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Одна из наиболее агрессивных быстрорастущих форм меланомы – акральная меланома, характери-
зуется локализацией преимущественно на ладонях и ступнях. Методом массового параллельного
секвенирования изучены образцы опухолей, метастазов и нормальной ткани пяти пациентов с ак-
ральной формой меланомы. Проанализированы кодирующие участки 4100 генов, ответственных за
возникновение и развитие наследственных и онкологических заболеваний. Выявлены изменения в
генах-регуляторах клеточного деления, пролиферации и апоптоза (BRAF, NRAS, VAV1, GATA1,
GCM2), в генах, кодирующих белки клеточной адгезии (CTNND2, ITGB4) и ангиогенеза (VEGFA), а
также в генах, ответственных за регуляцию энергетического обмена (BCS1L). С помощью сравни-
тельного секвенирования целевых ДНК, выделенных из морфологически нормальной и опухолевой
ткани, включая метастазы, выявлены гены-кандидаты, ответственные за быстрое метастазирование
акральной меланомы.
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Меланома – одно из самых агрессивных злока-
чественных новообразований. Меланома кожи ха-
рактеризуется частыми рецидивами и высоким
риском появления метастазов, в том числе отда-
ленных. Частота данного заболевания в России со-
ставляет около 60 на каждые 100000 населения, а
рост заболеваемости в период с 2004 по 2014 год –
20.37%1. Выделяют несколько типов меланомы,
которые различаются по прохождению опреде-
ленной фазы роста и локализации. К основным
подтипам меланомы относятся: поверхностно-
распространенная меланома (80% случаев), зло-
качественное лентиго (10–13%), акрально-ленти-
гиозная (8%), лентигиозная, или мукозальная ме-
ланома слизистых оболочек (1.2%), узловая мелано-
ма (15–30%). Крайне редко встречается меланома
слизистых оболочек дыхательного и желудочно-
кишечного тракта [1‒3].

Акрально-лентигиозная меланома – особый
подтип меланомы с уникальными гистологиче-

скими и клиническими характеристиками, зани-
мающий промежуточное положение между поверх-
ностно-распространенной и узловой формами. Ак-
рально-лентигиозная меланома локализуется в
области стоп и кистей, т.е. на участках кожи, кото-
рые в меньшей степени подвергаются действию
УФ-излучения [4, 5].

Эта форма меланомы отличается наиболее не-
благоприятным прогонозом, быстрым прогрес-
сированием и высоким метастатическим потен-
циалом. Акральная меланома обладает рядом мо-
лекулярно-генетических особенностей. Согласно
опубликованным данным, этот подтип меланомы
отличается от поверхностно-распространенной
формы частотой мутаций в генах NRAS, BRAF. В
целом, изучение экспрессии генов показывает,
что в патогенез акральной формы меланомы во-
влечено больше генов, чем при других формах ме-
ланомы [3, 6].

Для изучения вероятных механизмов опухоле-
вой прогрессии и ее метастатического потенциа-
ла с целью выбора дальнейшей терапии требуется
метод, с помощью которого можно проанализи-

1 “ОнкоФорум – онкологический портал | Все о раке – диагно-
стика и лечение, консультации онкологов онлайн.” [Online].
Available: http://www.oncoforum.ru/. [Accessed: 17-Nov-2018].
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ровать большое количество генов, вовлеченных в
патогенез данного заболевания. Наиболее рас-
пространен анализ кодирующих участков генов
методом массового параллельного секвенирова-
ния. Использование этого подхода позволяет по-
лучить полную информацию о нуклеотидной по-
следовательности генома или отдельных его
участков. Цель данной работы состояла в прове-
дении анализа драйверных соматических мута-
ций в образцах акральной меланомы. В ходе этой
работы нами обнаружен достаточно широкий
спектр соматических нарушений в генах регуля-
торных каскадов, маркеров адгезии, ангиогенеза
и метаболизма.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пациенты. В данное исследование вошли пять

пациентов. У двух из них анализировали образцы
первичной опухоли, метастазов и перифериче-
ской крови, у одного – два образца метастазов,
возникших до лечения и в процессе таргетной те-
рапии, а также образец периферической крови. У
двух пациентов анализировали образцы первич-
ной опухоли и периферической крови.

Выделение ДНК. Геномную ДНК выделяли из
образцов замороженной ткани и крови с исполь-
зованием набора QIAampDNAMiniKit (“Qiagen”,
Германия). Концентрацию ДНК измеряли с помо-
щью флуориметра Qubit 2 (“Invitrogen”, США), на-
бора реагентов Qubit® dsDNAHS (“Invitrogen”).
Степень фрагментации и чистоту ДНК оценива-
ли с помощью микроспектрофотометра Nano-
Drop™ 3300 (“Thermo Scientific”, США), а также
гель-электрофореза.

