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Streszczenie |

W immunologii nowotworow szczegdlng uwage zwraca si¢ na limfocyty T i komorki NK z bezposredniego otoczenia
guza, tzw. limfocyty naciekajace guz, czyli komorki TILs (tumor-infiltrating lymphocytes). Waznym dowodem na nad-
z6r ukladu odpornosciowego nad komorkami raka jest korelacja pomigdzy intensywnoscia naciekow komorek TILs
a przebiegiem choroby. Celem pracy bylo scharakteryzowanie poszczeg6olnych typéw komorek immunokompetentnych,
ktére mogg uczestniczy¢ w naciekaniu guzow nowotworowych, oraz przeanalizowanie publikacji anglojezycznych pod
katem danych dotyczacych znaczenia prognostycznego subpopulacji TILs w raku jajnika, trzonu macicy, szyjki oraz
sromu. Material i metoda: Baza PubMed zostata przeszukana przy uzyciu stow kluczowych: CD8+, CD4+, FOXP3+,
CD57+, CD56+, NK w polaczeniu z frazami: cervical cancer, vulvar cancer, ovarian cancer, endometrial cancer oraz ze
stowem prognosis. Wyniki: Do najwazniejszych TILs nalezg cytotoksyczne limfocyty T, w wigkszoSci reprezentowane
w badaniach przez populacje komérek CD8+, pomocnicze limfocyty T, oznaczane jako komorki CD4+, limfocyty re-
gulatorowe T, dla ktorych najbardziej specyficznym markerem jest regulator transkrypcji forkhead box P3 (FOXP3),
oraz komorki NK/NKT (natural killer/natural killer T lymphocytes), identyfikowane za pomocg CD56 1 CD57. W raku
jajnika, endometrium oraz szyjki macicy wykazano silny zwigzek pomiedzy czasem przezycia pacjentow a intensyw-
noscig naciekow z komorek CD8+ oraz wskaznikami CD8+/FOXP3+, CD8+/CD4+. Wyjatek stanowi rak sromu,
w ktorym komorki CD8+, CD4+, FOXP3+ nie posiadaty znaczenia prognostycznego. Wnioski: Nasilanie lokalnej cy-
tolizy guzdw, a takze hamowanie immunosupresyjnego dziatania komorek regulatorowych moze by¢ w przysztosci wy-
korzystane w strategiach terapeutycznych w raku jajnika, endometrium oraz szyjki macicy. W raku sromu nalezy oceni¢
udziat komorek nieswoistej odpowiedzi immunologicznej w zwalczaniu guzow nowotworowych.

Stowa kluczowe: CD8+, CD4+, NK, TILs, rak jajnika, rak trzonu macicy, rak szyjki, rak sromu, prognoza

Summary |

An interesting field of research in tumor immunology are T-lymphocytes and NK-cells in the area directly adja-
cent to tumor, i.e. tumor-infiltrating lymphocytes (TIL). An important indicator of immune control of cancer cells
is the correlation between intensity of TIL infiltrate and clinical course of the disease. The aim of this paper
is a review of particular types of immunocompetent cell infiltrating the tumor and a review of English litera-
ture as to data concerning prognostic significance of TIL subpopulations in ovarian, endometrial, cervical and
vulvar cancer. Material and method: the PubMed database was searched using key words: CD8+, CD4+,
FOXP3+, CD57+, CD56+, NK, combined with phrases: cervical cancer, vulvar cancer, ovarian cancer, endo-
metrial cancer and prognosis. Results: Most important TILs include cytotoxic T-lymphocytes, mostly repre-
sented by the CD8+ population, helper T-lymphocytes, designed as CD4+ cells, regulatory lymphocytes Treg,
where the most specific maker is transcription regulator forkhead box P3(FOXP3), and NK/NKT cells (natural
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killer/natural killer T-lymphocytes), identified by CD56 and CDS57. A close correlation was found between pa-
tients” survival and intensity of infiltrate by CD8+ cells and indicators CD8+/FOXP3+, CD8+/CD4+
and ovarian cancer, endometrial cancer and cervical cancer. An exception to this is vulvar cancer, where CD8 +, CD4+
and FOXP3+ have no prognostic significance. Conclusions: Severity of local cytolysis of tumors and inhibition
of immunosuppressive activity of regulator cells may be used in future therapeutic strategies in patients with ovar-
ian, endometrial and cervical cancer. In vulvar cancer we should rather focus on non-specific immune response
for tumor control.

Key words: CD8+, CD4+, NK, TIL, ovarian cancer, endometrial cancer, cervical cancer, vulvar cancer, prognosis

