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o-Amylasers molekylare
interaktion med stivelse

Sekundzere bindings-sites pa byg o-amylases overflade er karakteriseret vha. »site-
directed« mutagenese og kulhydrat affinitetsmdlinger. Forsogene bekrafter, at byg
a-amylases overflade-sites er vigtige for substratkontakten. Resultaterne baner vej
for udvikling af mere effektive amylaser til modificering eller forflydning af stivelse
ved f.eks. bagning og produktion af glucosesirup
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Kulhydratomdannende enzymer indeholder ofte sa@rlige kulhy-
dratbindende moduler (domner) eller har sekund@re kulhydrat
bindings-sites, der fremmer reaktionen med makromolekylere
substrater, f.eks. stivelse eller cellulose. Stivelse findes i naturen
som semi-krystallinske partikler (stivelseskorn) opbygget af
tetpakkede polysaccharidmolekyler, der vanskeligt angribes

af enzymer. Sekundere bindings-sites og kulhydratbindende
moduler virker dels ved at hefte enzymet til substratoverfladen,
sa den lokale koncentration og kontaktperioden forgges, dels
ved at vriste de enkelte polysaccharidkader fra hinanden, sa de
bliver tilgeengelige for enzymangreb [1,2].

Vi har vha. kemisk markning og rgntgenkrystallografi iden-
tificeret to sekundare bindings-sites i byg a-amylase. For at
afdekke deres rolle i stivelsesnedbrydning er aminosyrerester
i disse sites udskiftet ved »site-directed« mutagenese. Derefter
har vi malt enzymmutanternes evne til at binde stivelse og -cy-
clodextrin, der betragtes som en model for stivelse.

Stivelses struktur

Stivelse findes i almindelige fgdevarer som brgd, kartofler, ris
og pasta og er et vigtigt naeringsstof for mange dyr og mikroor-
ganismer. Det syntetiseres i planter fra glucose via sucrose og
oplagres i frg og rodknolde som mikroskopiske stivelseskorn
(figur 1A), der mobiliseres ved spiring. Stivelseskorn bestar af
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Figur 1. A-B) Stivelse findes som mikroskopiske stivelseskorn opbygget af
skiftevis krystallinske og amorfe lag. C-D) Amylopektin er blandt de stprste
molekyler i naturen og indeholder forgreninger. De krystallinske lag bestar af
dobbeltspiraler, dannet af parallelle, korte forgrenede keder. E) Den kemiske
struktur af et forgreningspunkt (o-1,6-0-glucosidbinding).
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polysacchariderne amylose og amylopektin. Amylose, der udggr
20-25%, er en line®r polymer af a-1,4-bundne glucoserester
med molmasse 1x10%-1x10°¢ og polymeriseringsgrad (DP) 600-
6000 [3]. Amylopektin er med en molmasse pa 1x107-1x10°

og DP 6x10*-6x10° [3] blandt de stgrste molekyler i naturen.
Det indeholder 95% a-1,4- og 5% o-1,6-bundne glucoserester,
hvoraf de sidstn@vnte udger forgreningspunkter (figur 1C, D).
I stivelseskorn alternerer krystallinske og amorfe lag (figur 1B).
De krystallinske lag bestar af teetpakkede dobbeltspiraler (figur
1D) dannet af forholdsvis korte parallelle forgrenede kader i
amylopektin [3] (figur 1E). Ved syre- eller enzymkatalyseret
hydrolyse nedbrydes de amorfe omrader hurtigt, hvorefter man
tydeligt kan se de krystallinske lag med elektronmikroskopi.

Amylaser i malt
En raekke enzymer samarbejder i naturen om at nedbryde sti-
velse til glucose, der er den vigtigste energi- og kulstofkilde for
de allerfleste organismer.

a-Amylaser (a-1,4-p-glucan glucanohydrolase, EC 3.2.1.1)
er endohydrolaser, der katalyserer spaltning af interne a-1,4-O-
glucosidbindinger i amylose og amylopektin samt i glykogen og
lignende poly- og oligosaccharider.

a-Amylaser, der er vidt udbredt i planter, dyr og mikroorga-
nismer, grupperes pga. aminosyresekvenslighed sammen med
a-glucosidhydrolaser og transglucosidaser i glycosidhydrolase

Alguronlag

Figur 2. Spiringen igangscettes ved en forggelse af temperatur og fugtighed,
hvorved frokimen udskiller plantehormonet gibberellinsyre, som i aleuronla-
gets celler aktiverer produktionen af enzymer, heriblandt a-amylase 1 og 2,
der i feellesskab med andre maltenzymer nedbryder frohvidens lagerstivelse til
maltose og glucose. Frghviden indeholder foruden stivelse, proteiner og lipi-
der, der forsyner kimen med neeringsstoffer, indtil den ny plante har etableret
sit rodnet og de fprste kimblade.
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familie 13 (GH-13), der omfatter flere end 2500 sekvenser
(http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/) [4].