Массовое параллельное секвенирование. Целе-
вые последовательности ДНК отбирали с ис-
пользованием панели жидких зондов Inherited
Disease Panel (IDP) (“Roche”, Швейцария). Оли-
гонуклеотиды конструировали в виде последо-
вательностей, комплементарных кодирующей
части 4100 генов, ответственных за возникнове-
ние и развитие наследственных и онкологиче-
ских заболеваний (“медицинский экзом”). Под-
готовку образцов проводили по стандартному
протоколу для приготовления быстрых библио-
тек KAPA Library Preparation Kit (“Roche”). Об-
разцы ДНК фрагментировали c помощью ультра-
звука (технология Covaris), затем с помощью на-
бора экзонуклеаз и ДНК-полимераз получали
фрагменты с тупыми концами и лигировали их с
адаптерами. Адаптеры содержали последователь-
ности для отжига универсальных праймеров и
молекулярные баркоды. Фрагментацию ДНК
контролировали с помощью системы капилляр-
ного электрофореза (“Agilent” США). Далее по-
лученные библиотеки ДНК амплифицировали и
гибридизовали с зондами IDP. После отбора це-
левых последовательностей проводили загрузку

секвенатора по стандартному протоколу (“Illumi-
na”, США). Секвенирование проводили на плат-
форме NextSeq 500 (“Illumina”).

Анализ результатов секвенирования и использо-
ванные базы данных. После вырезания из прочте-
ний последовательностей адаптеров [7] оценива-
ли бактериальное загрязнение ридов. Затем все
прочтения сопоставляли с референсным геномом
человека GRCh37.75 (Ensembl). Далее из анализа
исключали ПЦР-клоны и проводили калибровку
оценки базового качества с использованием
GATK4 (версия 4.0.8.1) [8]. Для определения со-
матических мутаций (SNV и indels) использовали
программу Mutect2 [9] из GATK4. Перед опре-
делением соматических вариантов запускали
Mutect2 в режиме “только для опухоли” на всех
пяти образцах ДНК из нормальной ткани для со-
здания панели нормы (PoN). Затем использовали
производный PoN для выявления соматических
мутаций с Mutect2 в режиме “опухоль против нор-
мального”. Полученные VCF-файлы анализиро-
вали с помощью GATK Filter Mutect Calls. В даль-
нейшем анализировали только соматические ва-
рианты, прошедшие фильтры.

Полученный список вариантов аннотировали с
помощью Annovar [9]. Использовали базы данных о
популяционных частотах аллелей (gеnomAD, 1000
GenomesProject, Kaviar, ESP 6500, ExAC), dbSNP,
ClinVar, COSMIC, локализацию в домене белка
(Interpro), информацию о консервативных сайтах
(позвоночные животные phastCons и млекопита-
ющие). Кроме того, для оценки патогенности по-
лиморфного варианта в анализ включали аннота-
ции SIFT [10], PolyPhen2 [11], Mutation Taster [12],
LRT [13], PROVEAN, M-CAP, DANN, MetaSVM и
MetaLR.

Варианты с популяционной частотой более 1%
из анализа исключали. Стоит отметить, что коли-
чество таких вариантов не превышало 5% от всех
соматических полиморфных вариантов, локали-
зованных в кодирующих областях, и 10% – от всех
соматических вариантов, которые прошли Filter-
MutectCalls, включая интронные и межгенные.
Кроме того, список соматических вариантов был
отфильтрован в соответствии с минимальным по-
рогом покрытия считывания (минимум 20 считы-
ваний для объединенного нормального образца и
минимум 10 для образца опухоли). Из анализа ис-
ключали также SNV-мотивы polyN, в частности
GGGTG>GGGGG, CCCCG>CCCCC.