B ummMyHonorum ormyxouneii oco6oe BHIMaHue obpamatoT Ha smMcouutsl T 1 NK-KiieTkr, pacnonoskeHHbIe B HeTo-
CPEJICTBEHHOM OKPYYKEHNH OIyXOJIH, TaK Ha3bIBaeMble JMM(OUTHI MHPUILTPUPYIOIHE OnyXodb, T.¢. TILs-kneTku
(tumor-infiltrating lymphocytes). BaxXHbIM 10Ka3aTeIbCTBOM HAJ30pa MIMMYHOJIOTHUECKON CHCTEMBI, OCYIIECTBIIsIe-
MOTO 32 KJIeTKaMy paka, SIBMSIeTCS KOppewsysi Mejly MHTEHCUBHOCTBIO MH(punbTpaToB TILs-keTok u TeueHuem
oonesnu. Ilenp paGoThI 3aKiIrOUaeTCS B OXApAKTEPU30BAHUM OTHENbHBIX THIIOB MMMYHOKOMIIETEHTHBIX KJIETOK,
KOTOpbIE MOTYT Y4YacTBOBATh B MH(DMIbTPALMN HOBOOOPA30BAHMII, & TAKXKE MPOBEJICHNN AHANN3A AHTVIOSA3bIYHbIX
nyOJMKALMA HA HAIMYKMe JJAHHBIX, KACAIOLIMXCS MPOrHOCTUYECKOro 3HayeHus cyononysuun TILS B pake svM4HMKA,
pake TeJa MaTKM, IeHKN MaTKi 1 By/IbBbI. MaTepuan u Mmetopuka: [lowck B 6aze PubMed ¢ npuvenennem Kimove-
BbIX cioB: CD8+, CD4+, FOXP3+, CD57+, CD56+, NK B coueranuu ¢ ¢ppazamu: cervical cancer, vulvar cancer,
ovarian cancer, endometrial cancer, a Takxe co cl0BoM prognosis. Peyabrartel: K cambiv BaxkubiM TILs oTHOCST-
sl IUTOTOKCHYecKue TMMQouThl T, B GOJBLIMHCTBE NPECTaBIIseMble B MCCIEIOBAHMSX momysisiuueit Kinetok CD8+,
BCroMoratenbHbie TumMporpTsl T, 0603Hauaemble Kak KineTk CD4+, perynsrophbie Moyl T, 151 KOTOPbIX
CaMbIM CTIEIA(ITIECKAM MapKepOM SIBIISIETCS PETYJISITOp TpaHCKpuriyy forkhead box P3 (FOXP3), a Takke KIeTKH
NK/NKT (natural killer/natural killer T lymphocytes), npentudummpyemsie ¢ nomotgpio CD56 n CD57. B paxe sird-
HUKA, pake SHIOMETpHs M IIEHKM MATKHM 0Ka3aHa CHJIBHAS CBSI3b MEKAY MEpUOiOM BbDKMBAEMOCTH TALMIEHTOB
Y UHTEHCUBHOCTBIO MH(UIbTpaToB 13 kietok CD8+ u nokazarensymu CD8+/FOXP3+, CD8+/CD4+. Mckmouenue
COCTaBJISIeT paKk ByJbBbl, Mpu KoTopoM knetku CD8+, CD4+, FOXP3+ He MMenu MpOrHOCTUYECKOTO 3HAUEHWUSI.
BriBoapI: YcumeHre MecTHOro LMTONN3a ONyXOJIell, a TakKe TOPMOKEHHE MMMYHOCYTIPECCUBHOTO JISVICTBHS PEryJisi-
TOPHBIX KJIETOK B OyJTyIL[eM MOXKET ObITb HCIONb30BAHO B TEPANEBTUUYECKUX CTPATErHsX TPHU JISUEHNN PaKa SUYHUKA,
paka 3HJOMETpHS, @ TaKXKe paka IIeiiKn MaTKi. B ciydae paka ByJIbBbI CIeIyeT OLEHNBATh yJacThe KIETOK Hecre-
U(UIECKOro NIMMYHOJIOTMYECKOTO OTBETA B YHIUTOXKEHHUH OMyXOJIeil.

Kurouessie cioBa: CD8+, CD4+, NK, TILs, pak simyHuKa, pak Tejaa MaTku, pak MIeHKU, pak ByJIbBbI, IPOTHO3

WSTEP

dpowiedz immunologiczna skierowana przeciw
nowotworowi obejmuje mechanizmy komérkowe
i humoralne. Najwazniejsze mechanizmy efekto-
rowe odpowiedzi przeciwnowotworowe;j to:
* cytotoksycznos¢ limfocytow T;
* aktywnoSc¢ cytokin wydzielanych przez limfocyty T;
* aktywnoS¢ komorek NK (natural killer);
* cytotoksycznoS¢ pobudzonych makrofagdw i granulo-
cytdw obojetnochtonnych;
* aktywnoS¢ cytokin wydzielanych przez makrofagi;
* cytotoksycznos$¢ komorkowa zalezna od przeciwciat;
* cytotoksycznoS¢ zalezna od dopetniacza®.
Celem pracy byto scharakteryzowanie poszczegolnych
typow komoérek immunokompetentnych, ktére moga
uczestniczy¢ w naciekaniu guzow nowotworowych, oraz
przeanalizowanie publikacji anglojezycznych pod katem
danych dotyczacych znaczenia prognostycznego subpo-
pulacji TILs w nowotworach ginekologicznych, takich jak
rak jajnika, rak trzonu i szyjki macicy oraz rak sromu.
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INTRODUCTION

mmune response directed against a tumor includes
both cellular and humoral mechanisms. Most im-
portant effector mechanisms of antitumor immune
response are:
* cytotoxicity of T-lymphocytes;
* activity of cytokines secreted by T-lymphocytes;
* activity of NK-cells;
* cytotoxicity of activated macrophages and neutro-
phils;
* activity of cytokines secreted by macrophages;
* antibody-dependent cellular cytotoxicity;
 complement-dependent cytotoxicity®.
The aim of this paper was to characterize particular types
of immunocompetent cells, which may participate in
infiltration of tumors and analysis of English literature
in the aspect of data concerning prognostic signifi-
cance of TIL subpopulations in gynecologic malignan-
cies, such as ovarian, endometrial, cervical and vul-
var cancers.
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MATERIAL I METODA

Baza PubMed zostafa przeszukana przy uzyciu stow klu-
czowych: CD8+, CD4+, FOXP3+, CD57+, CD56+, NK
w polaczeniu z frazami: cervical cancer, vulvar cancer, ovar-
ian cancer, endometrial cancer oraz ze stowem prognosis.

WYNIKI

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA NAJCZESCIEJ
OPISYWANYCH SUBPOPULACIJI TILS

W doniesieniach z ostatniej dekady mozna znaleZ¢ pra-
ce dotyczace oceny mechanizméw odpowiedzi komorko-
wej i humoralnej wskazujace na szczegdlng rolg limfocy-
tow CD4+ i CD8+ oraz cytokin wydzielanych przez te
komorki w procesie rozrostu nowotworowego®®.