Byg (Hordeum vulgare) er Danmarks mest almindelige korn-
afgrgde (26% af det samlede dyrkede areal i 2004)'. Hoved-
parten bruges til foder, mens 20% er maltbyg til glfremstilling.
Nar byg spires til malt ved at have temperatur og fugtighed,
udskiller kimen plantehormonet gibberillinsyre.

Gibberillinsyre aktiverer gener i aleuronlaget bl.a. for to
a-amylaser (AMY1 og AMY2), der angriber frghvidens lager-
stivelse (figur 2). a-Amylaserne hydrolyserer sammen med tre
andre maltenzymer stivelse til glucose og maltose, der efterfgl-
gende fermenteres til alkohol. AMY1 og AMY?2 bestar begge
af en polypeptidkede med ca. 400 aminosyrer. Selvom omtrent
80% af aminosyresekvensen er ens, adskiller isoenzymernes
egenskaber sig klart fra hinanden:

- AMY 1 har hgjere affinitet for Ca**-ioner, bedre stabilitet ved
svagt surt pH, lavere varmestabilitet og den hgjeste affinitet over
for forskellige substrater. AMY 1 er desuden mest effektiv ved
hydrolyse af stivelseskorn.

- AMY?2 har hgjest aktivitet over for oplgselige substrater og
kun AMY?2 hammes af frgets egen byg a-amylase/subtilisin
inhibitor (BASI).

Struktur of AMY1 og AMY2

Begge byg a-amylasernes tredimensionale struktur er bestemt
ved rgntgenkrystallografi (figur 3A). De er opbygget som andre
a-amylaser med tre domener A, B og C [5;6], hvoraf A —en
sékaldt (B/a),-tgnde — indeholder det katalytiske site med tre
syregrupper, asparaginsyreresterne Asp180 og Asp291 og glu-
taminsyreresten Glu205 (AMY 1-nummerering) [5,6]. Dom&ne
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Figur 3.

A) Krystalstruktur af komplekset mellem den katalytisk inaktive mutant af byg
a-amylase 1, Aspl80—Ala AMY1, og maltoheptaose, der udfylder syv sub-
sites i substratbindingsklpften mod den ikke-reducerende ende startende fra
det katalytiske site (med de tre katalytiske grupper Alal80, Asp291, Glu205
markeret med lysergdt) [7]. Ud over substratbindingsklgften har AMY1 to
sekundcere overflade-bindings-sites: »det stivelseskornbindende overflade-
site« karakteriseret ved Trp278 og Trp279 (markeret med rgdt; til venstre) og
»sukkertangen«, der indeholder Tyr380 (markeret med rgdt; nederst).

B) Den kemiske struktur af: 1) maltoheptaose (substrat), 2) methyl

41,41 4" trithiomaltotetraose (thio-DP4, substratanalog) og 3) acarbose
(a-amylaseinhibitor).

A og B danner sammen en lang klgft med en reekke subsites,
der hver binder en glucoserest fra substratmolekylet. Domane
B indeholder tre Ca**-ioner, hvoraf én er bevaret i alle a-amyla-
sestrukturer. Ca**-ioner pavirker AMY 1’s og AMY2’s stabilitet

og enzymaktivitet forskelligt. Derfor undersgges det strukturelle p
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Tabel 1 CIl-pNPG7* Amylose” B-Cyclodextrin
Enzym keat Km keat! K keat Ky keat! K Kp
(s'l) (mM) (s'1 X mM'l) (s'l) (mg x ml'l) (S'1 x ml x mg'l) (mM)
AMY1 52 0,76 69 189 0,19 485 0,20
AMY?2 86 2.1 40 721 1,1 655 0,63
Ser378—>Pro AMY1 59 0,86 69 163 0,20 815 0,25
Tyr380—>Ala AMY1 19 0,67 28 95 0,36 264 1,40

Michaelis-Menten-bestemmelserne er foretaget ved henholdsvis a)pH 6,8 og 30°C, og b) pH 5,5 0g 37°C [15].

grundlag for hver enkelt Ca**-ions rolle i et andet projekt. Indtil
for nylig var domene C’s funktion ukendt for byg a-amylaser
og alle andre »familie 13 enzymer«. Imidlertid viser nogle af
vores seneste resultater, at domane C er vigtigt for enzymets
evne til at binde sig til stivelse.

