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서로 다른 두 단백질의 세포 내 동시 발현 체계의 개발을 통한

ErmSF에서 특이적으로 발견되는 N-Terminal End Region 

(NTER)을 포함하는 펩타이드의 생체내에서의 ErmSF 활성 

억제 효과 검색
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Most problematic antibiotic resistance mechanism for MLS (macrolide-lincosamide- streptogramn B) 

antibiotics encountered in clinical practice is mono- or dimethylation of specific adenine residue at 

2058 (E. coli coordinate) of 23S rRNA which is performed by Erm (erythromycin ribosome resistance) 

protein through which bacterial ribosomes reduce the affinity to the antibiotics and become resistant 

to them. ErmSF is one of the four gene products produced by Streptomyces fradiae to be resistant to 

its own antibiotic, tylosin. Unlike other Erm proteins, ErmSF harbors idiosyncratic long N-terminal 

end region (NTER) 25% of which is comprised of arginine well known to interact with RNA. 

Furthermore, NTER was found to be important because when it was truncated, most of the enzyme 

activity was lost. Based on these facts, capability of NTER peptide to inhibit the enzymatic activity of 

ErmSF was sought. For this, expression system for two different proteins to be expressed in one cell 

was developed. In this system, two plasmids, pET23b and pACYC184 have unique replication origins 

to be compatible with each other in a cell. And expression system harboring promoter, ribosome 

binding site and transcription termination signal is identical but disparate amount of protein could be 

expressed according to the copy number of each vector, 15 for pACYC and 40 for pET23b. 

Expression of NTER peptide in pET23b together with ErmSF in pACYC 184 in E. coli successfully 

gave more amounts of NTER than ErmSF but no inhibitory effects were observed suggesting that 

there should be dynamicity in interaction between ErmSF and rRNA rather than simple and fixed 

binding to each other in methylation of 23S rRNA by ErmSF. 

Keywords: Co-expression, ErmSF, in vivo assay, MLS (macrolide-incosamide-streptogramin B) antibiotic 

resistance factor protein, NTER peptide

MLS (macrolide-lincosamide-streptogramin B) 계열 항생

제에 대하여 내성을 가진 미생물에서는 항생제의 화학적 변환
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에 의한 내성(chemical modification of antibiotics), 항생제의 

세포 내 유입을 억제함으로써 나타나는 내성(inhibition of 

antibiotic uptake), 항생제 작용점의 변형에 의한 내성(target 

site modification) 등 기존에 알려진 대부분의 항생제들에서 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids

Bacterial strain and 
plasmid

Description
Reference 
or source

Bacterial strains
E. coli DH5α
E. coli BL21(DE3)

E. coli HJJ105
E. coli HJP
E. coli AHJ101
E. coli EHJP1-71 
+AHJ101

Plasmids
pET 23b
pACYC184
pHJJ105
pHJP1-71
pAHJ101

High transformation efficiency competent cell
Host for plasmid expression vectors that utilize the T7 promoter. It possesses T7 RNA polymerase 
gene under lac control
E. coli BL21(DE3) carrying plasimd pHJJ105 which contains ErmSF structural gene
E. coli BL21(DE3) carrying plasimd pHJP1-71
E. coli BL21(DE3) carrying plasimd pAHJ101
E. coli BL21(DE3) carrying plasimd pHJP1-71 and pAHJ101

Vector for high-level expression under T7 promoter, with His6-tag at C-terminal end
Small, low copy-number E. coli cloning vector
pET23b containing ermSF NdeI-HindIII gene cartridge
pET23b containing NTED1-71 a.a NdeI-XhoI gene cartridge 
pACYC184 containing ermSF with pET23b expression system BamHI - EcoRV gene cartridge 

4
Novagen

9
this work
this work
this work

Novagen
NEB
11, 12
this work
this work

Table 2. Primers

Oligonucleotide 
primer Sequence and description 

Oligo-1
Oligo-2
Oligo-3
Oligo-4

5′ ggaattccatatggctcgtgcaccgcgttctccgcac 3′ (37-mer) upstream (forward) PCR primer for NTED1-71 a.a coding DNA fragment 
5′ ggcgagctcccgtccggccggtcggct 3′ (27-mer) downstream (reverse) PCR primer for NTED1-71 a.a coding DNA fragment
5′ cgggatcctaatacgactcactatag 3′ (26-mer) upstream (forward) PCR primer for ermSF gene with pET expression vector system
5′ ggatatccaaaaaacccctcaagaccc-3′ (27-mer) downstream (reverse) PCR primer for ermSF gene with pET expression vector system 

Note. The underlined sequence in oligo-1, -2, -3 and -4 was introduced for NdeI, XhoI, BamHI and EcoRV restriction site, respectively. The italicized sequence 
in each oligonucleotide was added at the end of DNA fragment for cleavage to occur more easily.

발견되는 내성 작용 기작이 모두 관찰되고 있다(5, 17). 그러

나 MLS 항생제에 대한 내성 중에서 임상적으로 가장 문제가 

되고 있는 내성은 erm (erythromycin resistance methylation) 

유전자의 생성물, 즉 Erm 단백질이 23S rRNA의 특정 

nucleotide의 염기, 즉 A2058에 mono-, dimethylation 시킴으

로써 항생제가 부착되는 것을 억제하여 항생제의 항생작용이 

일어나지 못하게 함으로써 내성을 나타내는 target site 

modification에 의한 것으로 나타나 있다(4, 26). Erm 단백질

은 현재 항생제 생산 균주, 병원균 뿐만 아니라 이외의 다양한 

미생물들에서도 지속적으로 발견되고 있으며 내성에 있어서의 

그 중요성이 더욱 부각되고 있다(16). 이들 단백질은 아미노산 

서열에 있어서의 유사성과 동등성이 높고 그 작용이 동일하므

로 유사한 구조를 가진 것으로 생각되고 있으며, 하나의 단백

질 family로 분류되어있다(2, 16, 17, 26). ErmSF (TlrA)는 가

축에 사용되는 항생제인 tylosin의 생산 균주인 Streptomyces 

fradiae에서 발견되는 단백질(4, 11, 23)로 현재 ErmS로 재분

류되어 있다(17). 앞에서 기술한대로 MLS 항생제에 대한 내

성인자로서의 중요성에 근거하여 최근 Erm 단백질에 대한 억

제제 개발의 중요성이 자주 언급되어 왔다(2, 13, 21). ErmSF

는 다른 Erm 단백질과는 달리 매우 긴 N-terminal end region 

(NTER)를 가지고 있으며 여기에는 RNA와 상호작용을 잘하

는 것으로 알려진 arginine이 약 25%를 차지하고 있어 기질 

RNA와의 상호작용을 예상할 수 있었다. 뿐만 아니라 이를 점

차적으로 제거하였을 때 그 활성이 점진적으로 소실되어서 이 

부분은 기질 RNA와의 부착에 영향을 주는 것으로 사료되었

다(12). 더욱이 이 NTER을 궁극적으로 모두 제거하였을 때 

ErmSF의 경우는 야생형 단백질에 비하여 약 2%만의 활성을 

보유하고 있는 것으로 밝혀져 있다(9). 뿐만 아니라 NTER의 

끝 쪽에는 활성에 중요한 역할을 담당하는 아미노산을 보유한 

것으로 밝혀져 있다(8, 9, 12). 따라서 한 세포 내에서 활성에 

중요한 역할을 하는 아미노산을 포함하는 NTER 함유 펩타이

드와 ErmSF를 동시에 발현하여 in vivo에서 NTER 펩타이드

가 ErmSF의 활성을 저해 할 수 있는지를 검색하였다.

