TEMA 6

Polimorfismos genéticos humanos.

Su importancia en farmacologia y toxicologia.

Asociacion con cdncer.

Bases Bioquimicas de la Toxicologia Clinica
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Los medicamentos
son metabolizados
(biotransformados)
en nuestro organismo

El higado es el
organo mas
importante en la
metabolizacion




Metabolismo de medicamentos en el higado

Q Los FARMACOS

llegan al higado por
la vena porta

HEPATOCITOS

<
Los METABOLITOS

salen por la vena cava
inferior o por la bilis

METABOLITOS
ESTABLES a®

FARMACO ®
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Metabolismo de farmacos - Fase [ y Fase I1
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Metabolizacion del diclofenac (ruta principal)

Metabolismo de xenobioticos - bioactivacion

Estimacion del numero de xenobioticos

* Pesticidas 1500
* Medicamentos 6000
 Aditivos de alimentos
- con valor nutricional 2500
- conservantes 3000
* Productos industriales 50000

J Detoxification
Xenobiotic M

Elimination

“Up to 80% of all human cancers
are thought to arise from exposure
to environmental agents”

(Doll & Peto, 1981)

Cytotoxicity
Genotoxicity
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Metabolismo de xenobioticos - bioactivacion

Estimacion del numero de xenobioticos

* Pesticidas 1500
* Medicamentos 6000
» Aditivos de alimentos
- con valor nutricional 2500
- conservantes 3000
* Productos industriales 50000

J Detoxification
Xenobiotic M

Elimination

“Up to 80% of all human cancers
Cytotoxicity are thought to arise from exposure
Genotoxicity to environmental agents”’

(Doll & Peto, 1981)

Funciones del citocromo P450 (CYP) en el metabolismo
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Citocromo P450 (CYP) - Componentes del sistema
chocans ~©
\‘\ reductasa . \
Citoplasma ({

4 )

RH + O, + NADPH+ H* —— ROH + H,0 + NADP*

CYPs - Isoenzimas y nomenclatura

Familias 1 2 3 4 5 7 8 11 17 19 21 24 27
> 40%
3A4 21A2
N 3A5
%"1"'33 1A1 1B1 3A7 4A9 4B1 4F2 11A1 11B1
>55%  qA2 4A11 4F3 11B2

2A6 2B6 2C8 2D6 2E1 2F1
209
2C18
2C19




CYPs - Abundancia relativa y especificidad

SUBSTRATOS

Coumarin
Fadrozole

2A6

INHIBIDORES

Mephenytoin
Diazepam

2419

Diclofenac
Tolbutamide
S-Warfarin
Phenytoin

2C§

Sulphapl

enazole

Nifedipine
Erythromycin Phenacetin

Cyclosporine  Caffeine
Cortisol

3A4

Ketoc

nazole

Furafylline

Bufural

ol

Sparteine
Theophylline Debrisoquine Alcohols

21

Qui

)6

nidine

Chlorzoxazone

2H1

¢ Tenemos todos el mismo patrén isoenzimatico de CYPs?

Variabilidad interindividual : Causas

succinil Co-A + glicina

ALA sintetasa

acido d-aminolevulinico

porfobil

Porfirias
Co™, Pb*+

| ALA deshidratasa |

in6geno

| PBG desaminasa |

protoporfirina IX

-

HEMO

Ferroquelatasa

-<):| POLIMORFISMOS

Inductores quimicos

Senales inflamatorias

Citocromo P450
apoproteina

@ <= Inhibidores

Hormonas
Dieta, etc.




Variabilidad interindividual: consecuerncias

Efecto Efecto Fallo
toxico terapéutico terapéutico

4 de julic de 2001/ Espafia

Sanidad retira todo el aceite de orujo de oliva

El Ministerio de Sanidad y Consume ha decidido
retirar de todos los establecimientos espafioles las
partidas de aceite de orujo de oliva y aceite
refinado de orujo de oliva (55 millones de litros en
total). El motive que ha llevado a la retirada de
este producto ha sido la deteccién de cantidades
preocupantes de benzopireno en este tipo de
aceite.