Sekundre bindings-sites i AMY1 og AMY2

Pa AMY 1’s overflade er der uden for klgften med det kataly-
tiske site identificeret to kulhydrat-bindings-sites. Begge sites
kan ses i krystalstrukturer af AMY1 i kompleks med den ikke-
hazmmende substratanalog methyl 414" 4"_trithiomaltotetraose
(thio-DP4) og en katalytisk inaktiv mutant Asp180—Ala AMY 1
i kompleks med substratet maltoheptaose (figur 3A) eller
pseudotetrasaccharidet acarbose, der er en h&emmer og malto-
tetraoseanalog (figur 3B) [5;7]. I overflade-sites kan aromatiske
aminosyrer (tyrosin og tryptofan) »stacke« til kulhydrat ved
vekselvirkning mellem de aromatiske sidekaders m-orbital og
hydrofobe omrader af glucoseringen. Disse og andre aminosy-
residekaeder kan desuden hydrogenbinde til hydroxylgrupper i
kulhydratet.

Det stivelseskornbindende overflade-site

Det fgrste overflade-site blev identificeret i en o.-amylase i
midten af firserne ved at oxidere tryptofansidekaders indolring
i AMY2 med N-bromsuccinimid. Derefter fulgte en aminosyre-
sekvensbestemmelse af, hvilke tryptofaner 3-cyclodextrin
beskyttede mod oxidationen [8]. Da B-cyclodextrin konkurrerer
med stivelseskorn om binding til AMY2, blev sitet dgbt »det
stivelseskornbindende overflade-site« (»starch granule binding
surface site«). Det viste sig senere at binde acarbose i AMY?2’s
krystalstruktur [6].  AMY 1 »stacker« de samme Trp278 og
Trp279 med to glucoseringe i forskellige bundne oligosacchari-
der (figur 3A).

Sukkertangen

Det andet overflade-site blev for nylig opdaget i domne C i
AMY 1’s krystalstruktur [5]. Den centrale tyrosinrest, Tyr380,
indgar med 8 af de 17 intermolekylare hydrogenbindings- og
van der Waals kontakter til thio-DP4 (substratanalog). Tyr380
sidder i et bevaegeligt loop, og sidekaden svinger adskillige
angstrgm, nar den »griber om sukkeret«. Sitet kaldes derfor en
sukkertang (»a pair of sugar tongs«). Det er det f@grst beskrevne
af sin art og den fg@rste indikation af en funktion [5] for domane
C i glycosidhydrolase 13 familien. Til trods for, at AMY2 har
den tilsvarende Tyr378 (AMY2-nummerering), er binding til
sukkertangen kun set for AMY1 [5]. Den mest igjnefaldende
forskel i denne del af strukturen er AMY2’s prolinrest (Pro276),
der svarer til en serinrest (Ser378) i AMY 1. Aminosyren prolin
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nedsetter generelt peptidkaedens fleksibilitet og er maske grun-
den til, at Tyr378-loopet i AMY?2 ikke reagerer som sukkertan-
geni AMY1.

»Site-directed« mutagenese af sekundaere bindings-sites i AMY1
Det er ukendt, hvordan overflade-sites’ene medvirker ved byg
a-amylasers hydrolyse af stivelse. For at undersgge dette er

de aromatiske aminosyrer Trp278, Trp279 og Tyr380 i AMY 1
udskiftet med den lille alifatiske aminosyre alanin. Desuden

er mutanten Ser378—Pro AMY 1 fremstillet for at efterligne
AMY?2’s struktur. AMY |-mutanterne fremstilles i geeren Pichia
pastoris [9] ved transformation med mutantgener, hvis DNA-se-
kvens er @ndret ved »site-directed« mutagenese. Nar methanol
tilsettes som kulstofkilde, udskiller den enkelte Pichia-transfor-
mant det tilsvarende mutantgenprodukt, dvs. mutantenzym, som
oprenses fra kulturvaesken ved ultrafiltrering og ionbytterkroma-
tografi, da flere af sukkertang-strukturendringerne var ufor-
enelige med affinitetsoprensning pa f-cyclodextrin-konjugeret
Sepharose.