Rola limfocytoéw cytotoksycznych (cytotoxic lymphocytes,
CTL) w wigkszosci reprezentowanych przez populacje
komorek CD8+ polega na rozpoznawaniu za poSred-
nictwem swoistego receptora TCR (T-cell receptor) an-
tygenu nowotworowego obecnego na czgsteczce MHC
klasy I. Aktywacja limfocytow CD8+ odbywa si¢ z udzia-
tem uprzednio pobudzonych limfocytow T pomocniczych
CD4+®. Sama aktywacja limfocytow pomocniczych
moze prowadzi¢ do Smierci limfocytu poprzez apopto-
z¢, jego anergii, czyli tolerancji immunologicznej, jak row-
niez do intensywne;j proliferacji i réznicowania. Pobudzo-
ne limfocyty CD44 maja zdolnos¢ produkowania szeregu
cytokin, roznych w zaleznosci od rodzaju subpopulacji
(Th1 i Th2). Najwigksze znaczenie w obronie przeciw-
nowotworowej petnig cytokiny profilu Thl: interleukiny
(IL-2, IL-12, IL-18), interferon-y (IFN-y), czynnik nekrozy
guza (TNF-a). To wlasnie one sprzyjaja rozwojowi odpo-
wiedzi typu komdrkowego, w ktdrym elementami efektoro-
wymi sg limfocyty cytotoksyczne CD8 467210,

Rowniez limfocyty cytotoksyczne (Tc) wykazuja zroz-
nicowanie pod wzgledem profilu produkowanych cyto-
kin i dlatego takze sa podzielone na dwie subpopulacje:
TeliTe2.

Limfocyty cytotoksyczne zaliczane do subpopulacji Tcl
za poSrednictwem IL-2, IFN-y i TNF-a biorg udziat
w niszczeniu komorek nowotworowych gtdwnie po-
przez indukcje apoptozy zaleznej od tak zwanych recep-
toréw blonowych Smierci (Death receptor 4, DR4; Death
receptor 5, DRS), CD95/FAS aktywowanych ligandami
TRAIL [tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-in-
ducing ligand] i FAS-L (Fas ligand)®7%19,

Dodatkowo uwalniana przez komorki Tel i Thl inter-
leukina-2 (IL-2) aktywuje komorki NK, a produkowany
interferon-y (IFN-y) aktywuje makrofagi.

Limfocyty regulatorowe (T,,) stanowig niejednorodng
fenotypowo grupe¢ komorek odpowiedzialnych za kon-
trole uktadu immunologicznego na drodze aktywacji su-
presji. Funkcjonalnie w obrebie tej populacji mozna wy-

152 rozni¢ dwie podgrupy komorek. W pierwszej dziatanie

MATERIAL AND METHOD

The PubMed database was searched using key words:
CD8+, CD4+, FOXP3+, CD57+, CD56+, NK, com-
bined with phrases: cervical cancer, vulvar cancer, ovarian
cancer, endometrial cancer and prognosis.

RESULTS

GENERAL CHARACTERISTICS OF MOST
OFTEN DESCRIBED TIL SUBPOPULATIONS

Publications from the past decade include papers assess-
ing mechanisms of cellular and humoral response, indi-
cating a special role of CD4+ and CD8+ lymphocytes
as well as cytokines secreted by these cells in the process
of tumor growth¥.

The role of cytotoxic lymphocytes (CTL), mostly rep-
resented by CD8+ population, consists in recognition,
based on a specific T-cell receptor (TCR), of tumor antigen
present on class [ MHC molecule. Activation of CD8+
lymphocytes requires the presence of already activated
T-helper lymphocytes CD4+ . Activation of helper lym-
phocytes per se may lead to lymphocyte death by apoptosis,
its anergy or immune tolerance as well as to intense prolif-
eration and differentiation. Activated CD4+ lymphocytes
are able to produce several cytokines, differing depending
on type of subpopulation (Th1 and TH2). Most impor-
tant in antitumor protection are Thl-dependent cyto-
kines: interleukins (IL-2, IL-12, IL-18), interferon (IFN-y)
and tumor necrosis factor (TNF-a)). They enhance the
development of cell-mediated response, where cytotoxic
lymphocytes CD8+ are the effector element®7%19,

Also, cytotoxic lymphocytes Tc differ in their cytokine
profile and thus are subdivided into two subpopulations:
Tcl and Te2.

Cytotoxic lymphocytes from Tcl subpopulation secrete
IL-2, IFN-y and TNF-a, and participate in destruction of
tumor cells mainly by inducing membrane-receptor-de-
pendent apoptosis (death receptors DR4, DRS), CD95/
FAS activated by ligands TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) and FAS-L®7%19,

Furthermore, IL-2 secreted by both Tcl and Te2 cells acti-
vates NK cells, while IFN-y activates macrophages.
Regulator lymphocytes T, are a phenotypically heterog-
enous group of cells, responsible for control of the im-
mune system by activation of suppression. On func-
tional grounds, two subpopulations of Tc-cells may
be discerned.