재료 및 방법

균주, 플라즈미드 및 올리고뉴크레오타이드 

본 연구에서 사용된 균주 및 플라즈미드는 Table 1에 정리

하였다. 그리고 사용된 올리고뉴크레오타이드들은 Table 2에 

정리하였다. 

재료 및 시약

제한 효소들과 DNA 변형 효소들은 New England Biolabs 

(Beverly, MA)에서 구입하여 제공된 방법으로 처리하였다. 세

균 배양을 위한 LB 배지와 Bacto agar 등은 Difco Labo-

ratories (Detroit, MI)에서 구입하였다. PCR을 위한 Taq 

polymerase와 nucleotides는 TaKaRa Shuzo Co. (Otsu, Shiga, 

Japan)에서, His-Bind resin은 Novagen (Mercules, CA)에서 

각각 구입하였다. 전기영동을 위한 acrylamide, bis-acrylamide, 

ammonium persulfate, TEMED 등과 같은 것들은 Bio-Rad 
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(USA)에서 구입하였다. 그 외에 일반적인 염류와 완충용액 

시약, agarose와 항생제 등은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, 

MO)에서 구입하였다.

NTER 을 함유하는 펩타이드(1-71 amino acids)를 coding

하는 DNA 절편의 획득과 발현 담체 제작

야생형 ErmSF 유전자가 cloning 되어있는 pHJJ105 (7)를 

주형으로 하여 올리고뉴크레오타이드, oligo-1과 oligo-2를 각

각 forward 그리고 reverse primer로 사용, PCR을 수행함으로

써 ErmSF의 NTER을 포함하는 펩타이드(1-71 amino acids)를 

코딩하는 DNA 절편을 얻어내었다. 각 올리고뉴크레오타이드

에는 NdeI 제한효소 인식부위 (CATATG)와 DNA 절편 말단

에 덧붙여져서 제한효소가 충분히 작용할 수 있도록 넣은 7개

의 nucleotides 그리고 XhoI 제한효소 인식자리(GAGCTC)와 

역시 DNA 절편 말단에 적절한 제한효소 작용을 위해 덧붙여 

넣은 3개의 nucleotides가 포함되어 있다. 얻어진 DNA 절편

을 NdeI과 XhoI로 처리하고 같은 제한효소를 작용시킨 

pET23b 플라스미드(24, 25)에 직접 넣어 접합하였다. 결과적

으로 ErmSF의 1번 아미노산으로부터 71번 아미노산과 6개의 

histidine 꼬리를 포함한 펩타이드를 발현하는 담체를 제조하

였다. 

Low copy number 플라스미드(pACYC184)를 이용한 

ErmSF 발현 담체의 제작

야생형 ermSF 유전자의 발현을 위한 클로닝은 다음과 같

이 수행하였다. 야생형 ermSF 유전자를, 유전자 발현 체계

(gene expression system)을 전혀 갖추지 않은 pACYC184 (3, 

18, 22)에서 발현하기위해 pET 단백질 발현 체계(pET gene 

expression system)가 모두 포함되도록 하여 DNA 절편을 얻

어내었다(결과의 자세한 설명 참조). 즉 pHJJ105를 주형으로 

하여 oligo-3와 oligo-4를 각각 forward 그리고 reverse primer

로 사용하여 PCR을 수행함으로써 단백질 발현체계를 모두 갖

춘 ermSF 유전자를 포함하는 DNA 절편을 얻어내었다. 

Forward primer에는 BamHI 제한효소 인식부위(GGATCC)와 

원활한 제한효소의 작용을 위하여 2개의 nucleotide를 더 붙여

주었다. Reverse primer에는 EcoRV 제한효소 인식부위

(GATATC)가 포함되었고 제한효소가 잘 작용하도록 1개의 

nucleotide를 더 붙여주었다. 이렇게 얻어진 DNA 절편을 제

한효소 BamHI과 EcoRV로 처리하고 같은 제한효소를 사용하

여 절단한 pACYC184에 직접 넣어 접합하였다. 

얻어진 발현 담체의 대장균으로의 형질전환

NTER을 함유하는 펩타이드를 코딩하고 있는 DNA 절편이 

접합된 프라스미드를 E. coli DH5α (1)에 형질 전환하였고 그 

대장균으로부터 플라즈미드를 순수 분리하여 각 유전자의 염

기서열을 dideoxy chain termination법에 의해 확인하였다. 이

렇게 얻어진 발현 담체를 pHJP 1-71로 명명하였다. 이 플라즈

미드를 E. coli BL21(DE3)에 형질 전환한 후 ampicillin (50 

μg/ml)을 포함한 LB agar plate에 도말하여 형질 전환된 것으

로 믿어지는 E. coli를 선별하였다. 이 대장균을 E. coli HJP 

1-71로 명명하였다. 

ErmSF를 코딩하고 있는 DNA 절편이 접합된 플라즈미드

를 위와 동일한 방법으로 확인하였다. 이렇게 얻어진 발현 담

체를 pAHJ101로 명명하였다. 이 발현 담체를 E. coli BL21 

(DE3)에 형질 전환한 후 chloramphenicol (35 μg/ml)을 포함

한 LB agar plate에 도말하여 형질 전환된 것으로 믿어지는 

E. coli를 선별하였다. 이 E. coli를 E. coli AHJ101로 명명하

였다. 

대장균에서 NTER 함유 펩타이드와 ErmSF의 발현 확인

발현 담체에 적절히 끼워진 NTER 함유 펩타이드를 코딩하

는 DNA 절편과 ermSF 유전자의 발현은 이미 발표된 방법에 

근거하여(6, 7) 약간의 변형과 함께 다음과 같이 수행하였다. 

NTER 함유 펩타이드의 발현을 위해서 E. coli HJP 1-71를 

Ampicillin (50 μg/ml)이 함유된 LB 배지에 하룻밤 동안 배양

하고 여기서 얻어진 대장균을 동일한 항생제를 함유한 새로운 

배지에 전이하였다. NTER 함유 펩타이드가 E. coli HJP 1-71

에서 발현되는지 여부와 그 발현 양을 알아보기 위하여 IPTG 

유도발현을 시도하였다. 즉 새로 전이된 배지를 37°C에서 

1-1.5시간 배양하여 A600에서 흡광도가 0.8-1이 되었을 때 1 

mM IPTG (isopropyl-β-D-thiogalatopyranoside)를 첨가하고 

18시간 교반 배양한 후 펩타이드의 발현되는 정도를 SDS- 

PAGE (10)로 확인하고 아래항의 “발현된 펩타이드의 순수분

리”항에서와 같이 실험하여 NTER 함유 펩타이드의 발현 양

을 확인하였다. 뿐만 아니라 위의 과정 중 IPTG 첨가를 제외

하고 대장균을 배양하여 leaky 발현 여부를 확인하였다.  

ermSF 유전자의 발현은 위와 동일한 방법으로 수행하여 

IPTG 유도에 의한 발현과 IPTG 유도 없이 일어나는 leaky 

발현을 확인하였다. 다만 E. coli AHJ101을 chloramphenicol 

(35 μg/ml)을 함유한 LB 배지에 접종하였고 ErmSF의 발현 

정도를 SDS-PAGE를 통하여 관찰하였다. 여기에 덧붙여 생체 

내 활성 검색을 통하여 IPTG의 유도 없이 일어나는 발현을 

재차 확인하였다(결과의 자세한 설명 참조). 

