
43 dansk kemi, 86, nr. 11, 2005

PROTEINKEMI

Et proteins konformation er altafgørende for dets funktion og
aktivitet. Fejlfoldning kan føre til inaktivitet eller værre: skade-
lige processer; et eksempel er prionproteiner, der i en bestemt
konformation fører til Creutzfeldt-Jacob sygdom. Det er derfor
ikke overraskende, at proteinfoldning og proteindynamik er et
forskningsfelt, der har tiltrukket meget stor opmærksomhed
gennem årene med det sigte at belyse det fundamentale i
foldningsprocessen og at karakterisere de forskellige mellem-
trin. Ydermere, hvis man forstår, hvordan et protein finder dets

Et allosterisk CO-sensorprotein:
Kommunikation mellem to polypeptidkæder
Mange proteiner er opbygget af mere end en polypeptidkæde - et eksempel er CO-
sensorproteinet CooA. Dette dimerprotein findes i bakterien R. Rubrum og påbegynder ved
højt CO-niveau aflæsningen af coo-genet, som koder for proteiner, der forbrænder CO. Her
beskrives proteinets kooperativitet og dynamik ved binding af CO til dets to hæmgrupper
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rette konformation og tidsskalaen herfor, kan »kunstige« pro-
teiner, nanomotorer, designes til at udføre specielle opgaver.

Men hvordan kan et fuldstændig udfoldet protein opnå den
rette konformation i et tidsrum fra millisekunder til omkring et
minut (Levinthals paradox)? Det er en gåde, der stadig mangler
at blive løst. Proteiners konformationsændringer er desværre
svære at studere direkte, om end en del fotofysiske metoder gi-
ver megen information.

Mange proteiner er sammensat af mere end en polypeptidkæ- ▼▼▼▼ ▼▼▼▼▼ ▼
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de. Hvordan og hvor hurtigt et sådant protein ændrer sin kvar-
ternære struktur, når en af peptidkæderne ændres, er et andet
interessant spørgsmål. Hvordan opnås den komplekse omorga-
nisering? Hvis der er diskrete mellemprodukter, hvordan opfø-
rer protein-substrukturerne sig så i de mellemliggende trin? Er
der generelle principper i proteindynamik, eller er hvert protein
en unik »maskine«?

Det nok mest kendte eksempel er hæmoglobin (Hb), det iltbin-
dende transportprotein, der er skyld i blods røde farve. Max Perutz
bestemmelse af dette proteins tredimensionelle struktur vha. rønt-
genkrystallografi var en milepæl i molekylærbiologi. Hb består af
fire polypeptidkæder, to α-kæder og to β-kæder, der er holdt sam-
men af ikke-kovalente bindinger [1]. Hver kæde (subunit) indehol-
der en jernholdig hæmgruppe, hvortil ilt bindes. Begge α-kæder er
i kontakt med begge β-kæder, hvorimod der er få vekselvirkninger
mellem to kæder af samme type. Vekselvirkninger imellem for-
skellige sites kaldes allosteriske vekselvirkninger.

At Hb er et allosterisk protein kommer til udtryk ved, at ilt-
binding til en hæmgruppe favoriserer successiv iltbinding til en
anden hæmgruppe i det samme Hb - og det selvom de fire
hæmgrupper er for langt fra hinanden til en direkte vekselvirk-

ning. Dvs. hæmgrupperne »kommunikerer« med hinanden via
vekselvirkningerne mellem de fire kæder.

Denne kooperative iltbinding resulterer i en S-formet iltbin-
dingskurve (mætningsgrad som funktion af iltpartialtryk). Iltop-
tagelsen er effektiv i lungerne, hvor iltpartialtrykket er højt, og
modsat er iltafgivelsen effektiv i musklerne, hvor trykket er lavt.

CooA-proteinet: en dimer der binder CO
CooA er en CO-sensor i bakterien Rhodospirillum Rubrum, der
gror anaerobt under tilstedeværelsen af CO. Proteinet er en
homodimer af to ens peptidkæder, der hver består af 222 ami-
nosyrer og en hæmgruppe, og ligesom Hb har det en kvarter-
nær struktur. CO bindes reversibelt til hæm. Proteinets struktur
er afdækket vha. røntgenkrystallografi (figur 1) [2], og man
ved, at den terminale prolin (Pro2) fra en monomer binder til
hæm i den anden monomer. Hæmgruppens jern i Fe(II)-tilstan-
den koordinerer desuden histidin (His77).