In the first one, suppressor activity requires a direct con-
tact with target cell and is mediated by surface molecules,
e.g. GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor
receptor), CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4).
In the second group, the mechanism of action relies
in production and secretion of suppression cytokines
(IL-10 and TGF-B).
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supresorowe wymaga bezposredniego kontaktu z komor-
ka docelowa 1 zwiazane jest molekutami powierzchniowy-
mi, np. GITR (glucocortycoid-induced tumor necrosis factor
receptor), CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antygen 4), na-
tomiast w drugiej mechanizm dzialania oparty jest na pro-
dukgji i uwalnianiu supresyjnych cytokin (IL-10, TGF-g).
Regulatorowe komorki T (T,,) odgrywaja kluczowa role
w zapewnieniu obwodowej tolerancji wobec wlasnych i ob-
cych antygenow. Ostabienie funkcji komorek T, jest zwia-
zane z r6znymi autoimmunologicznymi chorobami, takimi
jak np. toczef rumieniowaty uktadowy, cukrzyca typu I, reu-
matoidalne zapalenie stawowi stwardnienie rozsiane?.
Szczegdlnie znaczacy dla badan onkologicznych byt fakt
czestszego wystgpowania komorek T, z aktywnoscig su-
presorowa w guzach ziosliwych i krwi 0s6b chorych na raka
w stosunku do populacji ludzi zdrowych"?. Zablokowanie
funkcji komorek T, w modelach guzow u myszy spowodo-
walo silne wzmocnienie odpornoSci przeciwko guzowi oraz
jego catkowitg eliminacj¢, co wskazuje na istotng rol¢ ko-
morek T, W 0dpornosci przeciwnowotworowe;.

T,.e Naleza do podgrupy komérek CD4+ T i stanowig oko-
fo 10-15% wszystkich komorek CD4+ T. Najbardziej spe-
cyficznym markerem dla komorek T, jest regulator trans-
krypcji forkhead box P3 (FOXP3)"V. Ekspresja FOXP3
jest bezpoSrednio zwigzana z supresyjng funkcja komorek
T, a transfer genu retrowirusowego FOXP3 do komorek
CD4+/CD25- T zamienia je w komorki T, .

Komorki NK (natural killer) to typ limfocytow cytotoksycz-
nych, petnigcych funkcje cytotoksyczne i immunoregulato-
rowe. Komorki NK potrafig spontanicznie zabija¢ komorki
nowotworowe i zakazone wirusem, dzigki czemu odgrywa-
ja kluczowa rolg¢ w odpowiedzi na nowotwory i infekcje.
Uwaza si¢, ze tacza procesy odpornoSci wrodzonej i na-
bytej, w ktorej uczestnicza mi¢dzy innymi poprzez kontakt
z komorkami dendrytycznymi. Populacja komorek NK sta-
nowi od 10% do 15% wszystkich limfocytow krwi obwodo-
wej. Cecha wspolng dla wszystkich komorek NK jest brak
ekspresji molekuty CD3, co odrdznia je od limfocytow T
CD3+. Komorki NK wykazuja ekspresje CD56 i CD16,
lecz intensywnosS¢ ekspresji tych molekut jest zroznicowa-
na w zaleznoSci od funkcji®.

W immunologii nowotworéw szczegolng uwage zwraca
si¢ na limfocyty T z bezpoSredniego otoczenia guza, tzw.
limfocyty naciekajace guz, czyli komorki TILs (tumor-in-
filtrating lymphocytes). TILs moga rozpoznawac antygeny
guza i powodowac bezpoSrednio jego liz¢, badz tez do-
prowadzac do niej za poSrednictwem uwalnianych cytokin:
IFN-y, TNF-a.. W obrazach pochodzacych z mikroskopu
elektronowego zaobserwowano, ze w regionach bezpo-
Sredniego kontaktu TILs i komdrek nowotworowych wy-
stepuje w tych ostatnich zniszczenie blon komorkowych
i cytoplazmy, a w niektorych przypadkach stwierdzono
przenikanie limfocytu do wngtrza komorki nowotworowej,
a nawet niszczenie jadra komorkowego 319,

Wsrod poznanych dotychezas antygenow nowotworo-
wych rozpoznawanych przez limfocyty T przewazaja
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Regulator T cells play a crucial role in ensuring peripher-
al tolerance of own and foreign antigens. Compromised
function of T, cells is associated with several autoim-
mune diseases, e.g. systemic lupus erythematosus, type
1 diabetes, rheumatoid arthritis and multiple sclerosis?.
Of particular importance for oncological studies is the
fact of more frequent presence of T, cells with a sup-
pressing activity in malignant tumors and in blood of
cancer patients, as compared with healthy population?.
Blocking of T, function in murine tumor models result-
ed in a noticeable enhancement of antitumor response
and its complete elimination, thus confirming an essen-
tial role of T, cells in antitumor immune response.

T, cells belong to a subgroup of CD4+T cells and ac-
count for about 10-15% of all CD4+T cells. The most
specific marker for T, cells is transcription regula-
tor forkhead box P3 (FOXP3)V. Its expression is di-
rectly correlated with suppressory function of T, cells
and transfer of retroviral FOXP3 gene to CD4+/CD25-
T-cells transforms them to T, .

NK cells (natural killer) are a type of cytotoxic lympho-
cytes with both cytotoxic and immunoregulating func-
tions. NK cells spontaneously kill tumor cells and vi-
rus-infected cells, thus play a crucial role in systemic
response to tumors and infections. They are also con-
sidered a link between congenital and acquired immune
processes, where they participate by contact with den-
dritic cells. NK population accounts for about 10-15%
of all lymphocytes present in peripheral blood. A com-
mon feature of all NK cells is lack of expression of the
CD3+ molecule, which differentiates them from T lym-
phocytes CD3+. NK cells show expression of CD56+
and CD16+, but intensity of their expression differs de-
pending on particular function of a given cell¥.

