 10 % nez je absorbance cut-off
kontroly.

— Za negativni poklddame vzorky, jejichz absorbance je nizsi o 10 % nez je absorbance cut-off
kontroly.

— Vzorky, jejichz absorbance se pohybuje v rozmezi hodnoty absorbance cut-off kontroly £ 10%
nelze povazovat za negativni ani pozitivni — oblast Sedé zony. Doporucuje se opakovani vyseteni
z nového vzorku odebraného za 2 az 4 tydny.

Rozhodnéte, zda v neznamych vzorcich byly testované specifické protilatky pfitomny (hodnoceni
pozitivni) nebo nepfitomny (hodnoceni negativni).

VzoreK 1 ......oovvveeeiiiiiiiiiiiiiienns

VzoreK2 .....cccoovvvveeeniiiinnnnnnnn,

Zavér:



4. Uloha Stanoveni specifickych protilatek pomoci imunoblotu

Princip:

Reagencie:

a) testovaci prouzky s imobilizovanymi antigeny

b) promyvaci roztok (fosfatovy pufr, NaCl, KCI, mlécny prasek, konzervacni latky)

c) nafedény konjugat krali¢ich protilatek proti lidskym IgG znaceny peroxidasou (jako konzervans je
pfidan NaN; — jed a dalsi konzervacni latky)

d) substratovy roztok (TMB —3",37",5",5"" tetramethylbenzidin a peroxid vodiku)

e) neznamy vzorek séra

Pracovni postup:
Pii praci pouzivejte rukavice.

a) Inkubace vzorki

Do zlabku napipetujeme 2 ml promyvaciho roztoku. Ze zkumavky vyjmeme pomoci pinzety
prouzek a vlozime ho do Zldbku s pfipravenym promyvacim roztokem. Cislo prouzku musi byt
orientovano vzhtiru. Zkontrolujeme, aby testovaci prouzek byl zcela ponoien do promyvaciho roztoku.

K promyvacimu roztoku ve zlabku pfidame 20 pl vzorku. Vzorek pipetujeme u konce
prouzku. Pak opatrné promichame.

Podobn¢ postupujeme i s piipravou ostatnich prouzkd v dalSich zlabcich. Po vlozZeni vSech
prouzki do jednotlivych zlabki a ptidani sér pfikryjeme inkubacni misku vickem a spustime tfepacku,
ktera je nastavena na nejnizsi rychlost. Za stalého tfepani nechame inkubovat 60 minut p¥i laboratorni
teploté.

Béhem této inkubace dochazi k navazani specifickych protilatek ze vzorku (pokud jsou
ptitomny) na antigeny, které jsou imobilizovany na prouzku.

b) Odstranéni nenavazanych slozek séra promytim

Po skonceni inkubace zastavime tfepacku, sejmeme vicko a pomoci Pasteurovy pipety
odsajeme promyvaci roztok s nenavazanymi slozkami séra. Obsah Pasteurovy pipety vypustime do
nadoby s chloraminem. Pracujeme opatrné, aby se pfi odsavani roztoku neposkodil prouzek.

Nasleduje promyti, pfi némz postupujeme nasledujicim zptisobem. Do Zlabku pfidame pomoci
pipety 2 ml promyvaciho roztoku. Poté, co bude tento krok proveden ve vsech zlabcich, piikryjeme
inkubacni nadobku vickem, spustime tiepacku a inkubujeme 4 minuty. Pak promyvaci roztok opatrné
odsajeme Pasteurovou pipetou. Tyto kroky (pfidani promyvaciho roztoku, inkubace a odstranéni
promyvaciho roztoku) zopakujeme jesté 2x.

¢) Ptidani konjugatu
Po promyti napipetujeme do zlabku 2 ml nafedéné¢ho konjugdru. Po ptidani konjugatu do

vSech zlabk, ptikryjeme inkubacni nadobku vickem a opét spustime tfepacku. Inkubuje 45 minut pii
laboratorni teploté.

10



Béhem inkubace se na imunokomplexy tvofené antigeny imobilizovanymi na prouzku a
piislusnymi specifickymi protildtkami ze vzorku navaze druhd, tentokrat zvifeci protilatka proti
lidskému Ig znacena peroxidazou.

d) Odstranéni nenavazanych molekul konjugitu promytim
Po této inkubaci postupujeme podobné jako v bodé b. Tentokrat se odstrafiuje piebyte¢ny
nenavazany konjugat.

e) Pridani substratu

Po té, co bylo skoneno promyvani a peclivé odsata posledni davka promyvaciho roztoku,
pfidame do zlabku 1,5 ml substratového roztoku. Po pridani substratového roztoku do vSech zlabki
spustime tfepacku a inkubujeme na tfepacce 5 — 10 minut pii laboratorni teploté. Béhem inkubace
muizeme pozorovat vybarvovani linii v misté pozitivnich a cut-off kontrol (viz schéma prouzku na str.
12). Jakmile je viditelna linie cut-off kontroly, zastavime reakci.

f) Zastaveni reakce

Pasteurovo pipetou odsajeme substratovy roztok a podobné jako v bodé b promyjeme 2x nebo 3x
(podle ¢asovych moznosti), ale tentokrat k promyti pouzijeme deionizovanou vodu.

Po skonceni promyti opatrné vyjmeme prouzek ze zlabku a osuSime ho mezi dvéma vrstvami
filtraéniho papiru.

Jednoduché schéma provedeni imunoblotu

==
_

==

=
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Vyhodnoceni:

Test 1ze hodnotit pouze v pfipad€, Ze jsou zietelné¢ vybarveny linie kontrol na jednom konci
prouzku. Jejich vybarveni potvrzuje, Ze pouzité reagencie ani prouzek nebyly znehodnoceny a Ze test byl
proveden spravné. Intenzitu zbarveni linii v mistech, kde byly na prouzku imobilizovany antigeny,

srovnavame s vybarvenim cut-off kontroly.

RozloZeni kontrol a antigenli na prouzku a mista, kde je mozné ocekavat vybarveni linii je

zobrazeno na schématu:

Cut-off Agl Ag2 Ag3 Agd Ag5 Agb6

Kontroly linie

I 11 LT 1111

Zpisob hodnoceni vybarveni linii je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9

Prouzky Intenzita
Z4dné zbarveni -
Intenzita zbarveni slab$i nez u +
cut-off prouzku -
Intenzita zbarveni stejna jako u n
cut-off prouzku
Intenzita silngj$i nez u cut-off i
prouzku
Velmi intenzivni zbarveni +++

Do tabulky 9 vypliite hodnoceni intenzity zbarveni jednotlivych linii.

Tabulka 10

Antigen

Intenzita

Antigen 1

Antigen 2

Antigen 3

Antigen 4

Antigen 5

Antigen 6

12



	 
	1. Úloha Imunoprecipitační křivka lidského albuminu a stanovení   
	              koncentrace albuminu imunoturbidimetricky 
	Princip:  
	Pracovní postup: 
	Výsledky: 
	Vyhodnocení: 
	Závěr a zhodnocení výsledků: 
	2. Úloha  Vyhodnocení jednoduché radiální imunodifúze pro stanovení       
	                      celkových IgG a IgM 
	Princip: 
	Hodnocení: 

	3. Úloha  Stanovení specifických protilátek pomocí ELISA metody 
	Princip: 
	Reagencie: 
	Pracovní postup: 

	Při práci používejte rukavice. 

	4. Úloha  Stanovení specifických protilátek pomocí imunoblotu 
	Princip: 
	Reagencie: 
	Pracovní postup: 

	Při práci používejte rukavice. 




<<
  /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

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV <>
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /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 <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /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