Верификация мутаций методом секвенирования
по Сэнгеру. Выявленные соматические мутации и
редкие герминальные полиморфизмы изучали с
помощью прямого секвенирования по Сэнгеру c
использованием специфичных праймеров, подо-
бранных для каждой мутации. Результаты анали-
зировали с помощью программы Chromas Lite
(рис. 1).
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АБРАМОВ и др.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В каждом из образцов опухолевой ДНК обнару-

жено не менее 100 различных структурных измене-
ний, отличающих эту ДНК от геномной ДНК, вы-
деленной из лейкоцитов периферической крови.
Однако большинство этих изменений не относятся
к клинически значимым, так как представляют со-
бой либо синонимические замены, не влияющие
на функционирование доменов белка, либо рас-
положены в некодирующих областях генов – в
3'-нетранслируемых участках, интронных обла-
стях. Эти участки включены в нашу панель зондов,
поскольку из-за близости к кодирующим и регуля-
торным последовательностям они могут быть кли-
нически значимыми. Предполагаемые клиниче-
ски значимые нарушения проанализировали с
учетом стандартных критериев патогенности, при-
меняемых для аннотации данных NGS. В первую
очередь анализировали их частоту в популяции
(менее 1%) и влияние на структуру белка в резуль-
тате формирования преждевременного стоп-кодо-
на, сдвига рамки считывания из-за делеции/ин-
серции, замены аминокислоты в функциональном
домене, нарушения в сайте сплайсинга. Анализи-
ровали и другие описанные ранее значимые заме-
ны в этом и соседних кодонах, опубликованные
клинические случаи, суммировали данные, полу-
ченные с помощью нескольких предсказательных
сервисов: Sift, PolyPhen, MutationTaster (табл. 1).

В образце первичной опухоли 1t пациента 1
обнаружены три условно патогенных мутации в
генах VAV1 (E556Q), CD96 (M1I), GATA1 (T402P).
Ген VAV1 кодирует GTPазу, вовлеченную в меха-
низмы гемопоэза и ассоциированную с сигналь-
ным путем JNK/SAPK. Мутация E556Q обнару-
жена в домене, который отвечает за активацию
протеинкиназ семейства Rho [14]. Фактор тран-
скрипции GATA1, играет ключевую роль в гемо-
поэзе [15].

В метастазе 1m пациента 1 обнаружены три
клинически значимые мутации в генах ITGB4
(I1285F), CD96 (M1I), WASHC5 (Q78H). Однако и
в первичной опухоли, и в метастазе встречается
лишь одна из этих трех мутаций, локализованная
в гене CD96. Ген WASHC5 кодирует убиквитар-
ный трансмембранный белок, играющий ключе-
вую роль в иннервации мускулатуры [16]. Особый
интерес представляет мутация в гене ITGB4. Бел-
ковый продукт данного гена участвует в клеточ-
ной адгезии, запускает механизмы пролифера-
ции, он описан как один из ключевых факторов
инвазии опухолей. Этот фактор может быть во-
влечен в активный метастатический процесс [17].

В метастазе 2m1 пациента 2 обнаружено пять
соматических мутаций в генах BRAF (V600E), NIN
(V294F), MEFV (G185W), DOCK6 (T330I), VEGFA
(S157R). Характерная для меланомы кожи драй-
верная мутация V600E в гене BRAF обусловливает

чувствительность опухоли к некоторым таргет-
ным препаратам. Эта мутация чаще встречается в
опухолях, которые локализуются на участках, не
подверженных постоянному УФ-облучению, по-
добно акральной меланоме [3]. Белок NIN явля-

Рис. 1. Результаты секвенирования по Сэнгеру образ-
цов, содержащих мутации BRAF (V600E) (а), NRAS
(Q61K) (б), TTN (P21957L) (в).

б
A A AC GGGT

в
CCC GGG T T T

а
A A AAA C GGT T
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ется ключевым в структуре центросомы, поэтому
его функциональные изменения влияют на деле-
ние клеток и малигнизацию. Белок MEFV отвеча-
ет за модуляцию врожденного иммунного ответа.
Белковый продукт гена DOCK6 вовлечен в регу-
ляцию обмена гуаниновых нуклеотидов, опосре-
дованно влияя на активацию внутриклеточных
сигнальных путей. Особый интерес представляет
активация гена VEGFA. Белок, кодируемый этим
геном, входит в семейство факторов роста тром-
боцитов/сосудистого эндотелия (PDGF/VEGF).
Фактор роста VEGF индуцирует пролиферацию и

миграцию клеток эндотелия сосудов и имеет важ-
ное значение как для физиологического, так и
для патологического ангиогенеза. Ген VEGFA ак-
тивируется во многих известных опухолях, и его
экспрессия коррелирует со стадией прогрессии
заболевания. Можно предположить связь мута-
ции S157R с активацией гена VEGFA.

В метастазе 2m2 пациента 2, получавшего тар-
гетную терапию, обнаружена всего одна клиниче-
ски значимая мутация в гене ABCC8 (T694P). Бел-
ковый продукт этого гена действует как модуля-
тор АТР-чувствительных каналов, участвует в
выделении инсулина, влияет на энергетический
обмен. Мутации, характерные для первого мета-
стаза 2m1, не обнаружены. Данный факт может
быть связан с успешным применением таргетных
препаратов и элиминацией опухолевого клона.