An issue of particular interest in tumor immunology are
T lymphocytes directly adjacent to tumor, the so-called
tumor-infiltrating lymphocytes (TIL). They are able to
recognize tumor antigens and induce its lysis, either di-
rectly or indirectly, by secreted cytokines IFN-y and
TNF-a. Electron microscope images revealed that in ar-
eas of direct contact between TIL and tumor cells, the
latter show destruction of cell membrane and cytoplasm,
sometimes even with penetration of lymphocyte into the
tumor cell and destruction of its nucleus>19,

Among hitherto discovered tumor antigens recog-
nized by T lymphocytes, predominate those presented
by class I MHC molecules to CD8+ lymphocytes. In-
creasingly often are also discovered antigens present-
ed by class I MHC molecules to CD4+ lymphocytes.
Cancerous nuclear antigens (MAGE, NY-ESO1) and
other tumor antigens (PSA, CEA, MART1) possess ep-
itopes presented both by class I and class I MHC mol-
ecules, so they can be recognized by both T lympho-
cytes CD8+ and CD4+ ™,

An important evidence for immune control over cancer
cells is well documented correlation between intensity of
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antygeny prezentowane przez czasteczki MHC klasy
I limfocytom CD8+. Coraz cze¢sciej odkrywane sg anty-
geny prezentowane takze przez czasteczki MHC klasy 11
limfocytom CD4+. Antygeny rakowo-jadrowe MAGE,
NY-ESO-1, a takze inne antygeny nowotworowe, takie
jak PSA, CEA, MART-1, posiadaja epitopy prezentowa-
ne zarowno przez czasteczki MHC klasy 1, jak i klasy 11,
i dlatego moga by¢ rozpoznawane tak przez limfocyty
T CD8+, jak i limfocyty T CD4+®.

Waznym dowodem na nadzor uktadu odpornoSciowe-
go nad komorkami raka jest udokumentowana w no-
wotworach ztoSliwych korelacja pomigdzy intensywno-
Scig naciekow limfocytarnych CD4+, CD8+, T, oraz
NK/NKT w bezposrednim otoczeniu guza a korzystniej-
szym przebiegiem choroby!-19.

ZNACZENIE PROGNOSTYCZNE TILs
W RAKU JAJINIKA

Znaleziono 10 oryginalnych badan spetniajacych kryte-
ria wyszukiwania®%2. Znaczenie prognostyczne prze-
analizowano tacznie w grupie 1815 pierwotnie opero-
wanych chorych, u ktérych w 71,1% wystepowal typ
surowiczy raka. We wszystkich pracach odnotowano ko-
rzystny wplyw naciekania tkanki rakowej przez limfocyt
CD8+ na czas przezycia pacjentow. Limfocyty CD8+
moga skutecznie ogranicza¢ wzrost guzow na drodze
cytolizy komorek nowotworowych i/lub zwigkszac efek-
tywnos$¢ dzialania cytostatykow stosowanych w chemio-
terapii. Szczegolnie silne znaczenie prognostyczne za-
obserwowano w grupie chorych, u ktorych nie udato si¢
wykonac optymalnej cytoredukcji, co z kolei moze suge-
rowac, ze kobiety z silng odpowiedzig immunologiczna
organizmu posiadaja zdolnoS¢ do stabilizacji choroby
resztkowej®. W badaniach, w ktérych dodatkowo oce-
niono nacieki tkanki rakowej przez komorki regulatorowe
FOXP3+, wykazano korzystne znaczenie prognostyczne
wskaznika CD8+/FOXP3+.

ZNACZENIE PROGNOSTYCZNE TILs W RAKU
BEONY SLUZOWEJ TRZONU MACICY

Pie¢ prac badawczych tacznie opisujacych 623 przypad-
ki chorych na raka endometrium spetnialo kryteria wyszu-
kiwania®™-3%, Adenocarcinoma endometriale wystgpowata
w 73,1% analizowanych guzow pierwotnych, natomiast
pozostate 26,9% stanowily raki nieendometrialne (non-en-
dometrioid carcinoma). Odnotowano istotny zwigzek po-
migdzy intensywnoScia naciekania tkanki rakowej limfo-
cytami cytotoksycznymi CD8+ a przezyciem pacjentow
zardwno w populacji ogolnej, jak i w kazdym podtypie
histologicznym z osobna. Negatywne znaczenie pro-
gnostyczne limfocytow FOXP3 + stwierdzono wytacznie
u chorych z Adenocarcinoma endometriale®®. Stosunek ko-
morek CD8+ do FOXP3+ jest niezaleznym czynnikiem
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CD4+, CD8+, T, and NK/NKT lymphocytes’ infiltra-
tion directly adjacent to tumor and a more favorable clin-
ical course of the disease™!?.

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF TILs
IN OVARIAN CANCER

Literature survey provided 10 original papers fulfilling search
criteria®®?. Prognostic significance has been analyzed in
a cumulative group of 1815 patients undergoing primary sur-
gery, with serous cancer type present in 71.1% of the cases.
All papers reported a favorable influence of infiltration of
tumor tissue by CD8+ lymphocytes on patients’” survival.
CD8+ lymphocytes may effectively block tumor growth by
cytolysis of tumor cells and/or enhance the effectiveness of
cytostatics used in chemotherapy. Particularly robust prog-
nostic significance was seen in a group of patients where no
optimal cytoreduction was possible, suggesting that women
with a strong immune response are able to stabilize their re-
sidual disease®. Studies additionally assessing tumor tis-
sue infiltration by regulatory FOXP3 + cells revealed a favor-
able prognostic significance of the CD8+/FOXP3+ index.

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF TILs
IN ENDOMETRIAL CANCER

Five studies, describing a total of 623 cases of endometrial
cancer, fulfilled search criteria®-3*. Endometrial adenocar-
cinoma accounted for 73.1% of primary tumors, while the
remaining 26.9% were non-endometrioid cancers. A signif-
icant correlation has been found between intensity of in-
filtration of tumor tissue by cytotoxic CD8+ lymphocytes
and patients’ survival, both in the entire population and in
every histological subtype separately. Negative prognostic
significance of FOXP3+ lymphocytes was noticed only in
patients with endometrial adenocarcinoma®. The ratio of
CD8+ cells to FOXP3+ cells is an independent prognos-
tic factor for time to recurrence in endometrial cancer. Re-
sults of these studies indicate a significant contribution of
specific cellular response in combating endometrial cancer.