El benzopireno es una sustancia que se convierte
en cancerigena al metabolizarse con el cuerpo
humang, por lo que su consumo puede resultar
muy peligroso, para nuestra salud, segun confirmé
Iz directora general de Salud Publica del Ministerio
de Sanidad, Dolores Flores,

Se barg)z la posibilidad de que el actual sistema de
produccidn v elaboracién del aceite de orujo hava
propiciado la acumulacion de benzopireno en el
aceite, por lo gue se estd pensando en modificar la
forma de fabricacion de este producto, para evitar riesgos.




Variabilidad interindividual : Consecuencias

B-a -p-
Benzo-a epoxide/ —————> Benzo-a El benzo-a-pireno se

pyrene GSTM1 -Spérene- elimina

................................. > Benzo-a- .
I Benzo-a j El benzo-a-pireno se

pyrene | CYP1A1 GST;\I/I 1 pyrenesG convierte en un epéxido
++ acti nu reactivo que no se
S acuvg genotype elimina

POLIMORFISMO

Genetic variations (difference in DNA sequence)
occurring in more than 1% of a population.

The term defines monogenetic traits that exist in the
normal population in at least two phenotypes, for
example the ABO blood groups.

In the context of pharmacology, genetic polymorphism
of drug metabolising enzymes gives rise to distinct
subgroups in the population that differ in their ability to
perform a certain drug biotransformation.
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POLIMORFISMO-> Variacién genética - Cambio en la secuencia del DNA > Mutaciones

Las mutaciones, o variaciones en la expresién de los genes, pueden ocurrir con
relativa facilidad en las distintas fases del 7/uyjo de informacion genética
(replicacién-transcripcién-traduccién)

Causas
Factores enddgenos: Errores en la maquinaria molecular.

Factores ambientales: Radiaciones ultravioleta, alteraciones quimicas
producidas por sustancias téxicas, etc.

Tipos de mutaciones puntuales :

- Silenciosas
Sustitucién: - De cambio de sentido
- Sin sentido

Adicién (Insercién)
- Desplazamiento de la pauta de lectura
Delecién

El cédigo genético

B - [ - - [
U = Phe UCU = Ser UAT = Tyr UG = Cys o}
U UUC = Phe UCC = Ger UAC =Tyr UGC =Cys e
U4 =Leu UCA = Ser UAA =Stop UGA = 3top A
UG =Leu UCG = Ser UAG = Stop UGG =Trp G
CUU=Leu CCU=Pro Cal = His CGU = Arg o}
c CUC =Leu CCC=Pro Cal=His CGo=Arg e
CUA=Leu CCA=Pro Cas =0l CoA=Arg A
CUG =Leu CCG=Pro Cad=0Gh CGG = Arg o)
AU =Ile ACU = Thr LAT=Am AGU = Ber o}
4 AUC =1le ACC = Thr LAC = Asn AGC = Ser e
AUL =1l ACA=Thr LAA =Lys AGA = Arg A
AUG = Met ACG =Thr AAG=Lys AGG = Arg G
GUU = Val GCU= Al GAU=Amp GGU=Gly o}
q GUC = Val GCC =4k GAC = Asp GOG =0Gly e
GUA=Va GCA=4al Gad =0l GGA=Gly A
GUG = Val GCG =24k GAG =Gl GGG =Gly o)
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Mutaciones del DNA. Puntuales

nortnal DNA

CGATCGTACAT ATA
CuAGCauculau au

Leu ala Cys e

Silenciosas

normal DNA

sense trutation: G for &

""" Disa WWT{L;IH_‘I‘IT
GATCGTACGTATA

transcription *__
Eual cauctihu Au
..... mRMA el LLLLLILILTTT...

translation  Len ala lle

missense mutation: T for C

..... T T DHA -
GATCGTACAT ATA GATCG TAaSATATA

De cambio de sentido

EvAGCAuGUaUAu

Lew &la Cys Ile

nottnal DA

Sin sentido

Leu Ala Cys e

nonsense mutation: T for &

T T T T T DNA
GATCGTACATATA GATC GTAC%} ATA

CUAGCAUGUUAD
LILIIILLIITLL

trans cription

*
CUdCcAuc@auan
..... mRN& .. LILLILLLTILL ...
translation  Ley Ala

Mutaciones del DNA. Deleccidn, adicidn

y cambio en la pauta de lectura

deletion of one

*normal DA deozyribonucleotids
""" TITTTTTITIT T DHA 'ITW
AATAGTGCCACGA AATOGTGCOCACGA
tranzcription
UUaucdccduady DUACACIGGUGCT
..... I Ot -5 o I A I I I I I s
addition of one
normal DNA deoi{yribonucleuhde
*

