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SOUHRN

Cil prace: Molekula CD154 (CD40L) je transmembranovy glykoprotein pritomny piedevsim
v aktivovanych lymfocytech T CD4+. Jeho receptorem je molekula CD40, ktera je v membrané
lymfocytu B, ale téz jinych bunék. Interakce CD154-CD40 je podminkou optimalniho rozvoje
adaptivni imunitni reakce, jejim dusledkem je v§ak i ovlivnéni zanétlivého procesu. Porucha funkce
CD154 je patognomicka pro zavaznou primarni imunodeficienci - syndrom hyperimuno-
globulinémie M. Odhaleni abnormality CD154 je zakladem pro stanoveni diagnézy tohoto syndromu.
Material a metodika: Vypracovali jsme mikrometodu, ktera umoznuje prukaz CD154 na
lymfocytech aktivovanych in vitro v plné krvi a srovnali ji s metodou vysetieni CD154 na
izolovanych lymfocytech. Periferni heparinizovana krev je inkubovana 4 hodiny s aktivaénimi
¢inidly (phorbol-myristat-acetat, ionomycin), inkubovana s monoklonalnimi protilatkami
a vySetiena na prutokovém cytometru. Vzhledem k tomu, Ze v prubéhu stimulace dochazi ke
ztraté molekul CD4 v plazmatické membrané, jsou CD4+ lymfocyty identifikovany jako CD5+/CDS8.
Jejich aktivace je sledovana expresi CD69. K simultannimu hodnoceni pritomnosti CD154 se
pouziva tribarevna prutokova cytometrie.

Vysledky: Metodika byla aplikovana u deseti zdravych darcu krve. K provedeni testu sta¢i 0,5 ml
heparinizované krve. Optimalni doba aktivace, ktera umoznuje detegovatelnou expresi CD154 na
lymfocytech T, jsou 4 hodiny. Zjistili jsme, Ze v prubéhu této aktivace dochazi ke sniZeni mnozstvi
CD4 molekul na lymfocytech T. Hodnoty exprese CD154 jsou plné srovnatelné pri pouziti nasi
metody s plnou krvi i metody s izolovanymi leukocyty.

Zavér: Nase metodika k prukazu CD154 na lymfocytech aktivovanych v plné krvi je ¢asové
nenarocna, vyzaduje malé mnozstvi (0,5 ml) krve a lze ji doporucit pri vstupnim vysetreni déti
s podezirenim na syndrom hyperimunoglobulinémie M. Umoziuje také zachyt prenasecek XHIGM.
Kliéova slova: CD154, CD40L, CD40, syndrom hyperimunoglobulinémie M, prutokova cytometrie.

SUMMARY

Thon V., Vlkova M., Litzman J., Lokaj J.: A Simple Method for the Detection of CD154 (CD40L) on
Peripheral Blood Lymphocytes

Objective: CD154 (also called CD40L) is a transmembrane glycoprotein predominantly expressed
on the surface membrane of activated CD4+ T cells. Its receptor CD40 is present on all B cells, but
also on other cells. The interaction CD154-CD40 is necessary for the optimal development of the
adaptive immune response and also has consequences for the modulation of the inflammatory
response. A defect in the expression of CD154 is pathognomonic of congenital immunodeficiency
called X-linked Hyper-IgM syndrome (XHIGM). To detect the abnormality of CD154 is essential for
making the diagnosis of XHIGM.

Material and methods: We worked out a microtest for the detection of CD154 expression on in vitro
activated CD4+ T cells in whole blood and compared it with that on isolated cells from peripheral blood.
Heparinized peripheral blood was activated with phorbol 12-myristate 13-acetate and ionomycin for 4
hours, labeled with monoclonal antibodies and analyzed by flow cytometry. Considering that the CD4
marker on the plasma membrane surface decreases during the activation, CD4+ T cells are mostly
recognized as CD5+/CD8- cells. Their activation is monitored based on the expression of CD69. Three-
-colour immunofluorescence staining was used for simultaneous detection of CD154.

Results: Ten blood donors were tested. As little as 0.5 ml of heparinized whole blood is needed to
complete the test. Optimal time for activation and detection of CD154 on T lymphocytes is 4 hours.
We found that the number of CD4 molecules on the surface of T cells decreases during the
activation. The expression of CD154 in our whole blood microtest is fully comparable with that in
the test on isolated leukocytes.