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF TILs
IN CERVICAL CANCER

Analysis encompassed data from 6 papers®4? describing
prognostic significance of TIL subpopulation in a cumula-
tive group of 387 patients with HPV-positive cervical can-
cer at FIGO clinical stages I-1IB.

All papers highlight a favorable prognostic role of infil-
trate of CD3+ T lymphocytes®? and their cytotoxic
subpopulation CD8+ 653, However, a negative prognos-
tic significance of infiltrates of regulatory FOXP3+ cells
and of the CD4+/CD8+ index (parameter describing ra-
tio of helper to cytotoxic lymphocytes) have been demon-
strated. Cervical cancer densely infiltrated by CD8+ lym-
phocytes did not produce metastases to regional lymph
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Wyniki powyzszych badan wskazuja na istotny udziat od-
powiedzi swoistej typu komorkowego w zwalczaniu raka
biony §luzowej trzonu macicy.

ZNACZENIE PROGNOSTYCZNE TILs
W RAKU SZYJKI MACICY

Przeanalizowano dane pochodzace z 6 prac®- opisuja-
cych znaczenie prognostyczne subpopulacji TILs tacznie
w grupie 387 pacjentow z HPV dodatnim rakiem szyjki
macicy w stopniu zaawansowania od I do IT B.

We wszystkich publikacjach odnotowano korzystne znacze-
nie prognostyczne wyst¢powania naciekoéw z limfocytow T
CD3+®49 oraz ich cytotoksycznej subpopulacji CD8 4539,
Udowodniono natomiast negatywne znaczenie prognostycz-
ne naciekow z komorek regulatorowych FOXP3+, a takze
wskaznika CD4+-/CD8+ (parametr okreslony stosunkiem
liczby limfocytow pomocniczych do cytotoksycznych). Rak
szyjki macicy intensywnie nacieczony przez limfocyty CD8+
nie dawal przerzutow do regionalnych wezlow chtonnych, co
W oczywisty sposob ttumaczy znaczenie prognostyczne tych
komorek oraz dowodzi, ze moga by¢ w przyszioSci wykorzy-
stane w strategiach terapeutycznych jako biomarker zakresu
leczenia chirurgicznego lub cel dla immunoterapii.

ZNACZENIE PROGNOSTYCZNE TILs
W RAKU SROMU

Do chwili obecnej (styczen 2012 roku) opublikowano za-
ledwie 3 prace oryginalne oceniajace znaczenie progno-
styczne naciekania raka sromu limfocytami CD8+-, CD4+
oraz FOXP3 4“9, We wszystkich odnotowano brak zna-
czenia prognostycznego naciekow limfocytarnych w tkance
rakowej. Rak sromu odbiega zatem od pozostatych nowo-
twordw ginekologicznych pochodzenia nabtonkowego, dla
ktorych udziat swoistej komdrkowej odpowiedzi immuno-
logicznej w zwalczaniu nowotworu jest bezsporny. Moze
to oznacza¢ malg immunogennoS¢ tkanek raka lub osta-
biong funkcj¢ uktadu odpornoSciowego zwiazang z pode-
sztym wiekiem chorych. Ciekawym zagadnieniem pozostaje
zatem udzial dominujacej u ludzi starych nieswoistej odpo-
wiedzi immunologicznej*?. Niestety brak publikacji doty-
czacych komorek NK/NKT uniemozliwia oceng znaczenia
tej grupy komorek immunokompetentnych w raku sromu.

WNIOSKI

Komorki swoistej lokalnej odpowiedzi immunologicznej
posiadaja wyrazne znaczenie prognostyczne w raku jajni-
ka, endometrium oraz szyjki macicy. Wzbudzanie lokalnej
cytolizy tkanki rakowej w tych nowotworach oraz hamo-
wanie immunosupresyjnego dziatania komorek regulato-
rowych moze w przysztosci zosta¢ wykorzystane w nowych
strategiach terapeutycznych. Konieczna wydaje si¢ ocena
udziatu komorek nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
w zwalczaniu guzow raka sromu.
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nodes, obviously confirming prognostic value of these cells
and their future role in therapeutic strategies as biological
marker of scope of surgery or target for immune therapy.

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF TILs
IN VULVAR CANCER

To date (January 2012) only 3 original papers assessing
prognostic role of infiltration of vulvar cancer by CD8+,
CD4+ and FOXP3+ lymphocytes have been published .
All denoted lack of prognostic significance of lymphocytic in-
filtrates in tumor tissue. Vulvar cancer differs from other gy-
necologic malignancies of epithelial origin, where the role of
specific cell-mediated immune response in tumor control is
indisputable. This may attest to modest immunogenicity of
cancer cells or deficient function of the immune system asso-
ciated with the usually advanced age of these patients. An in-
teresting issue remains then the role of non-specific immune
response, normally predominating in the elderly?. Unfortu-
nately, lack of publications concerning the role of NK/NKT
cells precludes any reliable assessment of role of this popu-
lation of immunocompetent cells in vulvar cancer.

CONCLUSIONS

Cells mediating specific local immune response have
a clear prognostic significance in ovarian cancer, endome-
trial cancer and cervical cancer. Activation of local cytol-
ysis of tumor tissue in these conditions and inhibition of
immunosuppressive effect of regulatory cells, may be used
in the future in novel therapeutic strategies. Assessment of
role of cells mediating non-specific immune response in
the control of vulvar cancer may be necessary in the future.