발현된 펩타이드의 순수 분리

NTER 함유 펩타이드의 순수분리는 기존에 발표된 방법을 

사용(7), 약간 변형하여 실시하였다. 간단히 서술하면 다음과 

같다. 원심분리(8,000×g)하여 얻어진 세포를 lysozyme (5 

mg/ml)을 함유하는 완충용액 A (20 mM Tris-HCl; pH 7.0, 

500 mM NaCl, 5 mM Imidazole)에서 분산시킨 후 상온에서 

20분간 배양하고 -80°C에서 얼린 후 녹여서 세포를 분쇄하였

다. 여기에 DNase I (2.5 μg/ml) 및 RNase A (2.5 μg/ml)를 

넣고 반응시킨 후 얻어진 분쇄액을 39,000×g에서 원심분리하

여 inclusion body를 포함하는 불용성 세포분쇄물을 제거하였

다. 얻어진 상등액에서 단백질 분리는 공급자(Novagen)가 제

공한 과정에 근거, Ni2+ affinity column chromatography법에 

의하여 분리하였다. 완충용액 A로 평형을 이룬 His.bind resin

이 충전된 컬럼에 위에서 얻어진 용액을 충전한 후 완충용액 
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Fig. 1. Amino acid sequence alignment of N-terminal end region of several Erm proteins. Unlike the other homologous 
proteins, ErmSF harbors long N-terminal end region and it contains 18 arginine residues which account for around 25% of 
NTER amino acids. 

B (20 mM Tris-HCl; pH 7.0, 500 mM NaCl, 100 mM 

imidazole)을 사용하여 컬럼에 부착되지 않거나 잘못 부착된 

단백질을 씻어낸 후 원하는 단백질을 300 mM imidazole이 

함유된 완충용액 B를 사용하여 얻어내었다. 최종적으로 얻어

진 정제된 단백질은 BCA법(Pierce, USA)을 사용하여 정량하

였다.    

E. coli에서 ErmSF와 NTER 펩타이드의 동시 발현

NTER 함유 펩타이드와 ErmSF의 동시 발현을 위해서 E. 

coli AHJ101에 pHJP 1-71 플라스미드를 형질전환 한 후 

chloramphenicol (35 μg/ml)과 ampicillin (50 μg/ml)을 동시

에 함유한 LB 배지에 도말하여 두 종류의 플라스미드를 모두 

포함한 E. coli를 선별하고 이를 E. coli EHJP+AHJ101로 명

명하였다. E. coli EHJP+AHJ101에서 ErmSF와 NTER 펩타

이드가 IPTG의 유도 없이 동시에 발현되는지를 알아 보기 위

해서 chloramphenicol (35 μg/ml)과 ampicillin (50 μg/ml)을 

함유한 LB 배지에 E. coli EHJP+AHJ101을 접종한 후 하룻

밤 동안 배양하고 여기서 얻어진 E. coli 를 동일한 항생제를 

함유한 새로운 배지에 전이한 후 37°C에서 18시간 배양하고 

각각의 발현 정도를 SDS-PAGE로 확인하였다.

발현된 단백질의 생체 내 활성 검색(항생제 내성 검사)

생체 내 활성검색은 이미 발표된 방법을 사용하여 디스크 

방법을 사용하여 결정하였다(6, 7). 간단히 기술하면 다음과 

같다. pHJP1-71과 pAHJ101를 모두 함유한 E. coli (E. coli 

EHJP+AHJ101)와 pET23b, pACYC184를 모두 함유하고 있

는 E. coli를 각각 ampicillin과 chloramphenicol을 넣은 LB 

배지에 접종하여 하룻밤 동안 배양하였다. 잘 자란 세균 배양

액을 ampicillin과 chloramphenicol을 넣은 LB agar 배지에 

면봉을 이용하여 agar plate를 절반씩 차지하도록 각각 도말하

였다. 거름종이(6 mm diameter paper disc, Whatmann 3M)에 

25 mg/ml 농도의 erythromycin 용액을 각 disc당 5, 10, 50 μg

이 되도록 점적한 후 대기 중에서 말린 다음 도말된 각 E. 

coli 경계선위에 놓고 37°C에서 하룻밤 동안 배양하여 그 성

장억제지역을 관찰하였다. 또는 이외의 비교하고자 하는 균주

에 대하여도 위와 같이 배양하고 적절한 항생제를 함유한 

agar plate에 도말하고 erythromycin을 함유한 거름종이 주변

에서의 성장을 측정함으로써 그 내성을 판별하였다. 

결과

NTER 함유 펩타이드의 발현을 위한 담체 제작 및 발현

ErmSF는 현재까지 밝혀진 다른 Erm 단백질과는 달리 약 

60여 개의 아미노산으로 구성된 긴 NTER을 가지고 있다. 특

히 이 부분은 RNA와 잘 binding하는 것으로 알려진 arginine

이 약 25%를 차지하고 있다(Fig. 1). 따라서 이 부분의 기질 

RNA와의 상호작용을 예상할 수 있다. 그리고 이 부분을 점차

적으로 제거하였을 때 그 활성도 점차적으로 소실하였으며 또 

이를 완전히 제거하였을 때 활성의 98%를 소실하는 것으로 

밝혀졌다(8, 9, 12). 뿐만 아니라 NTER의 C말단에 이어서 활

성에 중요한 것으로 이미 밝혀진 60RR61을 비롯한 다른 아미

노산이 존재하고 있다(9). 따라서 NTER과 이미 활성에 중요

한 것으로 밝혀진 60RR61을 비롯한 다른 아미노산을 포함하

는 ErmSF의 1번부터 71번 아미노산을 coding하는 DNA절편

을 얻고 이를 세포 내부에서 펩타이드의 개수가 충분히 많이 

발현되도록 높은 copy 수를 갖는 pET23b 플라스미드에 삽입

하고 E. coli BL21(DE3)에 형질 전환하여 E. coli HJP 1-71

을 얻었다. 이렇게 제작된 발현 담체는 IPTG의 유도 없이도 

그 발현이 관찰되었고 1 mM의 IPTG로 발현을 유도하였을 

경우는 리터 배양액당 약 7 mg 정도를 순수 분리하여 얻을 

수 있었다(Fig. 2). 이러한 결과 즉 높은 대량 생산률(7 mg/L 

culture)과 IPTG 유도 없이 단백질 발현이 유도된다는 사실은 

계획한대로 ErmSF와 동시에 발현하였을 때 copy수에 따른 

발현이 이루어져 ErmSF보다 많은 수의 NTER 함유 펩타이드

가 발현되어 억제제로서의 가능성을 판가름할 수 있는 실험적 

기반이 조성되었다는 것을 말해준다.   

pACYC184 플라스미드에서의 ErmSF 발현을 위한 담체 제

작 및 발현

기존 연구에서는 ErmSF의 대량 발현을 위하여 세포 내에

서의 copy수가 높은 pET23b 플라즈미드를 이용하여 단백질

을 대량 발현하였다(7-9, 12). 그러나 본 실험에서는 NTER함

유 펩타이드의 억제활성을 높이기 위해, p15A 복제 원점을 가

져서 copy수가 적고(약 15 copies/cell, 20), NTER 함유 펩타

이드의 발현에 사용되는 pET23b와 한 세포에 함께 존재할 수 

있는 pACYC184 플라즈미드를 사용하여 ErmSF를 발현하였

다. pACYC184 플라즈미드에는 유전자 발현 체계(gene 
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(A) 

   

(B)

   

Fig. 2. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) of the expressed NTER 1-71 peptide 
and its purification. E. coli BL21 (DE3) was transformed with 
plasmid pHJLP 1-71. Overnight grown E. coli cells were 
transferred to new LB medium containing 50 μg/ml ampicillin 
and incubated for 1 to 1.5 h at 37°C to reach an A600 of 
0.8-1.0. In order to induce the NTER 1-71 expression, IPTG 
was added to the final concentration of 1 mM (but for leaky 
expression, IPTG was not added) and incubation continued 
for another 18 h at 37°C. 50 μl of cell culture was removed 
and denatured in 20 μl 6×sample buffer, resolved on sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel and then stained with 
Coomassie brilliant blue. (A) NTER1-71 peptide expression. 
Lanes: M, molecular size marker; 1, cells harboring 
pHJP1-71 which was not induced with IPTG; 2, cells 
harboring pHJP1-71 which was induced with IPTG. (B) 
Purification of overexpressed NTER 1-71. Lanes: 1, total 
cellular proteins; 2, inclusion body fraction; 3, supernatant 
fraction of lysate; 4, affinity run-through; 5, imidazole 
buffer column wash; lane 6, purified NTER1-71 peptide.

