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\ x Jarunkiem istnienia i funkcjonowa-

nia organizméw wielokomérkowych
jest utrzymanie precyzyjnej kontroli liczby
komorek. Jest to zapewnione dzigki zacho-
waniu réwnowagi miedzy czterema proce-
sami: podzialem, réznicowaniem, dojrze-
waniem i $mierciag komdrek (1). Istnieja
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dwa gléwne mechanizmy $mierci komor-
ki: martwica i apoptoza. Komérki uszko-
dzone w wyniku dzialania czynnikéw ze-
wnetrznych ulegaja martwicy, podczas gdy
komorki pobudzane do zaprogramowane;j
$mierci przez bodziec zewnetrzny lub we-
wnetrzny ulegaja apoptozie (2).

Apoptoza jest fizjologicznym procesem
obumierania komorek, ktory jest niezbed-
ny do prawidlowego funkcjonowania orga-
nizmu. Po raz pierwszy zjawisko progra-
mowanej $mierci komorki opisal Walther
Flemming, ktéry w 1885 r. opublikowat
prace o degradacji komoérek w jajniku kro-
lika (3). Termin apoptoza wprowadzit do-
piero Kerr i wsp. (4) jako zjawisko zamie-
rania komérek, w ktérych dochodzi do
kondensacji chromatyny, fragmentacji ja-
dra i tworzenia tzw. cialek apoptotycznych.
Morfologia komérki ginacej z powodu
apoptozy znacznie si¢ rézni od obrazu ko-
morki nekrotycznej. Proces programowa-
nej $mierci rozpoczyna sie w jadrze komor-
kowym, w ktérym dochodzi do kondensa-
¢jiiagregacji chromatyny, a tym samym do
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zmniejszenia jego objeto$ci. Sprawia ono
wrazenie zapadnietego i skurczonego, przy
zachowanej integralnoéci blon i czynno-
$ci organelli. W nastepnym etapie, z po-
wodu utraty wody, dochodzi do zmniej-
szenia objeto$ci calej komérki, nawet do
ok. 30-50%. W konicowej fazie apopto-
zy komorka ulega fragmentacji i powstaja
otoczone bfona komérkowa kwasochtonne
czasteczki zwane cialkami apoptotycznymi
zbudowane z cze$ci zageszczonej chroma-
tyny, organelli i cytozolu. (5). Cialka apop-
totyczne sa usuwane z tkanek w procesie
fagocytozy, w ktérym istotna role odgry-
wa obecnos¢ receptora witronektynowe-
go na blonie komdérkowej makrofagéw
(6). Apoptotyczna $mier¢ komérek oraz
ich fagocytoza nie powoduja uwolnienia
enzyméw proteolitycznych, nie towarzy-
szy wiec jej reakcja zapalna, a $§mier¢ po-
szczegblnych komérek nie wywoluje roz-
leglej destrukcji tkanek.

Apoptoza jest procesem przeciwstaw-
nym do mitozy i wspdlnie z nia decyduje
o liczbie komérek w kazdej populacji (7).
Wynika stad ogromne znaczenie tego pro-
cesu w fizjologii: w embriogenezie, wzro-
$cie i rozwoju narzadéw oraz ich inwolucji.
Obydwa procesy (podzialy i $mier¢ komé-
rek) czuwaja nad prawidlowym przebie-
giem réznicowania si¢ komérek nablon-
kowych i krwiotwérczych, a takze doj-
rzewania limfocytéw T, ktére odbywa sie
w grasicy. Uwaza sie, ze apoptoza jest jed-
nym z mechanizméw obronnych, polega-
jacym na usuwaniu komérek zbednych,
uszkodzonych i uleglych mutacji (8). Ten
aktywny proces wymaga ekspresji odpo-
wiednich genéw, syntezy mRNA i biatek
oraz aktywacji kaskady enzyméw prote-
olitycznych (9). Apoptoza jest gtéwnym
mechanizmem prowadzacym do $mier-
ci komérki, jesli uszkodzone DNA nie
zostanie naprawione (10). Uwaza sig, ze
sygnalem wywolujacym proces apopto-
zy w komorce jest zmiana integralno$ci
bton mitochondrialnych, warto$ci poten-
cjalu blonowego mitochondriéw, wzrost
produkgcji wolnych rodnikéw tlenowych
i uwalniania z mitochondriéw czynnikéw
apoptogennych (11).

