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Streszczenie: Wstep: W zwigzku z narastaniem wystepowania chordb o podtozu alergicznym niezwykle istotna staje sig wtasciwa diagnostyka
tych schorzeri. Obecnie stosowane metody wydajg sie w niektérych przypadkach niewystarczajace, wiazg sie z wieloma ograniczeniami, a niekiedy
nie moga by¢ wykonywane ze wzgledu na niemozno$¢ spetnienia warunkow koniecznych do ich przeprowadzenia. Niekiedy wigza sig z wysokim
ryzykiem wystapienia groznej dla zycia reakcji anafilaktyczne;.

Cel pracy: Gelem pracy jest ocena przydatnos$ci ekspresji czastki CD203c w diagnostyce alergii na wybrane aeroalergeny: Dermatophagoides pte-
ronyssinus, Dermatophagoides farinae i pytek tymotki takowej, oraz zestawienie uzyskanych wynikow z wynikiem IgE catkowitego oraz alergenowo
swoistego.

Materiat i metody: Badanie przeprowadzono na grupie 40 0sdb chorych oraz grupie 29 0sdb zdrowych. W badanych populacjach wykonywano
punktowe testy skdrne z aeroalergenami, oznaczano stezenia IgE catkowitego, alergenowo swoistych oraz dokonywano pomiaru ekspresji czastki
CD203c przy uzyciu cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem koktajlu przeciwciat (anty-CD3, anty-CRTH2, anty-CD203c) oraz jednego przeciw-
ciata (anty-CD203c).

Wyniki: Czuto$¢ metody cytometrycznej byta zréznicowana i wynosita w zaleznosci od alergenu od 43,5% dla alergenu Dermatophagoides pte-
ronyssinus do 72,4% dla alergenu pytku tymotki takowej. Zestawienie testu cytometrycznego z wynikiem IgE alergenowo swoistego zwigkszyto
czuto$¢ oznaczeri do 78,3% dla alergenu Dermatophagoides pteronyssinus oraz do 89,7% dla alergenu pytku tymotki takowej. W oznaczeniach
tych swoisto$¢ metody cytometrycznej byta stuprocentowa.

Wnioski: Oznaczanie ekspresji czastki CD203c jest przydatne w diagnostyce alergii inhalacyjnej, zwtaszcza u 0sdb, u ktdrych inne metody diagno-
styczne sg niemiarodajne lub obarczone wysokim ryzykiem dziatan niepozadanych.

Abstract: Introduction: Increased incidence of the allergic-related diseases shows the significance of proper diagnosis. The methods being
employed nowadays seem to be ineffective in some cases and considerably restricted. These procedures happen not to be practiced because they
either do not comply with the requirements or there is danger of high risk life threatening anaphylactic reaction.

QObjective: The aim of this research is estimate of expression CD203¢ in diagnosis of allergy to selected allergens: Dermatophagoides pteronyssi-
nus, Dermatophagoides farinae, Timothy pollen and comparison these results with total and specific IgE tests.

Material and methods: The studies was carried out in a group 40 patients and in 29 healthy control. Skin prick test was performed with aeroaller-
gens and total and specific IgE concentration was measured. To analyse basophils marked with the one anty-CD203c or cocktail of three antibo-
dies (anty-CRTH2, anty-CD3 and anty-CD203c) the cytometric method has been used in this research.
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Results: Sensitivity of cytometric method was differentiated and depended on allergen (from 43.5% for Dermatophagoides pteronyssinus to
72.4% for Timothy pollen). Joined specific IgE with the cytometric method achieved findings enabled to increase the sensitivity to 78.3% for
Dermatophagoides pteronyssinus and to 89.7% for Timothy pollen. In these assays specificity of cytometric method increases up to 100%.
Conclusions: Evaluation of CD203c expression is useful in aeroallergens allergy testing especially at person for whom another diagnostic methods
do not comply with the requirements or there is danger of high risk life threating anaphylactic reaction.