(A)  

    

(B)

    

Fig. 3. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) of the expressed ErmSF in E. coli 
AHJ101 and its antibiotic susceptibility assay. E. coli 
BL21(DE3) was transformed with plasmid pAHJ101. The 
procedure for SDS-PAGE was the same as Fig. 2 except 
that added antibiotic was 35 μg/ml chloramphenicol instead 
of 50 μg/ml ampicillin. For antibiotic susceptibility assay, 
two kinds of E. coli cells were used which were expressing 
ErmSF (harboring pAHJ101) and contained only empty 
vector. Erythromycin stock solution (25 mg/ml) was dropped 
on a paper discs to reach the final amounts of 100 μg 
erythromycin. On the agar plate, E. coli cells were spread with 
cotton swabs and then paper discs containing erythromycin 
were placed in the center and incubated overnight at 37°C. 
Cells containing ErmSF grew in the presence of erythromycin, 
whereas control cells harboring empty pACYC184 did not. 
(A) Expression of ErmSF. Lanes: M, molecular size marker; 
1, cells harboring pACYC184, empty vector; 2, cells 
harboring pAHJ101 which was not induced with IPTG; 3, 
cells harboring pAHJ101 which was induced with IPTG. (B) 
Antibiotic susceptibility assay. E. coli cells expressing ErmSF 
(containing pAHJ101, right part of agar plate) and without 
ErmSF in it (harboring empty pACYC184, left part of agar 
plate). 

expression system)가 전혀 갖추어져 있지 않으므로 기존에 

사용하였던 ErmSF 유전자가 클로닝 되어있는 pHJJ105의 유

전자 발현 체계 즉 T7 promoter, terminator 서열 그리고 

ribosome binding site 및 ErmSF 유전자 모두를 포함한 DNA 

절편을 PCR 증폭하여 pACYC184에 클로닝하였다. 따라서 

pACYC184에서 E. coli BL21 (DE3)의 chromosome 유전자

에서 발현되는 T7 RNA polymerase (15, 19)에 의해, ErmSF 

유전자가 전사 및 종결되고 또 리보좀에 의해 번역되어 ErmSF

를 발현 할 수 있는 pAHJ101이 제조되었다. 이렇게 만들어진 

발현 담채에서 기존에 pET23b 발현담체 체계에서 볼 수 있었

던(6, 7) IPTG에 의해 유도된 ErmSF의 대량발현이 관찰되었

으며 IPTG의 첨가 없이 즉 leaky expression에 의한 ErmSF

의 발현도 관찰되었다(Fig. 3A). IPTG의 첨가 없이 이루어지

는 발현을 in vivo에서 확인하기 위해 항생제 내성 검사를 수

행한 결과, pACYC184만을 포함한 E. coli는 내성을 나타내
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Fig. 4. SDS-PAGE of the co-expressed NTER 1-71 peptide 
and ErmSF in non-induced condition. The samples were 
prepared in the same way as Fig. 2 except that LB medium 
contained both ampicillin (50 μg/ml) and chloramphenicol 
(25 μg/ml). Lanes: M, molecular size marker; 1, cells 
harboring empty pET23b and pACYC184; 2, cells harboring 
pAHJ101 and pHJP1-71 which is expression vector for 
ErmSF and NTER 1-71 peptide, respectively. 

지 못하여 erythromycin 디스크 주변에 성장 억제 지역을 나

타내었으나 E. coli AHJ101는 내성을 나타내어 성장 억제 지

역이 나타나지 않았다. 따라서 이 발현 담체에서 IPTG의 첨가 

없이 즉 유도 없이 ErmSF가 발현되고 있음을 SDS-PAGE에 

이어서 다시 한번 확인 할 수 있었다(Fig. 3B). 이러한 결과는 

이제까지 개발된 두 발현 담체 체계 즉 pHJP 1-71와 pAHJ101

가 동시에 한 세포에서 발현될 때에도 동시에 잘 발현되고 또 

IPTG의 유도 없이도 그 발현이 잘 이루어져서 새로운 두 단

백질의 발현 체계가 완성될 수 있음을 강하게 시사하고 있다.

NTER 함유 펩타이드와 ErmSF의 동시 발현

NTER 함유 펩타이드를 발현하는 E. coli HJP 1-71와 

ErmSF를 발현하는 E. coli AHJ101는 각각 IPTG로 그 발현

을 유도하거나 또는 IPTG의 유도 없이도 각각 펩타이드와 

ErmSF를 잘 발현하였다. 이러한 결과는 각각의 발현 담체를 

같은 대장균에 넣어도 계획한대로 각 담체의 copy수에 따라 

펩타이드와 ErmSF가 잘 발현될 수 있는 가능성을 제공하고 

있다. 

따라서 NTER 함유1-71번째 아미노산으로 이루어진 펩타

이드를 발현할 수 있는 pHJP1-71과 ErmSF를 발현할 수 있는 

pAHJ101을 동시에 E. coli BL21(DE3)에 형질 전환하여 E. 

coli EHJP+AHJ101를 얻어내었다. 이렇게 얻어진 E. coli 

EHJP+AHJ101는 기존에 각각의 발현 담채를 보유한 대장균

이 나타내었던 것처럼(Figs. 2 and 3) IPTG 유도 없이 액체배

지에서 NTER 1-71 펩타이드와 ErmSF, 두 가지가 모두 대량

생산되고 있는 것을 확인하였다(Fig. 4). 일반적으로 SDS- 

PAGE상에서 동일한 농도의 두 단백질을 전개하였을 때 분자

량이 큰 단백질이 coomassie blue에 의해서 더 진하게 염색된

다. 그러나 Fig. 4에서 관찰된 바에 의하면 분자량이 상대적으

로 적은 NTER 함유 펩타이드가 더 진하게 보이는 것을 보면 

예상했던 바와 마찬가지로 copy수의 차이에 의하여 NTER 함

유 펩타이드가 ErmSF 보다 더 많이 발현되었다는 것을 알 수 

있다. 더욱이 이러한 현상은 IPTG의 첨가에 의해서 문제를 발

생시키는 고체 배지의 단백질 발현을 잘 할 수 있는 IPTG의 

첨가 없이 이루어졌다. 따라서 NTER 함유 펩타이드의 억제 

활성을 검색할 수 있는 동시 발현 체계가 완벽하게 완성되었

음을 알 수 있었다. 