Apoptoza przebiega dwoma gléwny-
mi szlakami. Pierwszy, okreslany jako ze-
wnetrzny — receptorowy lub cytoplazma-
tyczny, jest uruchamiany przez receptor
$mierci Fas nalezacy do nadrodziny recep-
toréw czynnika martwicy nowotwordéw
(tumor necrosis factor — TNF; 2). Drugim
jest wewnetrzny szlak mitochondrialny,
ktéry w odpowiedzi na pobudzenie po-
woduje uwolnienie cytochromu-c z mi-
tochondriéw i aktywacje sygnatu $mier-
ci (13). Oba szlaki ostatecznie acza sie
w jeden wspdlny obejmujacy aktywacje
kaskady proteaz nazywanych kaspazami,
prowadzac do $mierci komérki. Obydwa
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szlaki sa od siebie zalezne, np. nadmier-
na ekspresja Bcl-2 w szlaku wewnetrznym
moze prowadzi¢ do zahamowania apop-
tozy przebiegajacej w szlaku zewnetrz-
nym (14). W regulacje apoptozy zaan-
gazowanych jest wiele genéw, szczeg6l-
nie p53 oraz bialka z rodziny Bcl. Bialko
p53 wraz z zaleznym od siebie biatkiem
bax aktywuje apoptoze, natomiast bial-
ko Bcl-2 hamuje ten proces. Aktywacja
tych genéw moze nastepowac pod wply-
wem réznych czynnikéw, np. hormonéw,
czynnikéw wzrostu czy jonéw. Prawidto-
wa regulacja umozliwia utrzymanie réw-
nowagi miedzy namnazaniem si¢ komé-
rek i ich umieraniem (15).

W wielu nowotworach ztosliwych ob-
serwowana jest spontaniczna apoptoza (9).
Sa takze dane wskazujace na to, ze w ko-
morkach nowotworowych nastepuje nie-
jednokrotnie zahamowanie apoptozy (16).
Wsréd komérek nowotworowych pojawia-
ja sie komorki oporne na indukcje apopto-
zy i one moga by¢ odpowiedzialne za wie-
le niepowodzen terapeutycznych. Komor-
ki oporne na indukcje apoptozy maja by¢
niewrazliwe na dzialanie lekéw i promieni
jonizujacych (17). Istnieja doniesienia na
temat ekspresji biatka Bcl-2 i jego zwiaz-
ku z rokowaniem w nowotworach sut-
ka u ludzi. Wysoka ekspresja tego bialka
wiaze si¢ z mniejszym prawdopodobien-
stwem nawrotu choroby oraz powstania
odlegltych przerzutéw (18). Stwierdzono,
ze Bcl-2 podlega zwigkszonej ekspresji
w nowotworach o mniejszym stopniu hi-
stologicznej zlosliwosci. Istnieja nielicz-
ne prace dotyczace apoptozy i czynnikéw
z nia zwigzanych w nowotworach u zwie-
rzat. Stwierdzono ekspresje bialka Bcl-2
w wolno namnazajacych sie komoérkach
guza podstawnokomoérkowego u kotéw
(19). W nowotworach zlosliwych gruczotu
sutkowego u suk Funakoshi (20) wykazal
wieksza liczbe komorek apoptotycznych
oraz wysoka ekspresje PCNA w poréwna-
niu z nowotworami niezlo$liwymi.

Celem podjetych badan byla ocena
apoptozy w nowotworach gruczolu sut-
kowego pséw w korelacji z typem histo-
logicznym guza, stopniem jego histo-
logicznej zlosliwosci oraz aktywno$cia
proliferacyjna.

Materiat i metody

Material do badan stanowily guzy gru-
czolu sutkowego suk. Material utrwala-
no w 8% formalinie buforowanej fosfora-
nami, nastepnie odwadniano i zatapiano
w parafinie. Skrawki parafinowe grubo-
$ci 4 um barwiono metoda przegladowa
hematoksylina-eozyna, w celu okreslenia
rodzaju nowotworu zgodnie z klasyfika-
cja WHO (21) oraz stopnia histologicz-
nej zlodliwosci (22), a takze metodami
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The aim of this paper was to study apoptosis in mam-
mary gland tumors in bitches and to establish its
correlation with histological type of tumor, degree
of histological malignancy and neoplasm prolifera-
tion activity. Studies were performed on tumors col-
lected during surgical procedures. All together 150
mammary gland neoplasms were diagnosed using
histopathological, histochemical and immunohis-
tochemical methods. 138 tumors were of epithelial
origin and among them 14 adenomas, 66 complex
carcinomas, 47 simple carcinomas and 6 solid car-
cinomas were identified. For carcinomas, degree of
histological malignancy was established: 1+ degree
- 48 tumors, 2™ degree - 39 tumors, 3 degree -
32 tumors. The number of cells undergoing apopto-
sis was similar in different types of neoplasms. Sig-
nificantly higher apoptotic index was observed in 1
degree of malignancy carcinomas. Further detailed

evaluation of examined neoplasms was made.
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immunohistochemicznymi. W badaniu im-
munohistochemicznym uzyto mysie mo-
noklonalne przeciwcialo przeciw ludzkie-
mu antygenowi jadrowemu Ki-67 (Dako)
w rozciericzeniu 1:75 w 1% BSA (Sigma;
23). Material badawczy poddawano ob-
rébce termicznej w kuchence mikrofalo-
wej (1 x 5 minut przy 600 W, 2 x 5 minut
przy 300 W) w celu odslonigcia epitopu.
Do wizualizacji reakeji immunohistoche-
micznej stosowano zestaw En Visio + ™
System (Dako). Do interpretacji wynikéw
zastosowana zostala komputerowa anali-
za obrazu i program Lucia v. 4.21, za po-
mocg ktérych zliczano zabarwione jadra
w 1000 komoérek nowotworowych.