""" TITTTITIITTITT " DHa |||&|||||||||'
AATAGTGCCACGA AATGAGTGCCACGA
tranzcription
(73 IoF2 T Tl TUAEudEcaETgC U
..... NN NN N - NN AR NN

normal DNA framesh ft mutation: G added
""" TITITTI I PNa =TT T I I IIr1I1 ™
CATCGTACATATA GATRCGTACATATA
tranzcription Kk«
Evdccduculauau cudbcdkuduatau

mRNA ...
Len ala Cys e translation Leu
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Mutaciones del DNA. Alteracién en corte y empalme (splicing)

BEEEEE  EEEOEEEEE

geneinDHA mmkered regions = exons {coditg wgiore)
tratseption into | clear 1egioms = inte ons {roncoding regicns)
ptim sy m BN A

Co{ 1 | NI [BT [T BB s

pritn aty m B A

<Y, [ 4 5T ssna
ature BITA #1
Interons are removed, exons # 1, 2, 4, and 5

are joited by splicens ames. Trans ated into

protein £
Car 1 5]

mature mBNA 2

Interons ate temoved, exons#1, 3, 4, and 5 are
joined by spliceosomes. Translabed into protein #2.

(b
Introduccién de mutaciones

puntuales por accién de l o oM o .
sulfonato de etilmentano
(EMS), un agente mutagénico

de uso comdn. Wild-type DNA
Replication
{a) 3c CH2 &
N 0 cH3
0 T f
o 707g7CH /N 1 NH EMS 1 N ~H— N
258 T N—( —E6 T Le ¢
e YA AH
H H
EMS Guanine O°-Ethylguanine Thymine
Wild-type DNA
Replication
—EtG T HE W
Mutant DNA

Sustitucion 6 > A
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POLIMORFISMOS

FENOTIPACION Y GENOTIPACION

| METODOS de FENOTIPACION |

* Medida directa de la actividad en tejido (biopsia
hepatica).

» Métodos ex vivo. Medida de actividad en cultivo de
linfocitos.

* Métodos in vivo. Medida de un metabolito, relacion
metabolica (Sustrato / Producto), o velocidad de
eliminacion, de un farmaco modelo:

CYP1A2 - Cafeina (?)

CYP2C9 - Tolbutamida, warfarina
CYP2C19->S-mefenitoina, omeprazol
CYP2D6 - Dextrometorfan

CYP2E1 - Cloroxazona
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Fenotipo polimérfico: Hidroxilacién de debrisoquina

Debrisoquine i, 4-Hydroxydebrisoquine

80

40 MR = 12.6, the antimode between the EM

and PM populations

Number of individuals

Metabolic ratio (debrisoquine/4-hydroxy debrisoquine)

(adapted from Bertilsson, 1995)

Genotipacion. Deteccidn de mutaciones puntuales. RFLP

(a)
DNA sample Electrophoresis gel
Cut with a restriction - LoOng
endonuclease == fragments
Thedigest — 4 ——
Separate fragments = ==
according to size by
gel electrophoresis —
— Short
fragments

2. Perform gel 3. Southern blot, then apply probe that

(b) 1. Obtain the digests electrophoresis overlaps region of lost cutting site (.)
Normal Sickle-cell Normal Sickle-celt
DNA  DNA DNA  DNA
by i - = o
5' i NomalpglobinDNA 3' —» 5 0 ot R L
Cut with i E E
Mstil —-—
5 3 b E i o
RFLP

15



RFLP (Southern
blot analysis)