В первичной опухоли 3t пациента 3 обнаруже-
ны нарушения в двух генах – BCS1L (R177C) и
GCM2 (N24K). Ген BCS1L связан с функциониро-
ванием дыхательной цепи митохондрий. Мута-
ции в этом гене могут приводить к различным на-
рушениям энергетического обмена. Ген GCM2
кодирует фактор транскрипции, важный для раз-
вития нейронов, глии и паращитовидной железы,
а также регулирует клеточную дифференцировку.
Кроме того, у пациента 3 обнаружена герминаль-
ная мутация в гене TAP1 (P315L). Белковый про-
дукт гена ТАР1 ответственен за транспорт круп-
ных молекул через мембрану клеток, мутации в
нем ассоциированы с устойчивостью к терапии
при ряде заболеваний. Ряд исследователей рас-
сматривает его в качестве онкогена [18, 19].

В первичной опухоли 4t пациента 4 найдены му-
тации в генах LPIN1 (G312R) и PLA2R1 (W1198L).
Белковый продукт гена LPIN1 участвует в био-
синтезе триглицеридов, мутации в нем приводят
к нарушению энергетического метаболизма. Бе-
лок PLA2R1 является рецептором фосфолипазы
А2 и первым звеном регуляторных внутриклеточ-
ных каскадов [20].

В метастазе 4m обнаружены мутации в генах
NRAS (Q61K), ATXN3 (G73V), SOX10 (T240P). Му-
тация NRAS в кодоне 61 хорошо изучена, показа-
на ее клиническая значимость при меланоме ко-
жи. Известно, что эта мутация реже встречается
при акральной форме меланомы, так как она ас-
социирована с воздействием УФ-излучения (ло-
кализация на открытых участках кожи) [4]. Про-
дукт гена ATXN3 вовлечен в функционирование
нейронов. Белок SOX10 – важный транскрипци-
онный фактор, участвующий в развитии клеток
нервного гребня. Обнаруженные нами мутации
указывают, что клетки образца 4m отделились от
первичной опухоли на ранних этапах метастазиро-
вания и накапливали соматические мутации неза-
висимо, либо произошли из минорной популяции
опухолевых клеток. Возможно, данный случай от-

Таблица 1. Мутации в образцах акральной меланомы

Примечание. Буквами указан тип образца: t – первичная
опухоль, m – метастаз.

Ген Аминокислотная 
замена Образец

Регуляторы пролиферации и апоптоза
VAV1 E556Q 1t
GATA1 T402P 1t
WASHC5 Q78H 1m
BRAF V600E 2m1
NIN V294F 2m1
DOCK6 T330I 2m1
GCM2 N24K 3t
PLA2R1 W1198L 4t
NRAS Q61K 4m
ATXN3 G73V 4m
SOX10 T240P 4m, 5t
MAPK8IP1 D98A 5t
TTN P21957L 5t

Система клеточной адгезии
ITGB4 I1285F 1m
CTNND2 R720K 5t
KRIT1 R452C 5t

Факторы энергетического обмена
ABCC8 T694P 2m2
BCS1L R177C 3t
LPIN1 G312R 4t

Стимуляторы ангиогенеза
VEGFA S157R 2m1

Компоненты иммунной системы
CD96 M1I 1t/m
MEFV G185W 2m1

Герминальные нарушения
TAP1 P315L 3
DCHS1 S812C 4
CX3CR1 T280M 5
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носится к первично-множественной форме мела-
номы с невыясненным вторым очагом.

Кроме того, у пациента 4 обнаружена герми-
нальная мутация в гене белка клеточной адгезии
DCHS1 (S812C). Его экспрессия повышена в клет-
ках ресничного эпителия при раке легкого, но при
этом он не экспрессируется в меланоцитах [19].