NTER 함유 펩타이드의 생체 내에서의 ErmSF 활성 저해 

검색

높은 비율로 arginine을 함유하여 RNA와 잘 결합할 것으

로 예상되고 또 제거하였을 때 98%의 활성소실을 야기하며 

또 활성에 중요한 아미노산을 함유하고, NTER을 포함하는 펩

타이드의 ErmSF 활성 저해를 검색하기 위하여 NTER 함유 

펩타이드와 ErmSF를 각각 발현하는 pHJP1-71과 pAHJ101 

플라스미드를 동시에 가지고 있는 E. coli EHJP1-71+AHJ101

의 항생제 내성 정도를 빈 담체인 pET23b와 pACYC184를 

동시에 가지고 있는 E. coli와 비교하였다. 두 종류의 빈 플라

즈미드를 함유한 E. coli의 경우는 10, 50, 100 μg 항생제를 

함유한 디스크 주위에서 모두 성장이 저해되어 억제지역

(inhibition zone)이 명확하게 관찰되었다. 반면 NTER 펩티이

드와 ErmSF를 동시에 발현하는 E. coli EHJP1-71+AHJ101

의 경우에는 전혀 저해를 받지 않았다(Fig. 5).

고찰

23S rRNA methyltransferase인 ErmSF는 다른 Erm 단백

질과는 다르게 독특하게 긴 N-terminal end region을 가지고 

있으며 또한 이 부분은 RNA와 잘 결합하는 것으로 알려진 

arginine이 25%를 차지함으로써 활성에 큰 영향을 미칠 것으

로 기대되었다. 실질적으로 이 부분을 제거하였을 때 ErmSF 

활성에 큰 저해를 가져왔다(8, 9, 12). 여기서 더 나아가 

NTER 1-71 펩타이드는 NTER을 포함하고 이외에 이미 활성

에 중요한 것으로 밝혀진 60RR61을 비롯한 다른 아미노산을 

포함하고 있어서 세포 내에서 ErmSF 단백질과 동시에 발현이 

될 경우는 ErmSF의 활성을 억제할 가능성이 높은 것으로 사

료되었다. 이러한 사실에 근거하여 생체 내에서 이 펩타이드

와 ErmSF를 동시에 발현하여 NTER 함유 펩타이드가 ErmSF

의 활성을 저해할 수 있는지 확인하였다. 이를 위해서 세포 내

에서 높은 copy수로 존재하는 pET23b (약 40 copies/cell, 15, 

19, 25)를 이용하여 NTER 함유 펩타이드를 발현하였고, 상대

적으로 세포 내에서 낮은 copy수(약 15 copies/cell, 20)를 보

이고 pET23b와는 다른 복제 원점을 가지고 있어서 한 세포 

내에 동시에 존재할 수 있는 pACYC184를 이용하여 ErmSF

가 발현되도록 하였다. 특히 각 프라스미드에 함유된 promoter, 

transcriptional terminator와 ribosome biniding site는 동일 유

전자 발현 체계 즉 pET23b가 갖는 체계를 갖도록 하였고 이 
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Fig. 5. Antibiotic susceptibility assay using E. coli cells 
expressing ErmSF and NTER 1-71 peptide (containing both 
pHJLP 1-71 and pAHJL101, right part of agar plate) and 
without ErmSF and NTER 1-71 peptide in it (harboring 
empty pACYC184 and pET23b, left part of agar plate). 
Erythromycin stock solution (25 mg/ml) was dropped on a 
paper discs to reach the final amounts of 10, 50, and 100 μg 
erythromycin. Cells containing ErmSF and NTER 1-71 
peptide grew in the presence of erythromycin, whereas 
control cells harboring empty pACYC184 and pET23b did 
not. 

체계에서 두 유전자를 발현하였다. 따라서 ErmSF와 NTER 

함유 펩타이드의 발현양은 대부분 프라즈미드의 copy수에 의

하여 결정될 것으로 기대되었다. 그러므로 발현되는 분자의 

개수는 ErmSF 보다 NTER 함유 펩타이드가 상대적으로 많을 

것으로 믿어졌고 NTER 함유 펩타이드가 억제활성을 가지고 

있다면 그 활성을 나타내는데 충분한 환경이 조성되었다고 믿

어졌다. 그러나 아무리 좋은 단백질 발현 체계를 적용하여도 

발현이 계획된 대로 잘 이루어지지 않는 경우가 많다. 따라서 

이를 극복하기 위한 여러 가지 전략이 제시되었고(14) 또 그 

성공여부는 대상 단백질에 따라 다양한 것으로 밝혀져 있다. 

ErmSF의 경우는 이미 pET 발현 체계에서 리터 배양액당 110 

mg이라는 양으로 대량생산될 수 있는 것이 밝혀져 있어서 계

획한대로 발현이 될 것으로 믿어졌다(7). 그러나 NTER을 포

함하는 아미노산 1-71 펩타이드는 그 발현이 시도되어 본 적

이 없다. 따라서 1 mM IPTG를 사용하여 대량 생산을 유도한 

후 순수 분리한 결과 리터 배양액당 7 mg (Fig. 2)이라는 높

은 대량 생산률을 보여서 계획된 대로의 발현 즉 담체의 copy

수에 따른 발현이 이루어질 것으로 믿어졌다. 한편 본 연구에

서 사용된 E. coli BL21 (DE3)는 chromosome에 존재하는 

lac regulatory system을 이용하여 그 downstream에 존재하는 

T7 RNA polymerase 유전자로부터 T7 RNA polymerase를 

발현한다. 여기서 생성된 T7 RNA polymerase가 발현 담체에 

존재하는 T7 promoter에 작용하여 목적유전자를 발현시킨다. 

따라서 전체적인 유전자의 발현은 IPTG의 첨가로 이루어지게 

되어있다. 그러나 IPTG를 함유한 고체한천배지에서의 발현은 

두 대장균 모두 내성을 보이지 않아 단백질이 활성화된 형태

로 발현되지 않는 것으로 사료되었다(자료 미제시). 따라서 

lac regulatory system의 leakiness를 이용한 유전자의 발현 즉 

발현 유도 물질인 IPTG를 첨가하지 않고 발현을 유도한 결과 

SDS-PAGE상에서도 그 발현을 관찰할 수 있었으며(Fig. 4) 

세포 내에서의 단백질 활성을 나타내는 지표인 항생제 내성검

사에서도 두 개의 빈 프라스미드를 함유한 대장균은 감수성을 

보인 반면 E. coli EHJP1-71+ AHJ101는 내성을 나타내어 의

도한대로 ErmSF가 leaky하게 잘 발현되는 것으로 관찰되었다

(Fig. 5). 그리고 NTER 함유 펩타이드의 경우도 동일한 발현 

체계를 사용하였고 또 액체배지에서 계획한대로 IPTG의 유도

없이도 담체의 copy수에 따라 ErmSF 보다 더 많이 발현되는 

것이 관찰되었음으로(Fig. 4) 고체배지에서도 IPTG 없이 

ErmSF와 마찬가지로 잘 발현되고 또 그 양도 액체 배지에서

와 마찬가지로 ErmSF 보다 더 많을 것으로 추정되었다. 이렇

게 온화한 조건에서 단백질을 발현시켰을 경우는 이종단백질

의 발현이 세포의 성장에 영향을 미치지 않을 뿐만 아니라 또 

소량 발현됨으로써 활성화 형태로 발현되어 단백질의 활성을 

in vivo에서 잘 검색할 수 있는 장점이 있는 것으로 밝혀져 있

다(24). 결국, 이렇게 생리학적 영향까지 고려된 서로 다른 단

백질의 한 세포 내 발현 체계가 완벽하게 완성되었다. 그러나 

이렇게 완벽히 계획된 조건에서 두 단백질을 동시에 발현하는 

E. coli EHJP1-71+AHJ101는 erythromycin에 저항성을 나타

내었지만 두 개의 빈 프라스미드를 가진 세포는 내성을 나타

내지 않았다(Fig. 5). 이러한 현상은 erythromycin을 증가시켜

도 지속적으로 나타날 뿐만 아니라 ErmSF만을 발현시키는 대

장균과 비교하여도 그 차이를 관찰할 수 없었다(자료 미제시). 