PISMIENNICTWO:
BIBLIOGRAPHY:

1. Jakobisiak M., Lasek W.: Immunologia nowotwordw. W: Golab J.,
Jakobisiak M., Lasek W, Stokiosa T. (red.): Immunologia.
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2008: 478-495.

2. ChoY., Miyamoto M., Kato K. i wsp.: CD4+ and CD8+ T cell
cooperate to improve prognosis of patients with esophageal
squamous cell carcinoma. Cancer Res. 2003; 63: 1555-1559.

3. Dadabayev AR, Sandel M.H., Menon A.G. i wsp.: Dendritic
cells in colorectal cancer correlate with other tumor-infiltrating
immune cells. Cancer Immunol. Immunother. 2004; 53: 978-986.

4. Dorothée G., Vergnon 1., El Hage E i wsp.: In situ sensory
adaptation of tumor-infiltrating T lymphocytes to peptide-
MHC levels elicits strong antitumor reactivity. J. Immunol.
2005; 174: 6888-6897.

5. Ikeguchi M., Hirooka Y.: Interleukin-2 gene expression is a new
biological prognostic marker in hepatocellular carcinomas.
Onkologie 2005; 28: 255-259.

6.  Kim J.W, Tsukishiro T, Johnson J.T., Whiteside T.L.: Expression
of pro- and antiapoptotic proteins in circulating CD8+ T cells
of patients with squamous cell carcinoma of the head and neck.
Clin. Cancer Res. 2004; 10: 5101-5110.

7. Kim J.W, Wieckowski E., Taylor D.D. i wsp.: Fas ligand-positive
membranous vesicles isolated from sera of patients with oral

155



156

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

PRACE ORYGINALNE I POGLADOWE/ORIGINAL CONTRIBUTIONS

cancer induce apoptosis of activated T lymphocytes. Clin. Can-
cer Res. 2005; 11: 1010-1020.

van Herpen C.M., van der Laak J.A., de Vries I.J. i wsp.: Intratu-
moral recombinant human interleukin-12 administration in head
and neck squamous cell carcinoma patients modifies locoregion-
al lymph node architecture and induces natural killer cell infiltra-
tion in the primary tumor. Clin. Cancer Res. 2005; 11: 1899-1909.
Kimura H., Dobrenkov K., lida T. i wsp.: Tumor-draining
lymph nodes of primary lung cancer patients: a potent source of
tumor-specific killer cells and dendritic cells. Anticancer Res.
2005; 25: 85-94.

Kuss I., Hathaway B., Ferris R.L. i wsp.: Imbalance in abso-
lute counts of T lymphocyte subsets in patients with head and
neck cancer and its relation to disease. Adv. Otorhinolaryngol.
2005; 62: 161-172.

Zou W.: Regulatory T cells, tumour immunity and immunother-
apy. Nat. Rev. Immunol. 2006; 6: 295-307.

Barnet B., Kryczek I., Cheng P. i wsp.: Regulatory T cells in ovar-
ian cancer: biology and therapeutic potential. Am. J. Reprod.
Immunol. 2005; 54: 369-377.

Zheng Y., Rudensky A.Y.: Foxp3 in control of the regulatory T
lineage. Nat. Immunol. 2007; 8: 457-462.

Kopec-Szlezak J., Podstawka U.: Biologia komorek NK (Natu-
ral Killer). Onkol. Pol. 2007; 10: 115-119.

Kuss 1., Hathaway B., Ferris R.L. i wsp.: Decreased absolute
counts of T lymphocyte subsets and their relation to disease in
squamous cell carcinoma of the head and neck. Clin. Cancer
Res. 2004; 10: 3755-3762.

Orlando L., Renne G., Rocca A. i wsp.: Are all high-grade
breast cancers with no steroid receptor hormone expression
alike? The special case of the medullary phenotype. Ann. Oncol.
2005; 16: 1094-1099.

Naito Y., Saito K., Shiiba K. i wsp.: CD8+ T cells infiltrated
within cancer cell nests as a prognostic factor in human colorec-
tal cancer. Cancer Res. 1998; 58: 3491-3494.

Nakano O., Sato M., Naito Y. i wsp.: Proliferative activity of
intratumoral CD8+ T-lymphocytes as a prognostic factor in
human renal cell carcinoma: clinicopathologic demonstration of
antitumor immunity. Cancer Res. 2001; 61: 5132-5136.
Schumacher K., Haensch W,, Roefzaad C., Schlag PM.: Prog-
nostic significance of activated CD8* T cell infiltrations within
esophageal carcinomas. Cancer Res. 2001; 61: 3932-3936.
Zhang L., Conejo-Garcia J.R., Katsaros D. i wsp.: Intratumoral
T cells, recurrence, and survival in epithelial ovarian cancer. N.
Engl. J. Med. 2003; 348: 203-213.

Callahan M.J., Nagymanyoki Z., Bonome T. i wsp.: Increased
HLA-DMB expression in the tumor epithelium is associated
with increased CTL infiltration and improved prognosis in
advanced-stage serous ovarian cancer. Clin. Cancer Res. 2008;
14: 7667-7673.

Sato E., Olson S.H., Ahn J. i wsp.: Intraepithelial CD8+ tumor-
infiltrating lymphocytes and a high CD8+/regulatory T cell
ratio are associated with favorable prognosis in ovarian cancer.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 2005; 102: 18538-18543.
Hamanishi J., Mandai M., Iwasaki M. i wsp.: Programmed cell
death 1 ligand 1 and tumor-infiltrating CD8+ T lymphocytes
are prognostic factors of human ovarian cancer. Proc. Natl
Acad. Sci. USA 2007; 104: 3360-3365.