W celu identyfikacji komoérek apopto-
tycznych zastosowano metode TUNEL.
Metoda TUNEL (TdT — mediated deoxy-
uridine triphosphate — biotin/digoxygenin
nick end-labelig) wykorzystuje aktywnos¢
terminalnej deoksynukleotydylotransfera-
zy (TdT) enzymu wprowadzajacego bioty-
nylowana trifosforodeoksyurydyne dUTP
do 3 korica pofragmentowanej czastecz-
ki DNA. W badaniach zastosowano goto-
wy zestaw ApopTag® Peroxidase Kits firmy
Q * Biogene. Komérki wykazujace dodat-
nia reakcje liczono w 10 polach widzenia
przy powiekszeniu obiektywu 400x. Ob-
liczano indeks apoptotyczny jako $red-
nig liczbe komoérek wykazujacych reak-
cje pozytywna.
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Ryc. 4. Srednia warto$é indekséw apoptotycznego i mitotycznego (+ SD) w nowotworach o réznym stopniu
histologicznej ztosliwosci

Wyniki przedstawiono w postaci $red-
nich arytmetycznych (x+SD). Wyniki opra-
cowano przy uzyciu programu SPSSv. 12.0
PL Windows. Rdznice uznano za istotne
statystycznie przy p<0,05.

Wyniki i oméwienie

Liczba komorek, ktére ulegaly apoptozie
nie réznila sie istotnie w poszczegdlnych
rodzajach nowotworéw pochodzenia na-
btonkowego, najwigksza liczbe komorek
ulegajacych apoptozie stwierdzono w ra-
kach ztozonych (ryc. 1), mniej komérek ule-
gajacych apoptozie wykazano w rakach
litych i prostych. Stwierdzono natomiast
statystycznie istotne réznice w liczbie ko-
morek ulegajacych apoptozie pomiedzy no-
wotworami o I i III stopniu histologicznej
ztosliwosci (p=0,035; ryc. 2). Wyzsza war-
tos¢ indeksu apoptotycznego obserwowano
w nowotworach o I stopniu histologicznej
zlodliwosci (rye. 2, 4). Statystycznie istotna
réznice pomiedzy indeksem mitotycznym
a apoptotycznym obserwowano w raku li-
tym, ktéry wykazywal najwyzszy stopien
ztosliwosci histologicznej (ryc. 3). Obser-
wowana byta przewaga aktywnosci proli-
feracyjnej nad procesem apoptozy w no-
wotworach o najwyzszym (III°) stopniu hi-
stologicznej ztosliwosci (ryc. 4).

Wazna role w przeciwdziataniu apop-
tozie przypisuje sie biatkom szoku ciepl-
nego. Najbardziej istotne w procesie ha-
mowania apoptozy wydaja sie bialka szo-
ku cieplnego Hsp70 i Hsp27. Istnieje wciaz
wiele niejasnosci co do sposobu przekazy-
wania sygnalu $mierci wzbudzanego przez
réznorodne czynniki apoptotyczne, jak tez
molekularnych uwarunkowan komérki do
wlaczania programu $mierci. Poniewaz in-
dukcja apoptozy i ekspresja bialek szoku
cieplnego sa wywolywane przez te same
czynniki, mozna doszukiwac sie korelacji
miedzy tymi dwoma procesami.

Mimo iz apoptoza jest fizjologiczna
$miercia komorki, to pelni ona wazng role
w patogenezie wielu choréb. Ograniczenie
tego zjawiska prowadzi do powstawania
ztosliwych choréb proliferacyjnych oraz
autoagresji komorek ukladu odpornoscio-
wego, natomiast nasilenie apoptozy jest ty-
powe dla choréb zwyrodnieniowych (7).
Rola apoptozy w powstawaniu nowotwo-
réw nie jest do konca okreslona. Wystepo-
wanie tego zjawiska w obrebie guza moze
powodowac utrate nieSmiertelnosci komo-
rek raka. Apoptoza moze zaré6wno hamo-
wac rozwdj komérek nowotworowych, jak
stymulowac ich klonalny rozwéj poprzez
eliminacje sasiadujacych komorek.