뿐만 아니라 IPTG로 유도하지 않은 액체 배지에서 높은 copy

수를 가진 담체에서 발현한 NTER 함유 펩타이드는 낮은 

copy수를 가진 담체에서 발현된 ErmSF에 비하여 많은 양으

로 발현되었기 때문에(Fig. 5) 고체배지에서도 같은 양상이 이

루어졌을 것으로 믿어졌다. 이러한 모든 상황을 종합하여 볼 

때 생체 내에서 발현된 NTER 1-71 펩타이드가 ErmSF의 활

성을 저해하지 못하고 있다는 것을 알 수 있었다. 이러한 현상

은 여러 가지로 해석할 수 있을 것이다. 즉 NTER와 ErmSF 

protein body의 부착부위가 상이하여, 다량 발현된 NTER 함

유 펩타이드가 ErmSF의 NTER 부착부위에 부착하였지만 

ErmSF는 protein body 부착부위에 부착되어 A2058에 

dimethylation을 성공적으로 시킴으로써 내성을 나타냈을 가

능성이 있다. 그리고 또 다른 가능성은 그 부착부위가 동일하

더라도 NTER과 protein body의 부착이 cooperativity를 일으

켜서 NTER의 단독 부착에 비해 이를 포함한 ErmSF의 부착

강도가 월등히 강하여 둘간의 경쟁에서 ErmSF가 NTER을 물

리치고 부착하였을 가능성이 있다. 이 경우에는 각각의 부착

비율은 최종적인 Kd값에 의존할 것이나 결국은 내성을 나타내

는 균주가 감수성이 있는 균주를 outgrowth하여 전체적으로는 

내성균주로 보여질 것이다. 본 연구실에서 행하여진 다른 실

험결과들에 따르면 ErmSF의 단백질 본체(protein body)와 

NTER의 부착이 서로 겹쳐지는 것을 암시하고 있다(Lee and 

Jin, unpublished results). 그러나 구체적인 상호작용 양식이 

밝혀져 있지 않으므로 단백질과 RNA의 복합구조와 이에 근

거한 생화학적 실험이 행하여져서 구체적인 부착과 상호작용 
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양식이 밝혀지면 본 연구에서 행하여진 시도의 성공가능성을 

구체적으로 예견할 수 있을 것이다. 물론 NTER 1-71 펩타이

드와 함께 좀 더 적절한 범위 내에서 기질과의 부착 강도를 

강하게 나타낼 수 있는 펩타이드를 선정하여 ErmSF와의 경쟁

을 유발시킴으로써 이러한 시도가 성공적으로 수행될 가능성

을 배제할 수는 없다. 이러한 연구는 항생제 내성 유발 단백질 

작용 기작 및 그 단백질의 저해제 특히 펩타이드 의약 개발에 

도움을 줄 수 있을 것으로 생각된다. 

적요

임상에서 가장 문제가 되는 MLS (macrolide-lincosamide- 

streptogramin B) 항생제 내성은 Erm 단백질에 의하여 23S 

rRNA의 A2058에 dimethylation시킴으로써 MLS 항생제의 

부착능을 저해함으로써 나타내는 내성이다. ErmSF는 다른 

Erm 단백질과 달리 매우 긴 N-terminal end region (NTER)

을 가지고 있으며 RNA에 잘 부착되는 것으로 알려진 arginine

이 25%를 차지하고 있다. 특히 NTER의 점차적인 제거는 이

에 따른 점차적인 활성의 감소 그리고 이의 완전한 제거는 

98%의 활성소실을 가져다 주는 것으로 밝혀져서 단순 부착에 

의한 활성에의 기여를 암시하고 있다. 뿐만 아니라 NTER 다

음에 붙어 있는 아미노산은 제거되었을 때 활성이 소실되는 

매우 중요한 아미노산임이 밝혀졌다. 이러한 사실에 근거, 서

로 다른 복제원점을 가짐으로써 동일한 세포 내에 존재할 수 

있으며 발현 체계가 동일하나 copy수가 차이가 있어서 단백질 

발현 양에 차이를 가져다 주는 새로운 단백질 동시 발현체계

를 개발하고 이를 적용하여 NTER 함유 펩타이드를 copy수가 

많은 pET23b 체계의 담체에서, ErmSF는 copy수가 적은 

pACYC184 담체 체계에서 발현 시킴으로써 펩타이드가 한 

세포 내에서 ErmSF 보다 훨씬 더 많이 발현되도록 하여 이 

펩타이드가 ErmSF의 활성을 저해할 수 있는지 확인하였다. 

계획된 대로 IPTG에 의한 유도 없이도 펩타이드가 ErmSF보

다 세포 내에서 훨씬 많이 발현되었다. 그러나 생체 내에서는 

그 활성의 저해를 확인 할 수 없었다. 따라서 ErmSF의 활성

은 NTER 펩타이드의 단순한 부착에 의해서 이루어지는 것이 

아니라 conformational change 등의 역동적인 상호작용을 통

하여 이루어지는 것으로 사료되었다. 따라서 ErmSF와 23S 

rRNA와의 복합체 구조의 규명 그리고 NTER과 ErmSF 

protein body의 부착양식에 대한 구체적인 생화학적 규명이 

이루어지면 이러한 접근법은 이 단백질의 억제제를 창출하는

데 기여를 할 수 있을 것으로 사료된다. 

감사의 말

본 연구는 2010년도 한국연구재단 바이오의료기술개발사업 

중 신약타겟발굴 검증 사업(2010-0020470)과 2011년도 한국

연구재단 기초연구사업(2011004986)의 연구비 지원에 의하여 

수행된 연구결과의 일부로 이에 감사드립니다. 

참고문헌

 1. Bethesda Research Laboratories. 1986. BRL pUC host: E. coli 

DH5α competent cells. Focus 8, 9. 

 2. Bussiere, D.E., S.W. Muchmore, C.G. Dealwis, G. Schluckebier, 

V.L. Nienaber, R.P. Edalji, K.A. Walter, U.S. Ladror, T.F. 

Holzman, and C. Abad-Zapatero. 1998. Crystal structure of 

ErmC', an rRNA methyltransferase which mediates antibiotic 

resistance in bacteria. Biochemistry 37, 7103-7112.

 3. Chang, A.C.Y. and S.N. Cohen. 1978. Construction and 

characterization of amplifiable multicopy DNA cloning vehicles 

derived from the P15A cryptic miniplasmid. J. Bacteriol. 134, 

1141-1156.

 4. Cundliffe, E. 1989. How antibiotic-producing organisms avoid 

suicide. Annu. Rev. Microbiol. 43, 207-223.

 5. Frontiers in Biotechnology : Antibiotic Resistance (American 

Association for the Advancement of Science, Washington, DC, 

1994)

 6. Jin, H.J. 1999. ermSF, a ribosomal RNA adenine N6-methyl-

transferase gene from Streptomyces fradiae, confers MLS 

(macrolide-lincosamide-streptogramin B) resistance to E. coli 

when it is expressed. Mol. Cells 9, 252-257.

 7. Jin, H.J. and Y.D. Yang. 2002. Purification and biochemical 

characterization of the ErmSF macrolide-lincosamide-streptogramin 

B resistance factor protein expressed as a hexahistidine-tagged 

protein in Escherichia coli. Protein Expr Purif. 25, 149-159.

 8. Jin, H.J. 2006. Functional role of peptide segment containing 

1-25 amino acids in N-terminal end region of ErmSF. Kor. J. 