Enzymmutanternes affinitet for B-cyclodextrin (figur 4A)
males ved »surface plasmon resonance«-analyse (BIAcore)
(tabel 1). Farst biotinyleres proteinet, og dernast bindes det pa
en streptavidin-coated chip, der eksponeres for B-cyclodextrinop-
Igsninger af forskellig koncentration (figur 4B). Fra de malte
response units (figur 4C), som angiver massetilvaksten til chip-
pen, bestemmes dissociationskonstanten (K,).

K var 1,4 mM for Tyr380—Ala AMY 1, hvilket svarer til syv
gange svakket affinitet ift. AMY1 (tabel 1). Tyr380 er derfor
ngdvendig for normal binding, hvilket er i god overensstem-
melse med sidek@dens og kulhydratmolekylets tette indbyrdes
kontakt [5].

Desuden bestemmes affiniteten for stivelseskorn ved maling
af fordelingen af enzym i oplgsning og bundet til stivelseskorn.
Tyr380—Ala mutanten bandt 16 gange svagere, men Ser378—
Pro mutanten havde samme affinitet som AMY 1 for stivelses-
korn. Det er derfor ikke kun Pro376, der er arsagen til AMY2’s
svagere binding af stivelse og -cyclodextrin.

Tryptofan Trp279 i doma&ne A’s overflade-site var med i den
fgrste serie af AMY I-mutanter, der ogsa omfattede de katalyti-
ske grupper [10]. Desvarre gav den tidligere benyttede verts-
organisme Saccharomyces cerevisiae 50-10* mindre udbytte af
rekombinant enzym end P. pastoris, og der blev kun opnaet en
meget lille mengde Trp279—Ala AMY1, som dog viste sig at
have svakket binding til stivelseskorn og -cyclodextrin [10].

Enzymatisk hydrolyse af amylose og af oligosaccharidet
2-chlor-4-nitrophenyl $-D-maltoheptaosid (CI-pNPG.)
pavirkedes af Tyr380—Ala mutationen (tabel 1). Tyr380
har sdledes en vis indflydelse pa den katalytiske aktivitet,
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Figur 4. Bindingsanalyse for B-cyclodextrin og AMYI ved surface plasmon Oplev blandt andet analyseinstrumenterne,
resonance (SPR). Sukkertang-mutanternes affinitet for B-cyclodextrin (A) er som i stor stil anvendes i laboratorier indenfor
bestemt ved immobilisering af de biotinylerede enzymer pa streptavidin chips fad landb industri t d
(B). K,, beregnes fra plots af response units mod f-cyclodextrinkoncentratio- @ e_va re- og lan rUQSIn .US rlen' sam en
nen (C) (se tabel 1). kemiske og farmaceutiske industri. F.eks. den
nyeste destruktionsblok til Kjeldahl analyse
hvilket peger pa et samspil mellem overflade-sitet og det samt 3 minutters antibiotikatesten fra Charm.

aktive site. Dette vil blive undersggt nermere, da Tyr380—
Ala og Ser378—Pro AMY for nylig er blevet krystalliseret - . . °
[11]. Ilyset af den nyeste viden om forekomst og betydning Vi glader os til at mgde dlg pa
af overflade-bindings-sites i a-amylaser har vi fremstillet stand C3-017

Trp278—Ala, Trp279—Ala og dobbeltmutanten Trp278—
Ala/Trp279—Ala samt kombinationer med mutationer i
savel sukkertangen som i det aktive site. Affiniteten af disse Dedicated Analytical Solutions
AMY 1-mutanter karakteriseres for tiden, og flere krystal- .

strukturer er ved at blive opklaret. Tel.: 70203380 www.foss.dk

Introduktion af ekstra kulhydrat bindings-sites

De beskrevne mutanter belyser gennem tab af kulhydratbin-
ding de to sekundeare sites’ egenskaber. Omvendt er det vist,
at vi kan fremstille a-amylaser med forbedret bindingsevne
ved at tilfgre ekstra kulhydratbindende sites [12]. Flere

glycosidhydrolaser er fra naturens side udstyret med s&rlige

kulhydratbindende moduler [13], der iser er effektive ved s
omdannelse af uoplgselige substrater f.eks. stivelseskorn og FIET FIRS
cellulosefibre.

