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Interleukina 8 i jej polimorfizm (-251) T/A w raku piersi i HIV
- rola zapalnego mikrosrodowiska

Agnieszka Kolacinska!, Elzbieta Jabtonowska?, Karolina Przybylowska3,
Jan Rykata*, Michat Galicki!, Mariusz Pawlak!, Zbigniew Morawiec!

Cel. Rak piersi i AIDS to kluczowe zagadnienia wspdlczesnej medycyny. Celem pracy jest zbadanie jak cytokiny
i mikrosrodowisko zapalne, na przykladzie IL-8 i jej polimorfizmu, mogg wplywac na te dwie choroby.

Pacjenci i metody. Do badania zakwalifikowano 31 kobiet z tagodnymi chorobami piersi, 42 chore na raka piersi oraz
40 pacjentek HIV(+). Poziomy IL-8 oceniano metodq ELISA, zas polimorfizm IL-8 oznaczano przy uzyciu PCR-RFLP.
Wyniki. U kobiet z tagodnymi chorobami piersi sredni poziom IL-8 wyniost 9 pg/mL, w raku piersi — 17 pg/mL,
a u pacjentek HIV(+) - 32 pg/mL. Czestos¢ genotypu T/T u kobiet HIV(+) wynosila 18%, w porownaniu z 10%
u chorych na raka piersi oraz 30% w lagodnych schorzeniach piersi. Poziom IL-8 u pacjentek z tagodnymi chorobami
piersi byl statystycznie istotnie nizszy w poréwnaniu z chorymi na raka piersi (p=0,001) i kobiet HIV(+) (p<0,001).
Ponadto u kobiet HIV(+) stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze poziomy IL-8, w porownaniu z chorymi na raka piersi
(p=0,002). Poréwnujgc rozklad genotypow i czestosci polimorfizmu IL-8 (-251) T/A pomiedzy chorymi na raka piersi
i pacjentkami z tagodnymi schorzeniami piersi, wykazano nizszq czestosc genotypu T/T u tych ostatnich OR (CI 95%)=0,24
(0,07; 0,89).

Wnioski. IL-8 wydaje si¢ by¢ znaczqcym czynnikiem w raku piersi i HIV, a genotyp T/T moze odgrywac ochronng role
w raku piersi.

Interleukin-8 and the IL-8 (-251) T/A polymorphism in breast cancer and human immunodeficiency virus
infection (HIV) - the role of the inflammatory microenvironment

Aims and background. Breast cancer and AIDS are key issues in modern medicine. The aim of the current article
is to explore how cytokines and the inflammatory microenvironment, can affect these two conditions, using the example of
1L-8 and its polymorphism

Patients and methods. 31 women with benign breast disease, 42 breast cancer patients and 40 HIV-infected females
were enrolled in the study. Serum IL-8 levels were determined by ELISA. The IL-8 polymorphism was genotyped by
PCR-RFLP

Results. In women with benign breast tumors the mean serum IL-8 level was 9 pg/mL, in breast cancer patients
— 17 pg/mL and in HIV-infected females - 32 pg/mL, respectively. The frequency of T|T genotype in HIV-infected women
was 18% versus 10% in breast cancer patients and 30% in benign breast disease. Serum IL-8 levels in patients with benign
breast tumors were significantly lower, as compared with females who had breast cancer (p=0.001) and HIV-infected women
(p<0.001). Moreover, when compared with breast cancer patients the HIV-infected patients had significantly higher serum
IL-8 (p=0.002). By comparing the distribution of genotypes and the frequency of the IL-8 (-251) T/A polymorphism between
breast cancer patients and patients with benign lesions, we demonstrated a significantly lower frequency of T/T genotype in
the former OR (CI 95%)=0.24 (0.07; 0.89).

Conclusions. IL-8 appears to be an essential factor in breast malignancies and HIV. The T/T genotype may play
a protective role in breast cancer.