Conclusion: The presented microtest for the detection of CD154 on activated lymphocytes in whole
blood is fast and blood saving, since as little as 0.5 ml of blood is needed to complete it. It can be
recommended as the initial test for suspected hyper-IgM syndrome in children. We demonstrate
that this screening method can help to detect also carriers of XHIGM.

Key words: CD154, CD40 ligand (CD40L), CD40, hyper-IgM syndrome, flow cytometry.
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Uvod

Material a metoda

Imunologicka reaktivita je zavisld na bunéc-
nych interakcich. Vyznamné jsou interakce mole-
kul plazmatické membrany CD40 a CD40 ligandu
(CD40L, CD154). Pii ni dochazi prostiednictvim
aktivace nuklearniho faktoru kappa B ke zvySené
expresi cytokint, chemokint, metaloproteinaz,
rustovych faktort a adhezivnich molekul [10, 24].
Vzajemna  vazba bunéénych receptort
CD40L/CD40 je nezbytna pro utvareni zarodec-
nych center v lymfatickych uzlinach, proliferaci
a diferenciaci pamétovych B-lymfocytt do plaz-
matickych bunék. Abnormality a nefunkénost
mohou vést k imunodeficienci, av§ak nejen k ni.
Byly objeveny dalsi nové receptory pro CD154,
jako jsou alfabbetal, alfallbbeta3 a Mac-1 integ-
riny, jeZ se uplatnuji u zanétlivych procesu, véet-
né aterosklerézy a aterotrombodzy [9, 13]. Navic
solubilni CD40L (sCD40L) uvolnovany z krevnich
desticek muzZe pusobit prozanétliveé, protrombo-
ticky a byt rizikovym faktorem kardiovaskular-
nich onemocnéni i metabolického syndromu [19,
23]. Také u autoimunitnich onemocnéni je role
CD40L vyznamna. Nezralé autoreaktivni B buii-
ky mohou byt zachranény od apoptotické smrti
signalem zprostfedkovanym CD40 nebo IL-4 [8].

U hyper-IgM syndromu vazaného na X chromo-
zom (XHIGM) neni neschopnost izotypového pte-
smyku zputsobena defektem B lymfocytt, nybrz
poruchou na drovni T bunék. Po stimulaci T lym-
focytti nedochazi k funkéni expresi CD40 ligandu.
Tim je naruSena Zadouci interakce T lymfocytt
s B lymfocyty, odpovédnymi za tvorbu protilatek.
CD40L, membranovy glykoprotein typu II, je fy-
ziologicky exprimovan na bunééném povrchu
zejména CD4" T bunék po aktivaci T lymfocyta.
CD40L se vaze na CD40 receptor, ktery je piito-
men na B-lymfocytech i na dalSich antigen pre-
zentujicich bunkach. Fyziologicka aktivace
B-lymfocyta cestou CD40 receptoru umoznuje
jejich proliferaci, diferenciaci, izotypovy presmyk,
produkci IgA, IgG, IgE a vznik pamétovych B
bunék [1, 4-6, 16, 24].

Diagnéza XHIGM muZe byt potvrzena nalezem
chybéjici exprese CD40 ligandu na aktivovanych
CD4" T lymfocytech. VySetieni se provadi pruto-
kovou cytometrii [3, 7, 16, 17, 22]. Je indikovano
predevsim u déti v utlém véku. Odbér vétsiho
mnozstvi krve je proto omezen, ziskani dostatec-
ného poctu izolovanych mononuklearnich bunék
periferni krve je obtizné realizovatelné.

V tomto sdéleni porovnavame spolehlivou
aspornou praktickou metodu z 0,5 ml plné krve
pro vySetieni exprese CD40L na CD4" T lymfocy-
tech s vySetfenim exprese CD40L na izolovanych
burikach.