В образце 5t опухолевой ткани пациента 5 обна-
ружены мутации в генах MAPK8IP1 (D98A), TTN
(P21957L), SOX10 (T240P), CTNND2 (R720K),
KRIT1 (R452C). Белок MAPK8IP1 является важ-
ным фактором регуляции апоптоза в клетках под-
желудочной железы, секретирующих инсулин
[21]. Белок TTN играет роль в формировании му-
скулатуры. Это один из структурных белков,
участвующих в сборке хроматина. Одну из пер-
востепенных ролей в онкогенезе и метастазиро-
вании различных опухолей играют нарушения в
генах механизмов клеточной адгезии. К этому се-
мейству относится ген CTNND2. Белковый продукт
данного гена нарушает адгезию клеток, способ-
ствует повышению их подвижности и обусловли-
вает метастазирование. Белок KRIT1 также связан
с системой межклеточных контактов, кроме того
он регулирует пролиферацию клеток, воздействуя
на RAS-каскад. В гене SOX10 пациента 5 найдена
такая же мутация, как и у пациента 4. У пациента 5
обнаружена также герминальная мутация в гене
CX3CR1 (T280M). Кодируемый этим геном белок
вовлечен в клеточную адгезию, пролиферацию
клеток и апоптоз [22]. Мутации гена CX3CR1 опи-
саны при аденокарциноме поджелудочной железы
[23, 24]. Спектр мутаций, найденных в опухоли
данного пациента, позволяет предположить ее ак-
тивное метастазирование и прогрессию, так как ге-
нетические изменения затрагивают факторы им-
мортализации и активируют белки, влияющие на
адгезию и межклеточные контакты.

В целом, обнаруженные соматические наруше-
ния затрагивают гены нескольких функциональ-
ных групп. Самую большую группу образуют гены,
ответственные за пролиферацию, деление клеток,
регуляцию апоптоза. К ним относятся BRAF,
NRAS, MAPK8IP1, PLA2R1, VAV1, DOCK6. Кроме
того, можно выделить группу генов, повреждения
которых нарушают структуру хромосом, веретена
деления и митоз (TTN, NIN). Особый интерес для
нас представляют мутации в генах, играющих
большую роль в функционировании нейронов, и,
самое главное, в дифференцировке из эмбрио-
нальных клеток нервного гребня (SOX10, GCM2,
ATXN3) нейронов и меланоцитов. Активация
данного сигнального каскада зародышевых фак-
торов у взрослого организма может приводить к
малигнизации. Эти данные могут свидетельство-
вать о том, что драйверные мутации при мелано-
ме могут возникать не только в классическом кас-

каде эпидермального фактора роста, но и в других
путях, связанных с филогенезом данных клеток.

Следующая группа генов отвечает за целост-
ность клеточных контактов и хорошо изучена в
контексте метастатического потенциала опухоли
(CTNND2, KRIT1, ITGB4). Описан также блок ге-
нов, мутации в которых приводят к серьезным на-
рушениям энергетического метаболизма (BCS1L,
ABCC8, LPIN1). Процесс малигнизации практи-
чески всегда приводит к кардинальным изменени-
ям клеточного метаболизма, что может способ-
ствовать прогрессии заболевания и активировать
мутагенез. Отдельно стоит отметить ген VEGFA,
участвующий в ангиогенезе, аномальная актива-
ция которого зачастую наблюдается при опухоле-
вой прогрессии. Закономерным представляется
также обнаружение мутаций в генах, кодирую-
щих белки, участвующие в функционировании
иммунной системы (MEFV, CD96).

Полученные пилотные данные могут стать ос-
новой для дальнейшего изучения мутационного
спектра клеток акральной меланомы. В результа-
те этих исследований возможна разработка тар-
гетной панели генов как инструмента для предик-
тивной клинической диагностики.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 14-35-00107).
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SOMATIC MUTATIONS ASSOCIATED WITH PROGRESSION 
OF ACRAL MELANOMAS

I. S. Abramov1, M. A. Emelyanova1, O. O. Ryabaya2, G. S. Krasnov1,
A. S. Zasedatelev1, and T. V. Nasedkina1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Blokhin National Medical Research Centre of Oncology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 115478 Russia

*e-mail: nased@biochip.ru

Acral melanoma is one of the most aggressive and fast-growing form of cutaneous melanoma, and is characterized
by primary location on the palms and feet. In five patients with acral melanoma, primary tumors, as well as meta-
static and normal tissues were collected and subjected to targeted sequencing of the coding regions of 4100 genes.
Somatic mutations were found in genes from cell division, proliferation and apoptosis (BRAF, NRAS, VAV1,
GATA1, GCM2), cell adhesion (CTNND2, ITGB4), angiogenesis (VEGFA), as the regulation of cell metabolism
(BCS1L) related networks. Genomic comparisons of morphologically normal and primary tumor tissues, as well
as normal and metastatic ones allowed us to identify candidate genes responsible for the rapid metastasis.

Keywords: acral melanoma, metastasis, NGS, somatic mutations



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /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 false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /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 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /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 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

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /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
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /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 false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /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
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