Lepsze poznanie zaburzen genetycznych
oraz proces6w regulacji ztozonych szlakéw
sygnatowych, zwlaszcza regulacji apoptozy,
moze poméc w stworzeniu racjonalnych
strategii leczenia nowotwordéw.

Zycie Weterynaryjne * 2009  84(11)



Pi$miennictwo

—

[

©

B

&

N

~

. Baldi A., Santini D., Russo P, Catrical C., Amantea A.,

Picardo M., Tatangelo F, Botti G., Drogonetti E., Mura-
ce R, Tonini G., Natali P.G., Baldi F,, Paggi M.G.: Analy-
sis of APAF-1 expression in human cutaneaces melano-
ma progression. Exp. Dermatol. 2004, 13, 93-97.
Ghobrial LM., Witzig T.E., Adjei A.A.: Targeting apopto-
sis pathways in cancer therapy. CA Cancer J. Clin. 2005,
55,178-194.

Tilly J.L. Commuting the death sentence: how oocy-
tes strive to survive. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001, 2,
838-848.

Kerr J.E. Wyllie A.H., Currie A.R. Apoptosis: a basic bio-
logical phenomenon with wide-ranging implications im
tissue kinetics. Br. J. Cancer 1972, 26, 239-257.
Sulejczuk D.: Apoptoza i metody jej identyfikacji. Post.
Biol. Kom. 2000, 4, 527-568.

Goéra-Tybor E., Robak T.: Apoptoza-zaprogramowana
$mier¢ komérki. Post, Hig. Med. Dosw. 1994, 48, 209-
221.

. Motyl T.: Apoptoza — $émier¢ warunkujgca zycie. Post.

Biol. Kom. 1998, 25, 315-333.

o

©

10.

1

—_

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Raff M.C.: Social controls on cell survival and cell death.

Nature 1992, 356, 397-399.

. Chabowski A., Sulkowska M.: Pofaczenia GAP i ich udzial

w apoptozie i kancerogenezie. Post. Biol. Kom. 2001, 28,
277-292.

Lowe S.W., Lin A.W.: Apoptosis in cancer. Carcinogene-
sis 2000, 21, 485-495.

. Krzyzowska M., Niemiattowski M.: Supresja apoptozy

w zakazeniach chordopoksowirusami. Post. Biol. Kom.
2003, 30, 273-292.

Sikora E.: Mechanizmy programowanej $mierci komér-
ki (apoptozy). Post. Biochem. 1994, 40, 150-160.
Hockenbery D., Nunez G., C.: Bcl-2 is an inner mitochon-
drial membrane protein that blocks programmed cell de-
ath. Nature 1990, 348, 334-336.

Scaffidi C., Fulda S., Srinivasan A.: Two CD95 (APO-1/
Fas) signaling pathways. EMBO J. 1998, 17, 1675-1687.
Garl R., Vaux D.L.: Apoptosis in the development and tre-
atment of cancer. Carcinogenesis 2005, 26, 263-270.
Thompson C.B.: Apoptosis in the pathogenesis and tre-
atment of disease. Science 1995, 267, 1456-1462.

Brown J.M., Wouters B.G.: Apoptosis, p53 and tumor
cell sensitivity to anticancer agents. Cancer Res 1999, 59,
1391-1399.

Prace kliniczne i kazuistyczne

18. Kapranos N., Karaiosifidi H., Valavanis C., Kouri E., Vasi-
laros S.: Prognostic significance of apoptosis related pro-
teins Bcl-2 and Bax in node-negative breast cancer pa-
tients. Anticacer Res 1997, 17, 2499-2505.

Madewell B.R., Grittey S.M., McEntee M.C., Leppert V.J.,
Munn R.J.: Feline vaccine — associated fibrosarcoma: an
ultrastructural study of 20 tumors (1996-1999). Vet Pa-
thol 2001, 38, 196-202.

Funakoshi Y., Nakayama H., Uetsuka K., Nishimura R.,
Sasaki N., Doi K.: Cellular proliferative and telomerase
activity in canine mammary gland tumors. Vet. Pathol.
2000, 37, 177-183.

. Misdorp W., Else R.W., Hellmen E., Lipscomb T.P.: Hi-
stological classification of mammary tumors of the dog
and cat. World Health Organization, Geneva 1999.
MisdorpW.W. Meuten D. (edit.).: Tumors in Domestic
Animals. Towa State Press, Black Publishing Company.
4% ed., 2002, s. 575-606.

1

o

2

=

2

=

2

~

Dr Anna M. Badowska-Kozakiewicz, Zaktad Biofizyki
i Fizjologii Cztowieka, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
e-mail: abadowska@op.pl




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /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
  /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 false
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 144
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 144
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 1.30
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /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 true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /PLK ()
    /POL <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