Stowa kluczowe: Interleukina 8, polimorfizm, choroby piersi, HIV
Keywords: interleukin- 8, polymorphism, breast diseases, HIV
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Wstep

Rak piersi oraz Nabyty Zesp6t Niedoboru Odporno-
Sci (AIDS) to kluczowe problemy, jakimi zajmuje si¢
wspolczesna medycyna. Celem niniejszego artykutu jest
analiza, w jaki sposOb wspotdziatajg ze sobg cytokiny
oraz mikroS§rodowisko stanu zapalnego w tych dwodch
jednostkach chorobowych. OczywiScie zakazenie wiru-
sem ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV) wiaze si¢ ze
zwigkszonym ryzkiem wystapienia kilku réznych odmian
nowotwordw, takich jak migsak Kaposiego, chioniak
nieziarniczy oraz inwazyjna posta¢ raka szyjki macicy,
jednakze dane dotyczace raka piersi u kobiet zakazo-
nych HIV sa nieliczne i sprzeczne [1-3]. Z jednej strony
publikacje ze Stanéw Zjednoczonych i Wloch sugeruja
potencjalny efekt ochronny immunosupresji HIV w przy-
padku raka piersi [4-7], jednak, z drugiej strony, autorzy
z Tajlandii wykazali, ze u nosicielek HIV rak piersi jest
najpowszechniejszym guzem zlosliwym, nie zwigzanym
z AIDS [8]. Wedlug patologdéw indyjskich, rak piersi
okazuje si¢ by¢ bardziej agresywny u kobiet zakazonych
HIV, z wystepowaniem przerzutdw we wezesnym stadium
i znacznie krdtszym czasem przezycia [9]. Na poziomie
molekularnym karcynogenezy z jednoczesng infekcja
wirusowa nalezy zwrdci¢ uwage na potencjalng role cyto-
kin. Lee i wsp. wykazali, ze biatko HIV-1 Tat, uwalniane
aktywnie przez komorki zainfekowane HIV, zwicksza
ekspresje¢ interleukiny-8 (IL-8) w komdrkach ludzkiego
raka piersi, droga zalezng od NF-kappaB [1, 10-17].

IL-8, cytokina produkowana przez monocyty, limfo-
cyty T, neutrofile, komorki srédbtonka, komdrki nabton-
ka i fibroblasty, jest niezbedna dla powstania i rozwoju
guza, w zwigzku ze swoimi potencjalnymi wlasciwoSciami
mitogennymi i angiogennymi [18, 19]. Ponadto IL-8 moze
sprzyja¢ inwazyjnosci i przerzutom raka piersi bez eks-
presji receptorow estrogenowych (ER) [20].

Na podstawie wczesniejszych badan, polimorfizm -
251 A/T, obserwowany w regionie promotora genu IL-8,
moze wplywac na jego ekspresje. Znaczaco zwigkszone
ryzyko raka piersi wigzano z odmiang heterozygotycznag
IL-8 (-251)A/T oraz homozygotyczng IL-8 (-251) AA.
Stwierdzono korelacje pomig¢dzy homozygotycznym
genotypem IL-8(-251) AA a agresywnym fenotypem raka
piersi, ktoremu towarzyszyly: wysoka ztosliwo§¢ histolo-
giczna, przerzuty do pachowych weztéw chtonnych i duza
Srednica guzéw. Ponadto, w przypadku allelu IL-8(-251)
A u chorych na raka piersi wystepuje istotne powigzanie
z krotszym czasem przezycia calkowitego i przezycia wol-
nego od choroby [21].

Cel

Celem niniejszego badania byto ocena poziomu IL-8 oraz
jej polimorfizmu -251 A/T w trzech grupach pacjentow:
kobiet z nieztoSliwymi chorobami piersi, chorych na raka
piersi oraz kobiet HIV(+).

Pacjenci i metody

W okresie od maja 2007 r. do marca 2008 r. do badania zakwa-
lifikowano 31 pacjentek z fagodna postaciag nowotworu pier-
si, 42 chorych na raka piersi i 40 kobiet HIV(+), leczonych,
odpowiednio, na Oddziale i w Poradni Chirurgii Onkologicz-
nej Szpitala im. Mikotaja Kopernika oraz w Poradni Nabytych
Zaburzefi Odpornosci na Uniwersytecie Medycznym w f.odzi,
po zatwierdzeniu pod wzgl¢dem etycznym przez Uniwersytet
Medyczny w Lodzi. Od kobiet pobrano probki krwi po uprzed-
nim uzyskaniu od nich $wiadomej pisemnej zgody (od kobiet
leczonych chirurgicznie, przed operacja). Wszystkie choroby
piersi diagnozowano poprzez badanie kliniczne, badanie ultra-
sonograficzne, mammografi¢, biopsj¢ aspiracyjna cienkoigltowa
lub gruboigtowg oraz badanie histopatologiczne u pacjentek,
ktore byly leczone operacyjnie.