Type of Hb

Amino acid sequence
Nuclectide sequence

~Pro-Glu-Glu-
—CCT-GAG-GAG-
— —

Mszll

- Pro-Val-Glu
-CCT-GTG-GAG-

(missing In HDS)
MNormal-coll Slckle-call
DNA DMA

A-globin gene

13 kb

T
IR

Genotipacién. Single-strand conformation polymorphism (SSCP) ‘

0 g,

5.5,

16



’ Citocromos P450 polimérficos con relevancia en el metabolismo de xenobiéticos

Enzyme Substrates Polymarphism
Freguency Funetional effects Most important polymorphic
variants
CYP1AI Carcinogens Relatively high Unproven
Drugs, carcinogens High Some CYPIAZIF, CYPIA2*IK

CYPIBI

CYP2AG

:

CYP2CB

910 04

CYP3AT

Carcinogens, oestrogens

Nicotine, drugs, carcinogens

Drugs

Some drugs
Drugs
Drugs

Drugs

Carcinogens, solvents, few
drugs

Drugs, carcinogens

Drugs, carcinogens

Drugs, carcinogens

Rare null alleles, frequent
missense mutations

High in orientals, less frequent

in Caucasians

High

High
Relatively low

High

High

Low

Low

High

Low

At least seven haplotypes with

similar activity

Important for nicotine
metabolism

Reduced drug metabolism

Reduced drug metabolism
Very significant

Very significant

Very significant

No

No or small

Significant

Some

CYPIBI*7

CYP2A6* 1B, CYP2A6%4,
CYP246%9, CYP2A6%12

CYP2B6*S, CYF2B6%6
CYP2B6*16

CYP2C8*3
CYP2C9*2, CYP2C9*3

CYP2CI9%2, CYP2CI9*3,
CYP2CI9*17

CYP2D6* 2xn
CYP2D6*4, CYP2D6*S,
CYP2D6* 10, CYP2D6*I7

CYPiA4*IB

CYPIAS*3, CYPIAS™6
CYPIAS*T

CYPs humanos implicados en el metabolismo de carcindgenos

Enzyme

Activation of carcinogens

CYPIA1

CYPIA2

CYPI1BI

CYP2A6

CYP2Bo6

CYP2EI

CYP3A4

Polycyclic aromatic hydrocarbons: benzo(a)pyrene,
dimethylbenz[a]anthracene, PhIP*

Activation ol aryl and heterocyclic amines in
industrial settings and lood mutagens: N-nitrosodi-
methylamine, 4-aminobiphenyl, 2-acetyl-amino-
fluorene, N-nitrosodiethylamine, PhIP, 1Q, aflatoxin
Bl

Polycyclic aromatic hydrocarbons: benzo(a)pyrene,
dimethylbenz[a]anthracene, benz[a]anthracene,
3-methylcholanthrene, DMBA. oestradiol
Activation of tobacco-related N-nitrosamines: NNK,
NNAL. NDEA, NNN, NATB. Aflatoxin Bl,
1,3-butadiene, 2,6-dichlorobenzonitrile

Aflatoxin Bl and 4-(methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-butanone

Low-molecular-weight toxicants and cancer suspect
agents: benzene, carbon tetrachloride.chloroform,
styrene, vinyl chloride, vinyl bromide. N-nitrosodi-
methylamine, NNK

Diverse carcinogens: aflatoxin B1, aflatoxin G1,
benzo(a)pyrene, naphthalene, NNN, l-nitropyrene,
6-amino-chrysene, oestradiol, senecionine, stergma-
Lo-cystine

17



CYPs humanos implicados en el metabolismo de carcinégenos ‘

CYP1A1

CYP1A2

CYP2A6

CYP2D6

CYP2E1

CYP3A4/5

Hidrocarburos aromaticos policiclicos
(benzo(a)pireno & dimetilbenzantraceno)

Nitrosaminas, aminas heterociclicas

Nitrosaminas, aflatoxina B1

NNK (nitrosamina derivado en humo tabaco)
Benzeno, tetracloruro de carbono, cloruro de vinilo

Aflatoxina B1, benzo(a)pireno, 6-aminocriseno

Polimorfismo del CYP2D6

Polimorfismo de la debrisoquina / esparteina
El 7% de la poblacion presenta un metabolismo deficiente