Den nøjagtige struktur af det CO-bundne protein kendes
ikke, da proteinet endnu ikke er krystalliseret på denne form.
NMR har dog vist, at det er prolin-aminosyren, der udveksles
med CO [3], hvorved en konformationsændring initieres. Den
CO-bundne form kan binde sig til DNA og påbegynde aflæs-
ningen af coo-genet, der koder for proteiner, der er forbundet
med oxidation af CO (CO-forbrænding).

Når CO binder sig til et hæm, hvordan påvirkes CO-affinite-
ten så af det andet hæm? Hvad er tidskonstanten for CO-bin-
ding og CO-fraspaltning? Disse spørgsmål er for nylig besvaret
vha. spektroskopiteknikker.

CooA er et positivt kooperativt protein
Om CooA-dimeren udviser kooperativitet i sin binding af CO kan
bl.a. afgøres ved at måle Hill-koefficienten n, der er defineret ved,

CooA + 2 CO = CooA(CO)2 (1)

α = (2)

hvor α er mætningsgraden, dvs. brøkdelen af hæmgrupper med
bundet CO, og KH er Hill-ligevægtskonstanten.

Hvis n er mindre end 1, er proteinet negativt kooperativt;
hvis n er lig med 1, er proteinet ikke-kooperativt; og hvis n er
større end 1, er proteinet positivt kooperativt (figur 2).

n er i princippet en ufysisk størrelse. Dens afvigelse fra et
heltal skyldes, at ligning (2) kun gælder, når de to polypeptid-
kæder er fuldstændig uafhængige af hinanden (n = 1), når bin-

Figur 1. Strukturen af CooA.
Der er en hæmgruppe (rød) i
hver monomer.

  

Positiv kooperativitet

Ingen kooperativitet

Negativ kooperativitet

Figur 2. Illustration af kooperativitet.

ding til en peptidkæde øjeblikkeligt fører til ligandbinding til
den anden (n = 2) eller umuliggør binding til den anden (n = 0).

En mere tilfredsstillende analyse er at måle ligevægtskon-
stanterne for hvert bindingstrin (Adair-analyse):

CooA + CO = CooA(CO) (3)

CooA(CO) + CO = CooA(CO)2 (4)
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For at kunne måle α benyttes der absorptionsspektroskopi, idet
absorptionen er markant anderledes for CooA og CooA(CO)
(figur 3). Bl.a. ligger abs. maks. for Soretbåndet ved hhv. 424
nm og 420 nm. De to spektre benævnes basisspektre.

For at finde α blev der optaget spektre for forskellige CO-
koncentrationer, og hvert sumspektrum blev opløst i basisspek-
tre. Resultatet ses på figur 3. En tilpasning til Hill-modellen gi-
ver n = 1.4, dvs. proteinet er positivt kooperativt i dets CO-bin-

Figur 3. CO-titrering af CooA.
A. Absorptionsspektre af CooA tilsat forskellig mængde CO. I hjørnet ses
differensspektre.
B. Brøkdelen af hæmgrupper der har bundet CO som funktion af CO-koncentrati-
onen. Kurven med n=1 svarer til tilfældet, hvor der ikke er kooperativitet, og
kurven med n=2 svarer til maksimal kooperativitet. Det bedste fit giver n = 1.4.

Figur 4. Absorptionen ved 560 nm som funktion af tiden efter blanding af WT-
CooA (wild type) og CO og ΔP3R4-CooA og CO.

ding. Adair-modellen giver de to CO-bindingskonstanter: 0.17
μM-1 og 1.25 μM-1.

Dynamikken for CO-binding:
prolinfraspaltning fra hæm er hastighedsbestemmende
Hastighedskonstanter for CO-binding til CooA blev målt vha.
stopped-flow-eksperimenter: en proteinopløsning blandedes
med en opløsning af CO, og der blev optaget absorptions-
spektre som funktion af tiden. Figur 4 viser den tidsmæssige
afhængighed af absorptionen ved 560 nm (Q-bånd). Dataene
kan beskrives med summen af to eksponentialfunktioner, der
giver to observerede hastighedskonstanter, kobs.

Hastighedskonstanternes afhængighed af CO-koncentratio-
nen er vist i figur 5, side 46. Afhængigheden er ikke lineær,
men hyperbolsk. En simpel forklaring er, at det hastighedsbe-
stemmende trin ikke er selve CO-bindingen, men prolinfra-
spaltning fra hæm-gruppen. Ifølge denne model afhænger kobs

således af CO-koncentrationen:

kobs = (k-P kCO [CO] + kP k-CO + k-P k-CO)/
(k-P + kP + kCO [CO]) (5)

hvor k-P, kP, kCO og k-CO er defineret ifølge figur 6. Et kurvefit,
der beskriver dataene tilfredsstillende, er indlagt i figur 5.