Microbiol. 42 165-171. 

 9. Jin, H.J. 2008. Functional role of 60RR61 in 23S rRNA 

methylation, which is in N-terminal end region of ErmSF. Kor. 

J. Microbiol. 44, 193-198.

10. Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the 

assembly of the head of bacteriophage T. Nature 227, 680-685.

11. Lai, C.J., B. Weisblum, S.R. Fahnestock, and M. Nomura. 1973. 

Alteration of 23S ribosomal RNA and erythromycin-induced 

resisitance to lincomycin and spiramycin in Staphylococcus 

aureus. J. Mol. Biol. 74, 67-72.

12. Lee, H.J. and H.J. Jin. 2004. Deletion of N-terminal end region 

of ErmSF leads to an amino acid having important role in 

methyl transfer reaction. Kor. J. Microbiol. 40 257-262. 

13. Maravic, G., M. Feder, S. Ponger, M. Fogel, and J.M. Bujnicki. 

2003. Mutational analysis defines the roles of conserved amino 

acid residues in the predicted catalytic pocket of the rRNA:m
6
A 

methyltransferase ErmC. J. Mol. Biol. 332, 99-109.

14. Marktrides, S.C. 1996. Strategies for achieving high-level 

expression of genes in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 60, 

512-538.

15. Moffatt, B.A. and F.W. Studier. 1986. Use of bacteriophage T7 

RNA polymerase to direct selective high-level expression of 

cloned genes. J. Mol. Biol. 189, 113-130.

16. Park, A.E., H. Kim, and H.J. Jin. 2010. Phylogenetic analysis of 

rRNA methyltransferases, Erm and KsgA, as related to antibiotic 

resistance. FEMS Microbiol. Lett. 309, 151-162.

17. Roberts, M.C., J. Sutcliffe, P. Courvalin, L.B. Jensen, J. Rood, 

and H. Seppala. 1999. Nomenclature for macrolide and 

macrolide-lincomycin-streptogramin B resistance determinants. 

Antimicrob. Agents Chemother. 43, 2823-2830.

18. Rose, R.E. 1988. The nucleotide sequence of pACYC184. 

Nucleic Acids Res. 16, 355.

19. Rosenberg, A.H., B.N. Lade, D. Chui, S. Lin, J.J. Dunn, and 

F.W. Studier. 1987. Vectors for selective expression of cloned 



208  Hyung Jong Jin 

DNAs by T7 RNA polymerase. Gene 56, 125-135. 

20. Sambrook, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis. 1989. Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, NY, USA.

21. Schluckebier, G., P. Zhong, K.D. Stewart, T.J. Kavanaugh, and 

C. Abad-Zapatero. 1999. The 2.2 Å structure of the rRNA 

methyltransferase ErmC' and its complexes with cofactor and 

cofactor analogs: implications for the reaction mechanism. J. 

Mol. Biol. 289, 277-291.

22. Selzer, G., T. Som, T. Itoh, and J. Tomizawa. 1983. The origin 

of replication of plasmid p15A and comparative studies on the 

nucleotide sequences around the origin of related plasmids. Cell 

32, 119-129. 

23. Skinner, R., E. Cundliffe, and F.J. Schmidt. 1983. Site for 

Action of a ribosomal RNA methylase responsible for resistance 

to erythromycin and other antibiotics. J. Biol. Chem. 258, 

12702-12706.

24. Studier, F.W. and B.A. Moffatt. 1986. Use of bacteriophage T7 

RNA polymerase to direct selective high-level expression of 

cloned genes. J. Mol. Biol. 189, 113-130.

25. Studier, F.W., A.H. Rosenberg, J.J. Dunn, and J.W. Dubendorff. 

1990. Use of T7 RNA polymerase to direct expression of cloned 

genes. Methods Enzymol. 185, 60-89.