Influye en la metabolizacion de mas de 25 fArmacos de uso comun:
B-bloqueantes, antiarritmicos, antidepresivos triciclicos,
antipsicoticos, analgésicos, antihistaminicos, etc

Herencia autosomal recesiva

Debrisoquine _CYP2D6 4-Hydroxydebrisoquine

Number of people

Extensive
metabolizers

Poor
metabolizers

Debrisoquine / 4-hydroxydebrisoquine

18



Polimorfismo del CYP2D6

CYP2DE6 allele

2D6-A

2D6-B

2D6-D

2D6-E

2D6-T

Detrimental
mutation

A2637 deleted

G1934 > A

Gene deletion

A3023 > C

T1795 deleted

Consequence

Reading frame
disruption
Defect splicing

No-enzyme

His324-> Pro

nonfunctional prot.

Reading frame
disruption

Frequency in
Caucasian
5-10

70-80

10-15

1-5

5-10

Polimorfismo del CYP2D6

N
VAVAVAVZ _= = = & e Rt

signal anchor

N

SRS1 SRS2 SRS3 SRS4 SRS5

L SERAVAVAVAVE aelic

2D6-E

SRS1

SRS1 SRS2 SRS3 SRS4

Pro (324)

i

SRS5

SRS6

C 497)
SRS6
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’ Polimorfismo del CYP2D6 y cdncer de pulmén ‘

NNK (4 (retilnitrosamina) 1@ pridil) 1 htanona)

Nitrosamina identificada en el humo del tabaco (Crespi et al. 1991)
Es activada (bioactivada) por CYP2D6

Menos aductos DNA ntrosamina en metabolizadores pobres 2D6
Metabolizador pobre = fenotipo protector

Nicotina

es sustrato del CYP2D6. Nicotina = cotinina

Mas nicotina en el plasma de metabolizadores pobres 2D6
Menos necesidad (mayor duracion efecto) = menos cigarrillos
- Menos riesgo de cancer

Metabolizador pobre = fenotipo protector

Polimorfismos del CYP1A1 y del receptor AhR

pos oy

TCDD

Endoplasmic =
Reticulum Enhancer  Promoter

)
S

Cytochrome
P450 1A1

20



Polimorfismo del CYP1A1

R Cxidation R H,0 H*OOR
_— 0 —_—  H
*H/© CYP1A1 *HQ He
k, Cihydrodiol
:Nu
Arene Oxide O\ HO) =)

V4

(caminogen)

Polimorfismo del CYP1A1: Estudios fenotipicos

Actividad: hidroxilacion de hidrocarburos aromaticos
(benzo(a)pireno = 3-hidroxi-benzo(a)pireno)

Tejido: linfocitos periféricos inducidos con 3 Mo TCDD

En estudios poblacionales la actividad CYP1A1 muestra una distribucion
trimodal = Fenotipos: Baja, media y alta actividad / inducibilidad

Asociacion fenotipos 1A1 con carcinoma bronquial >
Alta actividad  Baja actividad

% Controles: 10.9 422
% Pacientes: 30.6 5.0
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Polimorfismo del CYP1AL1: Estudios genotipicos

Ile / Val(462)
polymorphic site
Mspl
Exon 1 2 345 6 7 polymorphic site

AA-Mspl polymorphic site

Alelos Genotipo Fenotipo Controles  Cancer pulmon
m2 Mspl + m2/m2 Alta Induccion 10.6 22.9
Val 462 Val/Val Alta Actividad 4.7 12.5

Enzimas de Fase II implicadas en carcindgenesis

GSTs
NATSs

Sulfotransferasas

Otras enzimas implicadas en el metabolismo de carcindgenos

Alcohol deshidrogenasa Aldehido deshidrogenasa
Microsomal epoxido hidrolasa

Mieloperoxidasa NAD(P)H:quinona oxidoreductasa

22



Glutation Sransferasas

GST
S (centro electréfilo) + GSH- ---------- 3 G

* Multifamilia de enzimas cits6licos mayoritariamente hepaticos.
* Presente en la mayoria de seres vivos.
* Proteccion contra compuestos nocivos.