Bunééné kultury, separace bunék

Periferni krev darct (n = 10) byla odebrana venepunkeci do
heparinizovanych zkumavek (Vacutainer System Blood Col-
lection Set; Becton Dickinson, Francie). Pro izolaci mononuk-
learnich bunék byla krev nafedéna ve fyziologickém roztoku
(PBS, Life Technologies, Paisley, Skotsko). Mononuklearni
buniky (MNC) byly separovany metodou hustotniho gradientu
(Lymphoprep; Nycomed Pharma AS, Oslo, Norsko), 3krat pro-
myty v PBS a resuspendovany v kultivaénim médiu (RPMI
1640 Medium; Life Technologies) obohaceném 10% inaktivo-
vanym (56 °C, 30 min.) fetalnim telecim sérem (FCS; HyClo-
ne, Logan, UT), 2 mM L-glutaminem (Life Technologies), 100
U/ml penicillinem a 100 pg/ml stereptomycinem (Life Techno-
logies).

Pri vySetieni exprese CD40 ligandu (CD154) na CD4"
(CD5*CDS8") T-lymfocytech v plné krvi byla periferni krev
nafedéna 1 : 20 v kultivaénim RPMI mediu doplnénym 2 mM
L-glutaminem, penicillinem (100 U/ml) a streptomycinem
(100 pg/ml).

Aktivace bunék

Izolované MNC (2x10%/ml/jamka) a v médiu naiedéna plna
krev (1 : 20; 1 ml inkubovan v kultivaéni jamce) byly v kvad-
ruplikatech nasazeny do kultivaéni desticky s 24 jamkami
(Tissue Culture Plate 24-Well; Sarstedt, Newton, NC) a uloze-
ny do inkubétoru s 95% vlhkosti, 5 % CO, a teplotou 37 °C.
Bunééné kultury byly stimulovany phorbol 12-myristat 13-
acetatem (PMA, 20 ng/ml; Sigma-Aldrich, Praha, CR) a iono-
mycinem (IM, 1 ug/ml; Calbiochem, San Diego, CA) po dobu 4
hodin. Paralelné byly buriky inkubovany jen v médiu samot-
ném (negativni kontrola). Po ukonceni kultivace byly bunééné
kultury z jamek odebrany, promyty v PBS a piipraveny k imu-
nofluorescenénimu barveni.

Imunofenotypizace a vySetieni exprese CD40 ligandu

K imunofenotypizaci byly pouzity znacené monoklonalni
protilatky: anti - CD3, CD4, CD5 (PE konjugované), CD8
(PerCP konjugované), CD69 (FITC konjugované) (vSe Becton
Dickinson, Hamburg, Némecko) a CD154 (anti-CD40L/FITC;
Ancell, Bayport, MN). Imunofluorescenéni barveni bylo prove-
deno standardnim zpusobem bé&Znym pro izolované buriky
a pro plnou krev. P#i barveni lymfocytt kultivovanych v plné
krvi byl pro lyzu erytrocytu vyuzit lyzator Coulter Q-Prep
(Coulter — Immunotech Diagnostics, Krefeld, Némecko)
a vlastni lyza provedena 0,1 % kyselinou mravenéi. Exprese
CD40 ligandu byla studovana na CD5*CD8 (CD4") T lymfo-
cytech. Imunofluorescence byla vyhodnocena pratokovym
cytometrem Coulter Epics XL (Coulter — Immunotech Dia-
gnostics). Data byla zpracovana pomoci EXPO Analysis Soft-
ware v.2.

Vysledky

Stanoveni populace aktivovanych CD4+
T lymfocytu

CD40 ligand (CD40L, CD154) je exprimovan na
povrchu aktivovanych T lymfocyt, zejména na
pomocnych CD4* T lymfocytech [17, 22, 24].
Vysetieni CD40L je proto nutné provést na akti-
vovanych burnikach. P¥i optimalni aktivaci lymfo-
cytd v bunééné kultute piimym aktivatorem pro-
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Obr. 1. Modulace exprese znaku CD4 na T-lymfocytech po stimulaci PMA plus IM