26. Weisblum, B. 1995. Erythromycin resistance by ribosome 

modification. Antimicrob. Agents Chemother. 39, 577-585.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /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 true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /ahn2006-B
    /ahn2006-L
    /ahn2006-M
    /Algerian
    /AmiR-HM
    /Apple-Chancery
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Batang
    /BatangChe
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /Calibri
    /Calibri-Bold
    /Calibri-BoldItalic
    /Calibri-Italic
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Cambria
    /Cambria-Bold
    /Cambria-BoldItalic
    /Cambria-Italic
    /CambriaMath
    /Candara
    /Candara-Bold
    /Candara-BoldItalic
    /Candara-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /Chicago
    /Chiller-Regular
    /Cmtt10
    /Cmtt9
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /Consolas
    /Consolas-Bold
    /Consolas-BoldItalic
    /Consolas-Italic
    /Constantia
    /Constantia-Bold
    /Constantia-BoldItalic
    /Constantia-Italic
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Corbel
    /Corbel-Bold
    /Corbel-BoldItalic
    /Corbel-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Crayon
    /CurlzMT
    /Dinbla
    /Dinbol
    /Dinlig
    /Dinmed
    /Dinreg
    /Dotum
    /DotumChe
    /DungunM
    /DungunSB
    /Dutch801BT-Bold
    /Dutch801BT-BoldItalic
    /Dutch801BT-ExtraBold
    /Dutch801BT-Italic
    /Dutch801BT-Roman
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /Euclid
    /Euclid-Bold
    /Euclid-BoldItalic
    /EuclidExtra
    /EuclidExtra-Bold
    /EuclidFraktur
    /EuclidFraktur-Bold
    /Euclid-Italic
    /EuclidMathOne
    /EuclidMathOne-Bold
    /EuclidMathTwo
    /EuclidMathTwo-Bold
    /EuclidSymbol
    /EuclidSymbol-Bold
    /EuclidSymbol-BoldItalic
    /EuclidSymbol-Italic
    /ExpoM-HM
    /FelixTitlingMT
    /FencesPlain
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /FrutigerBlack
    /Frutiger-Cn
    /FrutigerExt-Bol
    /FrutigerExt-Nor
    /FrutigerExtOb2
    /FrutigerExtObl-
    /FrutigerExtObl-Bold
    /FrutigerExtObl-Normal
    /Frutiger-Normal
    /FrutigerObl-Bol
    /FrutigerObl-Bold
    /FrutigerObl-Nor
    /FrutigerObl-Normal
    /FuturaBlackBT-Regular
    /FuturaBT-Bold
    /FuturaBT-BoldItalic
    /FuturaBT-Book
    /FuturaBT-BookItalic
    /FuturaBT-ExtraBlack
    /FuturaBT-ExtraBlackCondensed
    /FuturaBT-ExtraBlackCondItalic
    /FuturaBT-ExtraBlackItalic
    /FuturaBT-Heavy
    /FuturaBT-HeavyItalic
    /FuturaBT-Light
    /FuturaBT-LightCondensed
    /FuturaBT-LightItalic
    /FuturaBT-Medium
    /FuturaBT-MediumCondensed
    /FuturaBT-MediumItalic
    /FZSY--SURROGATE-0
    /Gaeul
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Gulim
    /GulimChe
    /Gungsuh
    /GungsuhChe
    /H2bulB
    /H2bulL
    /H2bulM
    /H2cysB
    /H2cysL
    /H2gprM
    /H2gsrB
    /H2gtrE
    /H2gtrM
    /H2gttB
    /H2hdrM
    /H2mjrE
    /H2mjsM
    /H2mkpB
    /H2porL
    /H2porM
    /H2sa1M
    /H2supE
    /H2supL
    /H2wulE
    /H2wulL
    /HaansoftBatang
    /HaansoftDotum
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /HeadlineR-HM
    /Helvetica
    /Helvetica75-Bold
    /Helvetica95-Black
    /Helvetica-BlackOblique
    /Helvetica-Bold
    /Helvetica-BoldOblique
    /Helvetica-Light
    /Helvetica-LightOblique
    /Helvetica-Narrow
    /Helvetica-Narrow-Bold
    /Helvetica-Narrow-BoldOblique
    /Helvetica-Narrow-Oblique
    /HelveticaNeue-Medium
    /HelveticaNeue-MediumCond
    /HelveticaNeue-MediumCondObl
    /HelveticaNeue-MediumExt
    /HelveticaNeue-MediumExtObl
    /HelveticaNeue-MediumItalic
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Humanist521BT-Roman
    /HYbdaL
    /HYbdaM
    /HYbsrB
    /HYBuDle-Medium
    /HYcysM
    /HYdnkB
    /HYdnkM
    /HYGoThic-Bold
    /HYGoThic-Light
    /HYgprM
    /HYGraPhic-Bold
    /HYgsrB
    /HYgtrE
    /HYhaeseo
    /HyhwpEQ
    /HYkanB
    /HYkanM
    /HYKHeadLine-Bold
    /HYKHeadLine-Medium
    /HYLongSamul-Bold
    /HYLongSamul-Light
    /HYLongSamul-Medium
    /HYmjrE
    /HYMokGak-Bold
    /HYMokPan-Bold
    /HYmprL
    /HYMyeongJo-Bold
    /HYMyeongJo-Light
    /HYMyeongJo-Medium
    /HYMyeongJo-Ultra
    /HYnamB
    /HYnamL
    /HYnamM
    /HYPMokPan-Bold
    /HYPMokPan-Light
    /HYporM
    /HYPost-Bold
    /HYRGoThic-Bold
    /HYRGoThic-Medium
    /HYsanB
    /HYSeNse-Bold
    /HYShortSamul-Bold
    /HYShortSamul-Light
    /HYSinGraPhic-Medium
    /HYSinMun-MyeongJo
    /HYSinMyeongJo-Bold
    /HYsnrL
    /HYSooN-MyeongJo
    /HYsupB
    /HYsupM
    /HYSymbolA
    /HYSymbolB
    /HYSymbolC
    /HYSymbolD
    /HYSymbolE
    /HYSymbolF
    /HYSymbolG
    /HYSymbolH
    /HYTaJa-Bold
    /HYTaJaFull-Bold
    /HYTaJaFull-Light
    /HYTaJaFull-Medium
    /HYTaJa-Light
    /HYTaJa-Medium
    /HYtbrB
    /HYwulB
    /HYwulM
    /HYYeasoL-Bold
    /HYYeaSo-Medium
    /HYYeatGul-Bold
    /HYYeatGul-Medium
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KisBT-Italic
    /KisBT-Roman
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Lapidary333BT-Black
    /Lapidary333BT-Bold
    /Lapidary333BT-BoldItalic
    /Lapidary333BT-Italic
    /Lapidary333BT-Roman
    /Latha
    /LatinWide
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /MagicR-HM
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /MalgunGothicBold
    /MalgunGothicRegular
    /Mangal-Regular
    /Mathematica1
    /Mathematica1-Bold
    /Mathematica1Mono
    /Mathematica1Mono-Bold
    /Mathematica2
    /Mathematica2-Bold
    /Mathematica2Mono
    /Mathematica2Mono-Bold
    /Mathematica3
    /Mathematica3-Bold
    /Mathematica3Mono
    /Mathematica3Mono-Bold
    /Mathematica4
    /Mathematica4-Bold
    /Mathematica4Mono
    /Mathematica4Mono-Bold
    /Mathematica5
    /Mathematica5-Bold
    /Mathematica5Mono
    /Mathematica5Mono-Bold
    /Mathematica6
    /Mathematica6Bold
    /Mathematica6Mono
    /Mathematica6MonoBold
    /Mathematica7
    /Mathematica7Bold
    /Mathematica7Mono
    /Mathematica7MonoBold
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MDEasop
    /MetaPlusBold-Caps
    /MetaPlusBold-Italic
    /MetaPlusBold-Roman
    /MicrosoftSansSerif
    /MingLiU
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MoeumTR-HM
    /MonotypeCorsiva
    /MS-Gothic
    /MS-Mincho
    /MSOutlook
    /MS-PGothic
    /MS-PMincho
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MS-UIGothic
    /MT-Extra
    /MVBoli
    /MWORLD
    /Myriad-BdWeb
    /Myriad-CnItWeb
    /Myriad-CnWeb
    /Myriad-ItWeb
    /Myriad-Web
    /MyriadWebPro
    /MyriadWebPro-Bold
    /MyriadWebPro-Italic
    /nari9
    /NewGulim
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /NSimSun
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /PianoM
    /Playbill
    /PMingLiU
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /PyunjiR-HM
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /RixDokdo
    /RixGrimmM
    /RixJJanguM
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /San60SB
    /SanBkB
    /SanBkL
    /SanBoB
    /SanBoL
    /SanBsB
    /SanBsU
    /SanDaB
    /SanDaM
    /SandArL
    /SandArM
    /SandAtL
    /SandAtM
    /SandKm
    /SandSaB
    /SandSaM
    /SandSm
    /SandTg
    /SandTm
    /SanHgB
    /SanHgL
    /SanHgM
    /SanJhR
    /SanKsB
    /SanKsL
    /SanMrB
    /SanMrL
    /SanNsB
    /SanNsL
    /SanNsM
    /SanPkM
    /ScriptMTBold
    /SegoeUI
    /SegoeUI-Bold
    /SegoeUI-BoldItalic
    /SegoeUI-Italic
    /SeoulHangangL
    /SeoulHangangM
    /SeoulNamsanB
    /SeoulNamsanEB
    /SeoulNamsanL
    /SeoulNamsanM
    /SeoulNamsanvert
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SimHei
    /SimSun
    /SimSun-PUA
    /SinMyungJoSymbol
    /SJbitB_sungandang_bundle
    /SJdeepwater_sungandang_bundle
    /SJgothic04_sungandang_bundle
    /SJmyungjo01_sungandang_bundle
    /SJSoju1
    /SJsoju1_sungandang_bundle
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /Times-Bold
    /Times-BoldItalic
    /Times-Italic
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Uni0553
    /Univers
    /Univers-Condensed
    /Univers-Condensed-Bold
    /Univers-Condensed-BoldItalic
    /Univers-Condensed-Medium
    /Univers-Condensed-MediumItalic
    /UniversLight
    /UniversLightOblique
    /UniversOblique
    /Univers-Oblique
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /YDI2002
    /YDIBirdL
    /YDIBirdM
    /YDIChbinB
    /YDIChbinL
    /YDIChbinM
    /YDIGukB
    /YDIGukL
    /YDIGurmL
    /YDIHoopM
    /YDIMonoM
    /YDIPinoM
    /YDISprIIM
    /YDIYGO310
    /YDIYGO320
    /YDIYGO330
    /YDIYGO340
    /YDIYGO350
    /YDIYGO360
    /YDIYMjO220
    /YDIYMjO230
    /YDIYMjO240
    /YDIYMjO310
    /YDIYMjO320
    /YDIYMjO330
    /YDIYMjO340
    /YDIYMjO350
    /YDIYMjO360
    /YDIYuroB
    /YDIYuroM
    /YetR-HM
    /YGO11
    /YGO115
    /YGO12
    /YGO13
    /YGO22-KSCpc-EUC-H
    /YGO24-KSCpc-EUC-H
    /YGO33
    /YGO34
    /YMjO12
    /ZWAdobeF
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /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 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /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 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 5.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. 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 suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