SUSTRATOS:
» Endogenos: Productos del estrés oxidativo
Peroxidacion lipidica = cumene hydroperoxide, 4-hidroxinonenal
Oxidacion del DNA - Propenales bésicos de timina y uracilo

» Exdgenos: Carcinogenos ambientales

HAP bioactivados por P450 ( epoxidos, trans-4-fenil-3-buten-2-ona, benzo(a)pireno-diol-
epoxido) acroleina (humo tabaco), agentes metilantes (cloruro de metilo) pesticidas,
disolventes industriales (oxido de etileno).

Conjugacion con glutation y su metabolismo

J Glutathlnne 0 0 “@ pfutaryk

/ H —_—
Stansferass M. CO0H  transferase

o N
J\(\/lngN COOH b, A

GSH (y-Glu -- Cys --Gly)

@ Cysteinyl W® Cysteine conjugate @
_— a
HgC’JLN OH

5 N -~CO0H glycinase Mhacety| transferass
H:l ‘& Hy r
] ]

Mercapturic acid
derivative
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Glutation-S-transferasas humanas

Familias alpha mu theta pi
| M1*2 (57%) GSTP1
GSTM!1 M1*A
: GSTA1 MT'B GSTT1 T1*1
Isoenzimas GSTM2 T1*2 (20%)
GSTA2 M3*1 GSTT2
GSTM3
M3*2
GSTM4
GSTM5

Glutation Sransferasas humanas : Polimorfismos y cancer

Cutaneous basal cell carcinoma (BCC):

UV - ROS - mutations

GSTM1, GSTM3 y GSTT1 conjugan compuestos resultantes del estrés oxidativo
inducido por UV.

GST se expresa en la epidermis y en la lamina basal de la piel

(que incluye las stem cells)

Numero promedio de BBCs

SI NO
Skin type 1 2.99 2.12
+GSTMI*2 (null) ~ 4.57 2.00
+GSTM3*1 (AA)  3.57 2.08
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N actil transferasas (NATSs)

NAT
Sustrato + Ae  (©A--------------——--—- >§ axtilado

SUSTRATOS:

Endbgenos: Aminas aromaticas endégenas como serotonina. Transferencia de
grupos acetilo entre arilaminas endogenas (sin Ac-CoA). Son denominadas:
Arilamina N-acetiltransferasas

Exogenos: Carcindgenos ambientales (Procesos industriales y combustion tabaco o
alimentos). Aminas e hidrazinas aromaticas y heterociclicas.

N actil tansferasas humanas: variantes alélicas

— 1*4 wt
— 1*10 Alternat polyA
— 1*14 Arg187GIn

NAT1 —— 1*11 Val149lle
(7 alelos) b— 1%q5 Arg187Stop
[ 2*4 wt

NAT2 —p— 2*5A lle114Thr

(15 alelos) |— 2¢6A  Arg197GIn
— 2*7A Gly286Glu
— 2*14A  Arg64GIn

M level) rapid

\ affinity) slow
N Vmax) rapid
no NAT1) slow

—~ o~

Genes

¥ NAT2) slow

V stability) slow
V stability) slow
W stability) slow

P

25



N actil transferasas humanas y cancer

NATI NAT2
Cancer Genotipo % (n) OR % (n) OR
Colon: Bell et al. (1995) Rapido
Controles 29 (112) 1.0
Enfermos 44 (202) 1.9
Pulmoén: Bouchardy et al. (1998) Lento
Controles 56 (170) 1.0
Enfermos 66 (148) 1.9
Higado: Agundez et al. (1996) Lento
Controles 54 (258) 1.0
Enfermos 68 (100) 1.8

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS. Medidas de asociacion.

ODDS de que nazca un nifio:

n° nifios 51 / n° ninas 49 = 1.04

RISK de que nazca un nifio:

n° nifios 51 / (tot 100) = 0.51

ODDS RATIO:
ODDS o = 1.04
ODDS ;4. =1.70(63/37)

OR=1.70/1.04 =1.63

RELATIVE RISK
RISK o1 = 0.51
RISK ;.42 = 0.63 (63/100)

RR=10.63/0.51=1.24

26




<<
  /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
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts 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
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -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
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /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
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /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 ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