Stowa kluczowe: alergia, bazofil, cytometria przeptywowa, CD203c¢

Key words: allergy, basophil, flow cytometry, CD203c

Wstep

Ztotym standardem w identyfikacji aeroalerge-
néw odpowiedzialnych za wystapienie alergii sg testy
skorne [1, 2]. Jednak w niektorych przypadkach prze-
prowadzenie diagnostyki in vivo nie jest mozliwe do
wykonania. Okolicznos$ci te sa powodem poszukiwania
miarodajnej metody diagnostyki in vitro. Oznacza-
nie IgE alergenowo swoistego znajduje zastosowanie
w diagnostyce alergii od wielu lat, jednak peni funkcjg
badania pomocniczego [2].

Nadzieje na opracowanie miarodajnych sposo-
boéw przyniosty wyniki prac wykorzystujacych cyto-
metri¢ przeptywowa [3]. W metodzie tej dzicki uzyciu
rozmaitych przeciwciat mozna identyfikowac poszcze-
golne komorki biorgce udziat w reakcjach alergicznych,
w tym takze bazofile [4, 5]. Testy te zwane sg testami
aktywacji bazofila (BAT) [6-9]. Jednym ze stosowa-
nych markeréw aktywacji bazofila jest CD203c, jednak
ocena jego przydatnos$ci diagnostycznej byta przedmio-
tem niewielu publikacji [10]. Marker ten wystgpuje na
bazofilach spoczynkowych i znacznie wzrasta zar6wno
po stymulacji IgE-zaleznej, jak i po stymulacji IgE-nie-
-zaleznej [11, 12].

Cel pracy

W pracy poddano ocenie warto$¢ diagnostycz-
ng ekspresji czastki CD203c¢ na powierzchni bazofilow
stymulowanych swoistym alergenem u 0s6b z objawa-
mi chorob alergicznych goérnych drég oddechowych
na tle uczulenia na roztocza (Dermatophagoides pte-
ronyssinus, Dermatophagoides farinae) i/lub pylek
tymotki lakowej oraz zestawiono ja z wywiadem,
wynikiem testow skornych, stezeniem IgE catkowi-
tego oraz IgE alergenowo swoistego. Oceng ekspresji
CD203c¢ przeprowadzono z uzyciem koktajlu przeciw-
cial (anty-CRTH2, anty-CD3, anty-CD203c) i porow-
nano z metodg bazujaca na zastosowaniu pojedynczego
przeciwciata (anty-CD203c).
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Materiat i metody
Grupa osob chorych (I)

W badaniu uczestniczylo 40 oséb w wieku
18-46 lat z objawami alergicznego, catorocznego lub
sezonowego, niezytu nosa i/lub astmy alergicznej na
tle uczulenia na roztocza Dermatophagoides ptero-
nyssinus i/lub Dermatophagoides farinae, i/lub pytek
tymotki takowej. Badane osoby miaty dodatni wywiad
w kierunku uczulenia na badane alergeny oraz dodatni
wynik testu skornego (Allergopharma® Joachim Ganzer
K@, Reinbek, Niemcy).

Grupa kontrolna (II)

Grupe te stanowilo 29 osdb w wieku 21-55
lat bez objawoéw klinicznych choroby atopowej oraz
z yjemnymi wynikami testoéw skornych na powszech-
nie wystepujace aeroalergeny (II).

Testy skérne

Testy skorne typu prick wykonywano wedtug
obowiazujacych zalecen, z powszechnie wystepujacy-
mi alergenami wziewnymi, wsrdd ktorych byly aler-
geny Dermatophagoides pteronyssinus (D1), Derma-
tophagoides farinae (D2) oraz pytku tymotki lakowe;j
(G6).

Oznaczanie stezenia IgE calkowitego oraz IgE
alergenowo swoistego

Do oznaczania IgE catkowitego oraz alergeno-
wo swoistego przeciwko alergenom D1, D2 oraz G6
wykorzystano odczynniki oraz zautomatyzowang apa-
ratur¢ firmy Phadia (UniCAP100), a badania przepro-
wadzono zgodnie z instrukcja producenta.