Fig. 1. Modulation of a CD4 marker expression on T-cells after activation with PMA plus IM

teinkinazy C phorbol 12-myristat 13-acetatem
(PMA) v kombinaci s kalciovym ionoforem iono-
mycinem (IM) vS§ak dochézi k vyraznému snizeni
exprese CD4 znaku u aktivovanych T lymfocyta
(obr. 1). MNC bunky byly stimulovany 4 hodiny
s PMA a IM. P#itomnost CD4 molekul na mem-
brané byla stanovena jak na aktivovanych T lym-
focytech, tak na lymfocytech kultivovanych
v médiu bez stimulace (negativni kontrola). Sou-
¢asné byla vySetifena piitomnost molekuly CD69,
dokladajici ¢asnou aktivaci lymfocytt (obr. 1).
Vysledek optimalni stimulace vykazuje signifi-
kantni modulaci exprese CD4 molekul u aktivo-
vanych T bunék v Fadu desitek procent (viz obr. 1,
znak CD4: Medium 58 % vs PMA plus IM 9 %).
VysSetfovani exprese CD40L na aktivovanych
CD4" T lymfocytech za pouZiti anti-CD4 protila-
tek by proto mohlo vést k nespravné interpretaci
a ke zkreslenym vysledktim.

CD4" T lymfocyty lze vymezit také kombinaci
znaka CD5 a CD8. CD5 receptor se vyskytuje
na vsech T lymfocytech, CD5*CDS8 lymfocyty
periferni krve jsou prevazné CD4" T lymfocyty.
Obrazek 2 doklada stabilitu membranovych
receptora CD5 a CD8 u bunééné populace lym-
focyttt stimulovanych PMA a IM, pritomnost
znaku CDG69 je kontrolou aktivace bunék. Stabi-
lita znakt charakterizujicich celou populaci
CD4"* T bunék po optimalni aktivaci je nezbyt-
nym piedpokladem spravného vySetieni expre-
se CD40L.

Vysetireni exprese CD40L na CD5+CDS8-
lymfocytech

vySetfeni kinetiky (0-16 hod.) pro stanoveni
doby optiméalni stimulace a expresi CD40L,
s charakteristikou procentualniho zastoupeni
CD40L pozitivnich bunék, intenzity exprese
CD40L na povrchu CD4* T lymfocyti i genové
exprese gp39 (CD40L) u raznych bunéénych

Tab. 1. Porovnani exprese CD40L (CD154) a CD69 na aktivo-
vanych CD4+ (CD5+CD8-) T lymfocytech (plna krev a izolova-
né MNC buriky)

Table 1. Comparison of CD40L (CD154) and CD69 expression
on activated CD4+ (CD5+CD8-) T cells in whole blood and in
isolated MN cells

n=10 CD154 CD69
- (prumér = SD) (prumér = SD)
Plna krev 80 % +9 % 89 % + 10 %
Izolované bunky 78 % + 10 % 88 % +8 %

aktivatoru [22]. Jak potvrzuji vysledky na
obrazku 3a u in vitro stimulovanych izolova-
nych MNC, je pro diagnostickou praxi 4hodino-
va aktivace a stimulace PMA plus IM v opti-
malnich koncentracich vyhovujici. Exprese
CD40L (CD154) je vyhodnocovana na CD5*CD§"
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Obr. 2. Uréeni populace aktivovanych CD4+ (CD5+CD8-) T-lymfocytu
2a) nestimulované buriky (medium); 2b) stimulované bunky (PMA + IM)

Fig. 2. Identification of activated CD4+ (CD5+CD8-) T cells
2a) Non-activated cells (Medium)
2b) Activated cells (PMA + IM)

lymfocytech, znak CD69 je pozitivni kontrolou
bunécné aktivace.

Soucasné jsme v nyné&jsi studii s vySetiova-
nim izolovanych MNC in vitro provedli testy
aktivace bunék plné krve a vyhodnotili expresi

CD40L na CD5*CDS8" lymfocytech pti optimalni
stimulaci PMA plus IM (obr. 3b). Senzitivita
metody vySetfeni exprese CD40L na lymfocy-
tech z plné krve je srovnatelna s vySetfenim izo-
lovanych bunék (obr. 3, tab. 1).
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Obr. 3. Vysetieni exprese CD154 na CD5+CD8- lymfocytech
3a) izolované bunky; 3b) plna krev

Fig. 3. Detection of CD154 expression on CD5+CD8- T cells
3a) Isolated cells ; 3b) Whole blood

Porovnani exprese CD40L na aktivovanych
lymfocytech v plné krvi a na izolovanych
MNC