Sredni wick kobiet z nieztosliwymi zmianami piersi, ktore
stanowily grupe kontrolna, wynosit 36,03 lat (zakres od 19 do 68
lat). Grupa ta obejmowala 22 pacjentki z gruczolakowldkniaka-
mi, 4 kobiety z torbielami piersi oraz 5 z gruczolakottuszczaka-
mi. Nie stwierdzono u tych pacjentek objawdw stanu zapalnego
lub raka. Nie podawaly tez wystgpowania choréb wspdtistnie-
jacych.

Wiek kobiet chorych na raka piersi mieScit si¢ w zakre-
sie od 30 do 64 lat (Srednio 38 lat). Grupa ta obejmowata 2
przypadki raka przewodowego in situ, 33 przypadki inwazyjnego
raka przewodowego i 7 przypadkéw raka zrazikowego. Srednia
Srednica guza wynosita 29,57 mm (zakres od 4 do 100 mm).
U 22 kobiet wystepowala ekspresja receptoréw estrogenowych
ER, u 18 ekspresja receptoréw progesteronowych PR, a u 10
ekspresja receptorow HER-2. W 16 przypadkach obecne byly
przerzuty do pachowych weztow chtonnych. Nie stwierdzono
odlegtych przerzutéw. Dziewig¢ pacjentek z rakiem otrzymywa-
fo chemioterapi¢ neoadjuwantowa.

Sredni wiek kobiet HIV(+) wynosit 34,75 lat (zakres od 22
do 65 lat). Liczba komoérek CD 4 T mieScila si¢ w zakresie od 34
do 2006 komorek/ul (Srednio 438). Wiremia wynosita ponizej 40
kopii/ml u 14 badanych. U 26 pacjentek zainfekowanych HIV
wiremia mieScita si¢ w zakresie od 52 do 222000 kopii/ml, §red-
nio 22566 kopii/ml. 23 z 40 kobiet HIV(+) byly leczone lekami
antyretrowirusowymi. U 4 pacjentek HIV(+) zdiagnozowano
niezloliwe zmiany w piersiach (3 tluszczaki i 1 tagodna dyspla-
zj¢ sutka) za pomocg badania klinicznego, badania ultrasono-
graficznego, mammografii oraz biopsji aspiracyjnej cienkoigto-
wej. U tej grupy pacjentek nie stwierdzono raka piersi.

Poziom IL-8 oznaczono za pomocg testu ELISA, zgodnie
z protokolem zalecanym przez producenta: PeliKineCompact
human IL-8 ELISA kit (Sanquin Reagents. Amsterdam,
Holandia) do oznaczania iloSciowego IL-8. Absorbancj¢ odczy-
tywano przy 450 nm.

Polimorfizm IL-8 oznaczano za pomoca metody
analizy polimorfizmu fragmentéw restrykcyjnych reak-
cji tancuchowej polimerazy (PCR-RFLP). Sekwencje
primeréw do PCR byly nastepujace: primer przedni,
5> TTCTAACACCTGCCACTCTAG-3’; primer tylny,
5’-CTGAAGCTCCACAATTTGGTG-3’. PCR przeprowadzo-
no w objetosci 25 ul, zawierajacej 50 ng genomowego DNA,
20 mmol Tris HCI (pH 8,4), 50 mmol KCI, 1,5 mmol MgCl,,
200 mmol kazdej trdjfosfatazy dezoksyrybonukleinowej, 10 pmol
kazdego primera (Eurogentec, Darmstad, Belgia) oraz 1 jed-
nostke¢ polimerazy Taq (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).
Denaturacj¢ DNA przeprowadzono w temperaturze 94°C przez
4 minuty, a nastgpnie przeprowadzono 35 cykli w temperaturze
94°C przez 30 sekund, 60°C przez 30 sekund oraz 72°C przez 30
sekund, z koficowym etapem wydluzania w 72°C przez 7 minut.
Przeprowadzono trawienie enzymatyczne z wykorzystaniem
5 jednostek Mfel (New England Biolabs, Inc., Bevely, MA)
w celu przeanalizowania polimorfizmu /L-8 251 T > A, co dalo
produkty o dtugosci 108 bp (251 T) oraz 76 + 32 bp (251 A).
Podczas trawienia proby inkubowano przez noc w temperatu-



rze 37°C, a nast¢pnie produkty obrazowano w 10% zelu polia-
krylamidowym (PAGE), barwionym bromkiem etydyny (22).