Ocena ekspresji czastki CD203¢

Oznaczenie przeprowadzono wedlug opra-
cowanych wczesniej procedur [13, 14]. Od osoby
badanej pobierano krew z zyly tokciowej do pro-
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bowki z heparyng litowa (Saerstedt AG & Co., Nim-
brecht, Niemcy), a nastgpnie delikatnie wymieszano.
Stymulacje komorek przeprowadzono natychmiast
po pobraniu krwi w probdéwkach do cytometru prze-
ptywowego (Becton Dickinson Falcon®, San Diego,
USA). U kazdego badanego wykonano test, wykorzy-
stujac nastepujacy szereg probek: proba niestymulo-
wana (patient background — Pb), kontrola pozytywna
z 0,5 pl anty-FceRI (Pcl) (BUHLMANN Laboratories
AG, Schonenbuch, Szwajcaria), oraz alergeny DI,
D2 oraz G6 w stgzeniach koncowych 10 ng/ml i 1 ng/
/ml (Allergopharma Joachim Ganzer KG, Reinbek,
Niemcy).

Stymulacja komérek oraz barwienie

Do probéwek dodano po 50 pl odpowiednich
odczynnikéw: do probki Pb — RPMI-1640, do Pcl
— RPMI-1640 z anty-FceRI, do probek z alergenami
— odpowiednie stezenia alergendow rozpuszczonych
w medium RPMI-1640. W kolejnym etapie do tak
przygotowanego szeregu probek dodano po 100 pl
krwi pelnej oraz delikatnie mieszano. Nastepnie probki
inkubowano w atmosferze wzbogaconej w 5% CO,,
w temperaturze 37°C przez 15 minut.

Reakcje przerwano, dodajac po 10 ul wersenia-
nu dwusodowego (EDTA) (BD Biosciences Pharmin-
gen, San Diego, USA), po czym probki odwirowano,
usuni¢to supernatant oraz dodano po 100 ul PBS (In-
stytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,
Wroctaw, Polska) z 1-proc. albuming bydleca (Sigma-
-Aldrich, St. Louis, USA). Do tak przygotowanych
probek dodano po 10 pl przeciwcial: anty-CD203c
(IMMUNOTECH S.A.S., Marsylia, Francja), anty-
-CRTH2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
USA), anty-CD3 (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA) oraz inkubowano w ciemnosci w tempe-
raturze pokojowej przez 30 minut.

Liza komérek oraz pomiar cytometryczny

Do probek dodano po 2 mililitry ptynu do lizy
komorek (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
USA) i po 10-minutowej inkubacji w temperaturze po-
kojowej probki odwirowano w celu usunigcia superna-
tantu. W kolejnym etapie do kazdej z nich dodano po
3 mililitry PBS i ponownie wirowano. Komorki utrwa-
lono przez dodanie po 200 pl PBS z 1,5% paraformal-
dehydu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Przy uzyciu cytometru przeptywowego
FACScan (Becton Dickinson, San Diego, USA)
z badanej probki zbierano po 100 tys. komorek.

Analiz¢ zgromadzonych danych wykonano
przy uzyciu oprogramowania CellQuest (Becton Dic-
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kinson), zgodnie z zaleceniami producenta. Przepro-
wadzono ja dwiema metodami. W pierwszej z nich
bramkowano komorki o wysokiej ekspresji CRTH2
oraz niskiej ziarnisto$ci (SSC'*"). W kolejnym etapie
z zabramkowanej puli wyodrgbniono komorki réz-
nigce si¢ ekspresja czastki CD3. Populacja bazofi-
low cechowata si¢ wysoka ekspresja CRTH2, przy
niskiej ekspresji antygenu CD3. Wsrod komorek
o niskiej ekspresji CD3 wyrdézniono dwie subpo-
pulacje roznigce si¢ stopniem ekspresji CD203c.
Komorki o niskiej ekspresji CD203c¢ byly to bazo-
file nicaktywne, a o wysokiej ekspresji — komorki
aktywne.

W kolejnym sposobie analizy zliczano procent
bazofilow aktywnych w stosunku do catkowitej puli
bramkowanych bazofilow. Wyniki zaprezentowano
w procentach jako roznice miedzy odsetkiem aktyw-
nych komorek w probie stymulowanej i w probie nie-
stymulowane;.