Tomsova M., Melichar B., Sedlakova I., Steiner L.: Prognostic
significance of CD3+ tumor-infiltrating lymphocytes in ovarian
carcinoma. Gynecol. Oncol. 2008; 108: 415-420.

Han L.Y., Fletcher M.S., Urbauer D.L. i wsp.: HLA class I anti-
gen processing machinery component expression and intratu-
moral T-Cell infiltrate as independent prognostic markers in
ovarian carcinoma. Clin. Cancer Res. 2008; 14: 3372-3379.
Leffers N., Gooden M.J., de Jong R.A. i wsp.: Prognostic signif-
icance of tumor-infiltrating T-lymphocytes in primary and met-
astatic lesions of advanced stage ovarian cancer. Cancer Immu-
nol. Immunother. 2009; 58: 449-459.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Clarke B., Tinker A.V,, Lee C.H. i wsp.: Intraepithelial T cells and
prognosis in ovarian carcinoma: novel associations with stage,
tumor type, and BRCALI loss. Mod. Pathol. 2009; 22: 393-402.
Stumpf M., Hasenburg A., Riener M.O. i wsp.: Intraepithelial
CD8-positive T lymphocytes predict survival for patients with
serous stage Il ovarian carcinomas: relevance of clonal selec-
tion of T lymphocytes. Br. J. Cancer 2009; 101: 1513-1521.
Adams S.E, Levine D.A., Cadungog M.G. i wsp.: Intraepitheli-
al T cells and tumor proliferation: impact on the benefit from
surgical cytoreduction in advanced serous ovarian cancer. Can-
cer 2009; 115: 2891-2902.

Yamagami W., Susumu N., Tanaka H. i wsp.: Immunofluores-
cence-detected infiltration of CD4+FOXP3 + regulatory T cells
is relevant to the prognosis of patients with endometrial cancer.
Int. J. Gynecol. Cancer 2011; 21: 1628-1634.

de Jong RA., Leffers N., Boezen H.M. i wsp.: Presence
of tumor-infiltrating lymphocytes is an independent prognostic
factor in type I and Il endometrial cancer. Gynecol. Oncol. 2009;
114: 105-110.

Kondratiev S., Sabo E., Yakirevich E. i wsp.: Intratumoral CD8*
T lymphocytes as a prognostic factor of survival in endometrial
carcinoma. Clin. Cancer Res. 2004; 10: 4450-4456.

Ino K., Yamamoto E., Shibata K. i wsp.: Inverse correlation
between tumoral indoleamine 2,3-dioxygenase expression and
tumor-infiltrating lymphocytes in endometrial cancer: its associ-
ation with disease progression and survival. Clin. Cancer Res.
2008; 14: 2310-2317.

Chang W.C., Li C.H., Huang S.C. i wsp.: Clinical significance of
regulatory T cells and CD8+ effector populations in patients with
human endometrial carcinoma. Cancer 2010; 116: 5777-5788.
Shah W, Yan X., Jing L. i wsp.: A reversed CD4/CD8 ratio of
tumor-infiltrating lymphocytes and a high percentage of
CD4+FOXP3* regulatory T cells are significantly associated
with clinical outcome in squamous cell carcinoma of the cervix.
Cell Mol. Immunol. 2011; 8: 59-66.

Nedergaard B.S., Ladekarl M., Thomsen H.E i wsp.: Low den-
sity of CD3+4, CD4+ and CDS8+ cells is associated with
increased risk of relapse in squamous cell cervical cancer.
Br. J. Cancer 2007; 97: 1135-1138.

Piersma S.J., Jordanova E.S., van Poelgeest M.1. i wsp.: High
number of intraepithelial CD8* tumor-infiltrating lymphocytes
is associated with the absence of lymph node metastases in
patients with large early-stage cervical cancer. Cancer Res. 2007,
67:354-361.

Sheu B.C., Hsu S.M., Ho H.N. i wsp.: Reversed CD4/CDS8 ratios
of tumor-infiltrating lymphocytes are correlated with the progres-
sion of human cervical carcinoma. Cancer 1999; 86: 1537-1543.
Bethwaite PB., Holloway L.J., Thornton A., Delahunt B.: Infil-
tration by immunocompetent cells in early stage invasive carci-
noma of the uterine cervix: a prognostic study. Pathology 1996;
28:321-327.

Chao H.T., Wang PH., Tseng J.Y. i wsp.: Lymphocyte-infiltrated
FIGO Stage IIB squamous cell carcinoma of the cervix is
a prominent factor for disease-free survival. Eur. J. Gynaecol.
Oncol. 1999; 20: 136-140.

Sznurkowski J.J., Zawrocki A., Emerich J., Biernat W.: Prognos-
tic significance of CD4+ and CD8+ T cell infiltration within
cancer cell nests in vulvar squamous cell carcinoma. Int.
J. Gynecol. Cancer 2011; 21: 717-721.

Sznurkowski J.J., Zawrocki A., Emerich J. i wsp.: Expression of
indoleamine 2,3-dioxygenase predicts shorter survival in patients
with vulvar squamous cell carcinoma (vSCC) not influencing on
the recruitment of FOXP3-expressing regulatory T cells in can-
cer nests. Gynecol. Oncol. 2011; 122: 307-312.

de Jong RA., Toppen N.L., Ten Hoor K.A. i wsp.: Status of cel-
lular immunity lacks prognostic significance in vulvar squamous
carcinoma. Gynecol. Oncol. 2012; 125: 186-193.

Hakim ET., Flomerfelt FA., Boyiadzis M., Gress RE.: Aging,
immunity and cancer. Curr. Opin. Immunol. 2004; 16: 151-156.

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2012, 10 (2), p. 150-156





<<
  /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 /Error
  /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 true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /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 (None)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /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 (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 <>
    /POL <>
    /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.)
  >>
  /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