Som en test af denne model lavede vi et CO-bindingseksperi-
ment for CooA-varianten ΔP3R4. I denne er to aminosyrer,
Pro3 og Arg4, fjernet fra N-terminal-enden, så kæden, der bin-
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der til hæmgruppen, er mere strakt (figur 7). Det forventes at
give en mindre barriere for prolinfraspaltning (sml. med en
kort, udspændt elastik) og dermed en større k-p. Dette eksperi-
ment støtter modellen, da kobs1 vokser ca. en faktor tusind for
proteinvarianten (figur 4).

Dynamikken for CO-fraspaltning: »indfangning« af produkter
Ved at »fange« CO hver gang det fraspalter CooA(CO), kan
k-CO bestemmes. Myoglobinmutanten H64L deoxyMb har en
meget stor CO-affinitet og er effektiv til at fjerne CO fra en op-
løsning. I et stopped-flow-eksperiment blandede vi derfor
CooA(CO)2 med denne mutant og målte igen ændringen i ab-
sorption som funktion af tiden. To hastighedskonstanter blev
målt for k-CO: 0.02 s-1 og 0.002 s-1.

I et andet eksperiment blev hæmgruppen »fanget« efter CO-
fraspaltning ved hurtig binding af NO. Hastighedskonstanter
blev bestemt som i det første eksperiment. En tolkning af disse
to hastighedskonstanter foreslås i modellen senere beskrevet
baseret på to forskellige former af det CO-bundne protein, en
åben og en lukket form.

Dynamikken for CO-binding til femkoordineret jern:
fotolyseeksperimenter
Tilbage er at bestemme, hvor hurtigt CO binder sig til fem-
koordineret jern. Det blev gjort vha. flash-fotolyse-eksperimen-
ter. Efter fotolyse af bindingen mellem CooA og CO måltes
ændringen i Soretbåndets absorption som funktion af tiden, når
CO genbindes. Eksperimentet muliggøres af, at et fem-
koordineret hæmkompleks har absorptionsmaksimum ved 435
nm (420 nm for CooA(CO)).

I et andet eksperiment optog vi tidsopløste resonans
Ramanspektre (RR) efter fotolyse. RR-effekten forstærker en
chromofor-enheds vibrationsbånd ved at stille laseren ind på
bølgelængden af en elektronisk overgang, i dette tilfælde 420
nm. Herved monitoreres bestemte strukturelle enheder i protei-
ner med stor følsomhed og selektivitet. Rød- og blåskift siger
noget om, hvordan det kemiske miljø i nærheden af
chromoforen ændrer sig og om styrken af de kemiske veksel-
virkninger. Forudsætningen for eksperimentet er, at det karak-
teristiske n4-hæmbånd afhænger af, hvilke ligander der er bun-
det til jern. Når prolin er bundet, ligger båndet ved 1360 cm-1,
når CO er bundet ved 1370 cm-1 og ved 1355 cm-1 for fem-
koordineret jern (figur 8). Ud fra toppenes tidsudvikling udle-
des der to hastighedskonstanter for CO-binding, og de passede
med flash-fotolyse-transient-absorptionseksperimentet.

Figur 5. De to observerede hastighedskonstanters afhængighed af CO-
koncentrationen.

Afsluttende bemærkninger: en mulig model
Det store arbejde var nu at få alle data til at indgå i en samlet
model, der redegør for positiv kooperativitet og den fundne dy-
namik. Det vil gå for vidt at give alle detaljerne, og i stedet
skitseres kort den foreslåede model. Interesserede læsere henvi-
ses til reference 4.

I modellen (figur 9) indgår to forskellige former af proteinet i
dets CO-bundne form, en åben og en lukket form. Den lukkede

Figur 6. Model for binding af CO til hæm (vandret rød streg) i CooA.