Vha. gensplejsning er AMY 1’s C-terminal koblet til N-ter-
minalen af det kulhydratbindende modul SBD (»starch binding b
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domain«) fra Aspergillus niger glucoamylase, der har to kulhy-
drat bindings-sites [14]. Fusionsproteinet AMY 1-SBD hydroly-
serede stivelseskorn fra byg eller kartofler med op til 15 gange
AMY I’s egen hastighed. AMY 1-SBD bandt ogsa seks gange
steerkere til stivelseskorn end AMY 1, hvilket stemmer fint med
den forggede enzymatiske nedbrydning af stivelse, mens der
ikke var nogen forskel pA AMY 1-SBD og AMY 1’s hydrolytiske
aktivitet for oligosaccharidsubstrater.

Konklusion

Den indledende karakterisering af AMY 1’s sukkertang
forbedrer forstaelsen af, hvordan sekundare bindings-sites
vekselvirker med substrat og muligvis samarbejder med
det aktive site. Sukkertang - dvs. Tyr380-mutanternes tab
af bindings- og hydrolyseevne over for stivelseskorn (ikke-
publicerede resultater, S. Bozonnet m.fl.) er bekraftet af
de tilsvarende krystalstrukturer i kompleks med forskellige
kulhydrater.

Perspektivet er at kunne indfgre lignende overflade-sites i
andre stivelsesnedbrydende enzymer, eventuelt i kombination
med fusion til stivelsesbindende moduler, og dermed forgge den
enzymatiske aktivitet.

Det vil i den n@rmeste fremtid blive undersggt, om de to
overflade-sites deltager i en sa@rlig reaktionsform kaldet »multi-
ple attack«, hvor AMY1 eller AMY?2 i kompleks med polysac-
charidsubstrat hydrolyserer flere end en enkelt glucosidbinding
for enzym-substratkomplekset dissocierer. Det antages, at
substratmolekylet, efter at det fgrste produkt er frigjort, skubbes
i stilling i det katalytiske site til det neste angreb, muligvis ved
medvirken af sekundare bindings-sites.

Det forventes, at »protein engineering« ogsa kan optimere
enzymer rettet mod andre kulhydrater end stivelse ved at indfgre
serlige kulhydratbindende overflade-sites eller moduler, der
fremmer funktionen over for polymere substrater.
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(_Nyt om... :
... sommerfuglekemi

Sommerfuglen bjgrnespinder er gjensynligt ugnsket i et ed-
derkoppespind. Hvis den bliver fanget i et edderkoppespind,
ser man edderkoppen fgle pa sommerfuglen med benene, sa
giver den sig til at skere spindet i stykker omkring sommer-
fuglen, som sa falder ud af spindet, befriet.

Sommerfuglen falder abenbart ikke i edderkoppens smag,
men hvorfor? Det er en indviklet historie. Sommerfuglen leg-
ger fortrinsvis sine &g pa en greslignende plante Crotalaria
mucronata. Planten beskytter sig mod at blive foder for dyr
ved at indeholde et giftigt alkaloid, monocrotalin 1, der sma-
ger bittert. Sommerfuglens larver elsker monocrotalin og kan
smage det i en koncentration pa 10" mol/L. De finder frem til
lantens frg@, der er serlig rige pa monocrotalin og &der dem

>

med stor forngjelse uden | o !
at tage skade af det. En o | | L W |
larve kan indeholde op {1 Y \ad /
til 0,4% monocrotalin. - ’
De har nemlig en oxy-
genase, der kan oxidere
monocrotalinet til det ugiftige N-oxid 2. Efter forpupningen
indeholder den ferdige sommerfugl stadig sa meget monocro-
talin, at den er sikret resten af livet mod at blive a&dt. Derfor
edderkoppens manglende lyst til at fange den i sit spind.

Carl Th.

a°

monacesinin | reonoorpiake- Moo 2

Die Chemie eines kleinen Spinners, Chemie in Unserer Zeit, 39, 2005: 72.

_J

dansk kemi, 87, nr. 9, 2006

16/




<<
  /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 false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth 8
  /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 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth 8
  /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 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /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