Analize¢ statystyczng przeprowadzono przy
wykorzystaniu programu statystycznego ,,Statisti-
ca 8.0 PL” (StatSoft Krakow, Polska). Obliczano
mediany, minima oraz maksima. Rozklad zmien-
nych sprawdzano, stosujac test W-Shapiro-Wilka.
W zwiazku z brakiem rozktadu normalnego w anali-
zach wykorzystywano nieparametryczny test ANOVA
rang Kruskala-Wallisa. Do poréwnania dwoch prob
zaleznych uzyto nieparametrycznego testu kolejno-
$ci par Wilcoxona. Do pordéwnania metod diagno-
stycznych wykorzystano nieparametryczny test Chi-
kwadrat McNemary. Za warto$¢ statystycznie istotng
przyjeto p <0,05. Czulo$¢ i swoisto$¢ testow opra-
cowano metodg Receiver Operating Curves analysis
(ROC) [15].

Wyniki
Testy skorne

Test skérny z alergenami u pacjentéw uczulo-
nych byt pozytywny u wszystkich. Wszystkie osoby
z grupy II cechowaly si¢ ujemnym wynikiem testu
skornego z badanymi alergenami.

IgE calkowite

W grupie 0sob chorych stezenie IgE catko-
witego wahato si¢ w zakresie od 20,4 kU/I do 2417
kU/1 (Me=87,45 kU/l) i bylo podwyzszone u 45%.
W grupie II wartosci st¢zenia ksztattowaly si¢ od 2,37
kU/1 do 90,3 kU/l (Me=27,2 kU/l) i w Zzadnym przy-
padku nie przekraczaty punktu odcigcia dla wyniku
prawidtowego. Zaobserwowano statystycznie istot-
nie wyzsze st¢zenia IgE catkowitego w grupie I niz
w grupie II (p <0,05).
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IgE alergenowo swoiste

Tabela 1. Czutosc i swoistos¢ oznaczenia IgE alerge-
nowo swoistego dla poszczegolnych alergenow.

Oznaczenie alergenu

D1 D2 G6

Czuto$é metody

77,78% 82,61% 86,21%

Swoisto$¢ metody 100% 100% 89,66%

Ekspresja czastki CD203c

Liczba bazofilow w probie niestymulowanej.
W badanej populacji (n=79) w analizie z wykorzysta-
niem koktajlu przeciwciat uzyskano od 142 do 1450 ko-
morek (Me=567 komorek) oraz od 94 do 1434 komorek
(Me=522 komorki) w analizie z wykorzystaniem jed-
nego przeciwciata.

Wyniki kontroli dodatniej

U wszystkich badanych os6b po stymulacji
anty-FceRI (Pcl) uzyskano wzrost aktywno$ci bazofi-
16w powyzej punktu odcigcia dla wyniku dodatniego.

PRACA ORYGINALNA

Ekspresja czastki CD203c¢ po stymulacji
alergenowej

Punkt odcigcia dla wyniku dodatniego okre-
$lano na podstawie krzywych ROC. W grupie 0sob
chorych stwierdzono istotny statystycznie wzrost
ekspresji czastki CD203¢ po stymulacji alergenowej
(p <0,05). W grupie 0so6b zdrowych réznica migdzy
ekspresja czastki CD203c przed stymulacja alerge-
nowg a ekspresjg po stymulacji byla nieistotna staty-
stycznie. Dane przedstawiono w tabeli 2 i na rycinie 1.

Omowienie

Metoda umozliwiajaca identyfikacj¢ alergenu
odpowiedzialnego za objawy schorzenia o podtozu
atopowym jest oznaczanie IgE alergenowo swoiste-
go. Nizszg czuto§¢ w poréwnaniu z testem skornym
potwierdzono w niniejszym opracowaniu, w ktérym
czulo§¢ oznaczania IgE alergenowo swoistego
wahata si¢ od 77,8% przeciwko alergenowi D1 do
86,21% przeciwko alergenowi G6. Ponadto obecnosé
swoistych przeciwciat przeciwko alergenowi pytku
tymotki takowej stwierdzono u ponad 10% o0s6b
zdrowych.