V tabulce 1 jsou u skupiny 10 darctu shrnuty
vysledky aktivace T lymfocytti a exprese CD40L

v plné krvi s nalezy na izolovanych burikach.
Vysledky porovnavanych vysSetiovacich metod jsou
naprosto srovnatelné, a to jak v parametrech maxi-
malni bunééné aktivace po stimulaci PMA plus IM
(znak CD69), tak vystaveni molekul CD154 na
CD4" T lymfocytech. Pro studium exprese CD40L
a z davodu zavaznosti diagnézy XHIGM je prak-
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ticky vyznamné, Ze v pripadé dostatecného mnoz-
stvi krve lze u pacientt provést nejprve vySetieni
z 0,5 ml plné krve a ziskat zavéry provedeného
vySetieni jeSté v den odbéru (doba stimulace 4
hodiny). Paralelné izolované MNC buiiky mohou
byt ponechany v bunééné kultuie bez stimulace
pres noc a pro konfirmaci ziskanych vysledkt
z plné krve aktivovany PMA s IM nasledujici den.

Zachyt pirenaseéek XHIGM metodou
v plné krvi

Obrazek 4 dokumentuje expresi CD40L (CD154)
u matky a jeji dospélé dcery v rodiné, v niz dalsi
dva sourozenci, bratfi vySetfované dcery, zemteli v
atlém détstvi. Exprese CD40L na aktivovanych T-
lymfocytech je u dcery i u jeji matky redukovana v
porovnani se zdravou kontrolou. Na zakladé

q}

vazané na X chromozom (jedna se priblizné o 70 %
pripadd HIGM), vyskytuji se vSak také formy
s autosomalné recesivni i autosomalné dominant-
ni dédi¢nosti, jakoZ i formy ziskané [1, 4-6, 1416,
20, 24]. Intenzivni studium X-chromozomalné
véazané formy hyper-IgM syndromu (XHIGM) ved-
lo k objasnéni molekularni podstaty tohoto one-
mocnéni v roce 1993. Byly nalezeny mutace genu
pro CD40 ligand (gp39, CD40L, CD154), lokalizo-
vaného na X-chromozomu, vedouci k poruse
exprese a funkce CD40L na T lymfocytech [1, 2,
11]. Proto je diagnéza X-vazaného hyper-IgM syn-
dromu nejéastéji prokazana nepritomnosti CD40L
na aktivovanych CD4" T burikach pacienta.

Pri laboratornim vysetieni a jeho spravné inter-
pretaci je potieba vzit v ivahu adu kritickych fak-
tort. Aktivace CD4* T bunék u vySetfované osoby

Aktivované buiiky: PMA + IM
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Obr. 4. Zachyt pienaseéek XHIGM (plna krev, aktivované bunky)

Fig. 4. Capture of XHIGM carriers (whole blood, activated cells)

vysledkt vySetfeni exprese CD40L na aktivova-
nych lymfocytech v plné krvi byla provedena gene-
ticka analyza. U obou Zen potvrdila stejnou muta-
ci v genu pro CD40L, vazaného na X chromozom.

Diskuse

Hyper-IgM syndrom (HIGM) se manifestuje
v utlém véku, zejména u chlapct jako onemocnéni

musi byt dostatecna a stimulace lymfocytt opti-
malni. Z tohoto dtvodu je nezbytné v testu vzdy
sledovat kontrolni nezavisly aktivaéni znak, jimz
muze byt po optimalni stimulaci PMA plus iono-
mycin molekula CD69 [17, 22]. Pti této silné akti-
vaci v8ak dochazi k modulaci povrchovych znaka T
lymfocytt, zejména CD4 (viz obr. 1), avSak také
CD3 [18, 21, 22]. Neni proto vhodné znaky CD4
a CD3 pouZivat k definovani aktivovanych CD4" T
lymfocyta. Jako vyhodna a stabilni se prokazala
kombinace znaka CD5 se znakem CD8 umozniujici
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definovani cilové populace aktivovanych, zejména
CD4" T bunék pratokovym cytometrem jako
CD5*CDS8 lymfocytarni populaci. I kdyZ se jedna
o vice kombinaci protilatek, moderni cytometry
tato vySetieni bez problémt umoznuji zvladnout.
Tato kombinace se jevi vhodna také z dtvodu vyu-
ziti aktivace pires TCR/CD3 v pripadé jinych apli-
kaci vySettfeni, jako muzZe byt vySetieni pacientu
s béznou variabilni imunodeficienci (CVID) [7, 22]
i diferencialni diagnostickd rozvaha CVID vus
XHIGM [4, 7, 16, 22]. V dalsich aplikacich mutze
pfipadat do tvahy také stanoveni reaktivity bunék
pacientt po transplantaci [3, 24].