Figur 7. I ΔP3R4-varianten er de to aminosyrer, prolin og arginin, efter den
terminale Pro2 skåret af.
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Figur 8. Resonans Ramanspektre optaget på forskellige tider efter fotolyse af
CooA-CO. Eksperimentet blev lavet ved to forskellige PH-værdier (A) pH 7
og (B) pH 11. CO-bundet hæm har et n

4
-bånd ved 1370 cm-1, mens båndet

ligger ved 1355 cm-1 for femkoordineret hæm. Graden af fotolyse vokser med
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PROTEINKARAKTERISERING
– kontraktforskning og kvalitetskontrol

For mere information, kontakt:
protein@teknologisk.dk

Teknologisk Institut
Holbergsvej 10 • 6000 Kolding
www.teknologisk.dk/proteomics
Tlf. 7220 1900 • Fax. 7220 1919

Teknologisk Institut tilbyder:

• Identifikation, karakterisering og kvantificering
af proteiner

• Separation af komplekse proteinblandinger
• Analyse af proteinmodifikationer
• Studier af proteininteraktioner
• Kvalitetskontrol af proteiner og peptider

Vores laboratorier har udstyr til bl.a. 1D- og 2D-
gelelektroforese, nano-LC-MS/MS, FPLC,
immunoprecipitering og immunoblotting.

Samarbejdsformer:

Vi indgår i forskellige typer af samarbejde - fra analyse
af enkelte prøver til længerevarende forsknings-
projekter. Vi arbejder uvildigt og konfidentielt.

Figur 9. Model for kooperativ CO-binding til CooA. En firkant repræsenterer
en åben polypeptidkæde, der enten kan binde eller fraspalte CO, mens en oval
figur indikerer, at enheden er i en lukket form (CO-binding eller -fraspaltning
ikke mulig). CO-binding sker til femkoordineret jern, hvilket betinger
prolinfraspaltning som første trin (hastighedsbestemmende). Hastighedskon-
stanter for hvert enkelt trin er anført.

PROTEINKEMI

form antages at skulle omdannes til den åbne form, før CO kan
frigives. En sådan antagelse er nødvendig for at forklare dyna-
mikken for CO-fraspaltning.

De andre proteinformer involverer prolinbundet hæm, fem-
koordineret hæm eller CO-bunden hæm. Kun til femkoordine-
ret hæm kan CO bindes. CO-binding til én hæm påvirker pro-

lindissociation fra en anden hæm ifølge den målte positive
kooperativitet.

Et overraskende resultat er, at prolin fraspaltes langsomme-
re efter binding af det første CO: k-P mindskes efter binding af
CO fra 0.42 s-1 til 0.06 s-1 (en faktor 7). Da CO-binding er ko-
operativ, betyder det, at hastighedskonstanten for prolingen-
binding, kP, mindskes endnu mere, fra 2.3 × 103 s-1 til 74 s-1

(en faktor 31). Dvs. proteinets kooperativitet er et resultat af,
at styrken af prolins binding til jern falder, når CO bindes -
ikke at hastigheden for prolinfraspaltning stiger.

Taksigelser
En stor tak rettes til mine tidligere kollegaer på Princeton:
Prof. Thomas G. Spiro, Dr. Mrinalini Puranik, Dr. James L.
Bourassa, Dr. Martin A. Case og vores samarbejdspartnere
på University of Wisconsin at Madison: Prof. Gary P. Roberts
og Dr. Hwan Youn og på Rice University: Prof. John S. Olson
og Angela N. Hvitved.

E-mail adresse
Steen Brøndsted Nielsen: sbn@phys.au.dk

Referencer
1. L. Stryer, »Biochemistry,« 3rd ed., W.H. Freeman and Company, New

York (1988).
2. W.N. Lanzilotta, D.J. Schuller, M.V. Thorsteinsson, R.L. Kerby, G.P.

Roberts og T.L. Poulus, Nat. Struct. Biol. 7, 876-880 (2000).
3. K. Yamamoto, H. Ishikawa, S. Takahashi, K. Ishimori, I. Morishima, H.

Nakajima og S. Aono, J. Biol. Chem. 276, 11473-11476 (2001).
4. M. Puranik, S. Brøndsted Nielsen, H. Youn, A.N. Hvitved, J.L.

Bourassa, M.A. Case, C. Tengroth, G. Balakrishnan, M.V.
Thorsteinsson, J.T. Groves, G.L. McLendon, G.P. Roberts, J.S. Olson
og T.G. Spiro, J. Biol. Chem. 279, 21096-21108 (2004).



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile ()
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Europe ISO Coated FOGRA27)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /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 false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Preserve
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /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 0.15
    /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 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 0.15
    /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 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /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 (Custom)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /ENU (P.J. Schmidt Grafisk produktions Distiller-setting til Adobe Acrobat 7 \(PDF 1.5\))
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames false
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /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
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        8.503940
        8.503940
        8.503940
        8.503940
      ]
      /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 true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 8.503940
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [14400.000 14400.000]
>> setpagedevice