Tabela 2. Czulos¢ i swoistos¢ poszczegolnych oznaczen w zaleznosci od liczby uzytych przeciwcial oraz alergenow.

Metoda wykorzystu- Metoda wykorzystujaca . Metoda wykorzystujaca
. . . . e Metoda wykorzystujaca | . o
Alergenowo swoiste jaca koktajl 3 prze- koktajl 3 przeciwciat (anty- iedno rzeciwciato jedno przeciwciato (anty-
anty-IgE ciwciat (anty-CRTH2, | -CRTH2, CD3iCD203c)oraz | ' (ant:;-cnzusc) -CD203c) oraz alergeno-
CD3 i CD203c) alergenowo swoiste anty-IgE wo swoiste anty-IgE
Czuto$¢ | Swoisto$¢ | Czuto$¢ | Swoistos¢ | Czutosc Swoisto$¢ Czutos¢ | Swoistos¢ | Czuto$é Swoistos¢
S g
S 2 100 40,7 100 81,5 100 40,7 100 81,5 100
o ©
E -
778
8 —
s E
S2 100 435 100 78,3 43,5 100 78,3 100
g -
o
S E
S g 100 65,2 100 87,0 65,2 100 87,0 100
o ©
E -
82,6
S
s E
&2 100 63,2 100 84,2 57,9 100 78,9 100
g -
(1-)
S E
Se 89,7 72,4 100 86,2 89,7 72,4 100 89,7 89,7
(=)
5 -
89,3
Sz
E.’, ) 85,7 25,0 100 89,3 85,7 53,6 100 89,3 85,7
% -
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Rycina 1. Zestawienie czulosci oznaczen w zaleznosci od metody oraz alergenu.
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Metody cytometryczne staly si¢ nowa nadzie-
ja na skuteczng diagnostyke in vitro, pozbawiong
ryzyka oraz cechujaca si¢ duza czuloscig oraz swo-
istoscig [14].

Grupy naukowcow staraly si¢ wykorzystywac
markery takie jak CD203c¢ oraz poréwnac¢ metody z za-
stosowaniem CD63 1 CD203c [16—18]. Ocmant i wsp.
przeprowadzali do§wiadczenia, pordéwnujac ekspresje
CD203c i CD63 u chorych uczulonych na siers¢ kota.
W badaniach zaobserwowali, iz u potowy badanych
0sob ekspresja CD203c¢ na bazofilach spoczynkowych
byta stabo wyrazona i ich selekcja sprawiata trudnosci.
Wzrost ekspresji CD203c¢ po stymulacji alergenem byt
mniej wyrazny niz czastki CD63 [19]. Atutem markera
CD203c¢ byta jednak wigksza swoistos¢ dla badanej
komorki [20]. Czulo$¢ metody zaréwno z uzyciem
jednego, jak i drugiego markera byla stuprocentowa,
a swoisto$¢ wynosita 95% [14].

Zgodnie z poprzednimi pracami stwierdzono, iz
w probie niestymulowanej ekspresja czastki CD203c
jest niska, a znaczaco wzrasta po stymulacji nieswo-
istej (anty-FceRI). W przypadku uzycia przeciwciata
anty-FceRI u wszystkich 0sdb uzyskano statystycznie
istotny wzrost ekspresji CD203c [16, 21].

Po stymulacji bazofila alergenami D1, D2 oraz
G6 jedynie u 0s6b uczulonych na dany alergen docho-
dzi do aktywacji bazofila, jej efektem jest wzrost eks-
presji czastki CD203c.