Vysetieni CD40L bylo v nasi studii metodicky
porovnano na udrovni aktivace lymfocytt v plné
krvi a u izolovanych MNC bunék. Oba testy jsou
plné srovnatelné. Velkou vyhodou u plné krve je
spotieba zcela minimalniho mnozstvi krve pro
vyS$etteni (0,5 ml), coz je dalezité pro diagnostiku
u détskych pacientd. Soucasné vSak v pripadé
dostateéného odbéru krve muze slouzit vySetfeni
CD40L na izolovanych bunikach ke konfirmaci
nalezu v plné krvi, nebot metodicky je mozné izo-
lované buriky uchovat v bunééné kultute bez sti-
mulace v inkubatoru pres noc a aktivovat PMA
s IM az néasledné druhy den. Optimalni doba sti-
mulace je v naSem testu 4 hodiny. Tato rychla
moznost konfirmace vysledku je u zavaznych dia-
gnoz, jako je XHIGM, zasadni.

Uvedena vySetieni vyuzivame v komplexni dia-
gnostice pacientt se suspektnim XHIGM a pti-
spély k zachytu pacienttt s HIGM v CR [Narodni
databaze primarnich imunodeficienci CR; 12, 14,
15]. U chlapct s hyper-IgM syndromem je timto
zpusobem také mozné odlisit X-vazanou formu od
autozoméalni formy HIGM [4, 5]. Nezavisle byl
dals$imi autory v modifikaci test plné krve pouzit
i pro zachyt prenasefek XHIM [3, 17], u nichz lze
na aktivovanych bunkach fenotypové nalézt ¢as-
te¢né pozitivitu exprese CD40L z davodu p#itom-
nosti bunéénych populaci s mutovanou i nemuto-
vanou CD40L [17]. Test vSak neni vhodny
u novorozenci, kde je fyziologicky exprese CD40L
na aktivovanych T lymfocytech redukovana.

Pri interpretaci vysledku fenotypového vysetie-
ni CD40L na aktivovanych CD4" T lymfocytech je
pii zachovani vSech Kkritickych piedpoklada
zésadni negativni nalez exprese CD154 [17, 22].
Podporuje diagnézu XHIGM. I v piipadé pozitivi-
ty vS8ak muZe vzacné nastat situace, kdy se jak
monoklonalni protilatky, tak chimericka molekula
CD40-Ig dok&zi navazat na nefunkéni molekulu
CD40L. Tyto piipady se mohou vyskytnout zejmé-
na u pacientti s missense mutacemi. V CR jsme se
s touto vzacnou situaci setkali u jednoho pacienta
[Thon, Litzman — Narodni databaze primarnich
imunodeficienci CR]. Jednalo se o bodovou mutaci
(G697C), jez vedla k zaméné aminokyseliny na

q}

226 pozici (G226R). V téchto nejasnych piipadech
je pro definitivni diagnézu nezbytna mutaéni ana-
lyza lokusu CD40L/TNFSF5.

Vypracovanou metodu k posouzeni exprese
CD40L (CD154) v plné krvi na prutokovém cyto-
metru doporucujeme k diagnostickému vySetieni
pacientt se suspektnim XHIGM ve specializova-
nych laboratoiich vybavenych pro praci s bunéc-
nymi kulturami jako screeningovou. Jeji vysledky
jsou srovnatelné s metodou vySetieni na izolova-
nych bunkach. Domnivame se, Ze perspektivné
muze prispét také pfi monitorovani kardiovasku-
larnich a zanétlivych onemocnéni, véetné vyhod-
nocovani aéinkt potencialni terapie anti-CD154
protilatkami pii prevenci komplikaci asociova-
nych s aterosklerézou [9].
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