Zestawiwszy wyniki IgE alergenowo swoistego
i metod cytometrycznych, stwierdzono, iz metody cyto-
metryczne cechujg si¢ identyczng lub nizsza czuto-
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$cig niz IgE alergenowo swoiste. Maksymalna czuto$¢
metody cytometrycznej dla alergenu G6 wynosita
72,4% w porownaniu z 86,2% dla IgE alergenowo swo-
istego. Podobnie przedstawiaty si¢ wyniki dla pozosta-
tych alergenow: dla alergenu D1 (43,5% v. 77,8%), dla
alergenu D2 (65,2% v. 82,6%). R6znice migedzy czulo-
$cig metody cytometrycznej z wykorzystaniem jednego
przeciwciata a czuloscia metody z wykorzystaniem
trzech przeciwcial byly statystycznie nieistotne, z wy-
jatkiem alergenu G6 w nizszym stezeniu. W tym przy-
padku dowiedziono statystycznie istotnej przewagi
metody z wykorzystaniem jednego przeciwciata. Poza
alergenem D1 czuto§¢ metody cytometrycznej byta
wyzsza dla wyzszych stezen alergenow.

Swoistos¢ obu metod (cytometrycznej oraz
s-IgE) dla DI i D2 w obu stgzeniach byta 100-proc.
W przypadku alergenu G6 swoisto$¢ metody cytome-
trycznej byla wyzsza niz s-IgE (100% v. 89,7%).

Laczne zastosowanie obu metod (cytometrycz-
nej oraz s-IgE) cechowato si¢ wyzsza czutoscig niz
kazda z metod zastosowana oddzielnie w przypadku
alergenéw D1 i D2, a identyczng czutoscia i swoisto-
scig jak oznaczenie IgE alergenowo swoistego dla
alergenu G6. Czuto$¢ zestawienia obu metod wynosi-
fa maksymalnie 81,5% dla alergenu D1 oraz 87% dla
alergenu D2.

Podsumowujac — analiza wykazata, iz najlep-
szym sposobem interpretacji wynikéw jest w kolej-
nosci: zebranie wywiadu oraz wykonanie badania
IgE alergenowo swoistego. U pacjentéw z dodatnim
wywiadem, a ujemnym oznaczeniem IgE alergenowo
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swoistego dodanie testu cytometrycznego pozwolito
na podwyzszenie czulosci oznaczen, przy zachowaniu
stuprocentowej swoistosci. I tak: u pacjentow uczu-
lonych na alergeny D1 i D2 z ujemnym oznaczeniem
IgE alergenowo swoistego dodanie testu z wykorzysta-
niem trzech przeciwcial spowodowato wzrost czutosci
testu z 77,8% do wartosci 81,5% dla alergenu D1 oraz
z 82,6% do 87% dla alergenu D2. Dodanie oznaczenia
dla alergenu G6 nie zmienito czutosci testu. W przy-
padku dodania u pacjentéw uczulonych na ktérykol-
wiek z alergenoéw testu cytometrycznego z zastosowa-
niem jednego przeciwciata spowodowato ono wzrost
czuto$ci wynoszacy odpowiednio: dla D1 z 77,8% do
81,5%, dla D2 z 82,6% do 87%, dla G6 z 89,3% do
89,7%.

Whioski

Catoksztalt przeanalizowanych badan wskazuje
na umiarkowang czulo$¢ metody cytometrycznej w dia-
gnostyce alergii na aeroalergeny. Jednakze taczne za-
stosowanie metody cytometrycznej z metoda oznacze-
nia IgE alergenowo swoistego pozwala na zwigkszenie
czutodci oznaczen, a przez to wyodrebnienie grupy
pacjentéw z objawami klinicznymi choroby alergicz-
nej, u ktoérych nie mozna wykonac testow skornych,
a metoda oznaczenia IgE alergenowo swoistego jest
niewystarczajaca. Biihring i wsp. w swoich badaniach
opisali brak korelacji miedzy wynikiem testu skornego
i IgE alergenowo swoistego przeciwko danemu aler-
genowi a wzrostem ekspresji CD203c w tescie cyto-
metrycznym. Test ten nie zawsze jest dodatni mimo
ewidentnego rozpoznania choroby alergicznej, a w nie-
ktorych przypadkach jego wynik jest niejednoznaczny.
Mniejsza czuto$¢ oznaczen IgE alergenowo swoistych
oraz metod cytometrycznych w poréwnaniu z testami
skornymi wskazuje na niemoznos¢ ich zastgpienia.
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