Za statystycznie istotng uznano warto$¢ prawdopodo-
biefistwa p<0,05. Do przeprowadzania poréwnania pomi¢dzy
dwiema grupami dla kazdej zmiennej zastosowano test t (dla
normalnego rozkiadu) lub test Mann-Whitney’a (dla rozkta-
du nienormalnego). W celu zidentyfikowania zmiennych, ktére
beda charakteryzowac si¢ znaczacymi réznicami pomiedzy wig-
cej niz dwiema grupami, zastosowano test ANOVA; nastgpnie
przeprowadzono test Scheffe w celu zbadania istotnosci roznic
dla kazdej stwierdzonej zmiennej pomigdzy dwiema dowolny-
mi grupami. Analizy wykonano w programie STATISTICA 6.0
(StatSoft, Tulsa, OK).

Wyniki

U kobiet z niezto§liwymi guzami piersi poziom
IL-8 mieScit si¢ w zakresie od 0 do 28,51 pg/ml, ze Srednig
9 pg/ml, u chorych na raka piersi w zakresie od 1,18 do
52,34 pg/ml, ze Srednig 17 pg/ml, a u kobiet HIV(+)
pomigdzy, odpowiednio, 4,91 i 87,83 pg/ml, ze Srednia
32 pg/ml.

Poziom IL-8 u pacjentek z nieztoSliwymi guzami
piersi byl znaczaco nizszy, w pordéwnaniu z kobieta-
mi z rakiem piersi (p=0,001) oraz kobietami HIV (+)
(p<0,001).

Ponadto, u pacjentek zakazonych HIV wystepowat
znaczaco wyzszy poziom IL-8, w poréwnaniu z kobietami
chorymi na raka piersi (p=0,002).

Zalezne od genotypu poziomy IL-8 u pacjentek
z niezloSliwymi guzami piersi, rakiem piersi i HIV sa
przedstawione, odpowiednio, w Tabelach I, IT i III.

Tab. 1. Zalezne od genotypu poziomy IL-8 (w pg/ml)
u pacjentek z niezlo§liwymi guzami piersi. Analiza statystyczna

Genotyp Mediana (25%; 75%) Analiza statystyczna
T/T 6,22 (3,37; 14,96) T/T a T/A p= 0,945
T/A 7,18 (3,08; 11,52) T/T a A/A p= 0,702
A/A 10,77 (4,71; 16,82) T/A a A/A p= 0,663

Tab. I1. Zalezne od genotypu poziomy IL-8 (w pg/ml)
u pacjentek z rakiem piersi. Analiza statystyczna
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Czesto$¢ wystepowania genotypu T/T u kobiet
chorych na raka piersi, kobiet HIV(+) oraz kobiet z nie-
zto§liwymi zmianami piersi wynosita, odpowiednio, 10%,
18% 1 30% (p>0,05; Tabele 1V, V, VI). Czestos¢ wyste-
powania genotypow T/A i A/A przedstawiono w Tabelach
IV, V, VL.

Tab. IV. Rozklad genotypéw i czesto$¢ wystepowania polimorfizmu
IL-8 (-251) T/A u pacjentek z rakiem piersi i z niezlo§liwymi guzami
piersi. Analiza Ilorazu Szans (OR), Przedzial Ufnosci (CI)

Pacjentki NiezloSliwe
Genotyp z rakiem piersi guzy plersl OR (95% CT)
Allele (n = 42) (n = 30)°
Liczba (Czgstos¢) Liczba (Czgstosc)
T/T 4 (10%) 9 (30%) 0,24 (0,07; 0,89)*
T/A 31 (74%) 19 (63%) 1,63 (0,59; 4,49)
A/A 7 (17%) 2 (7%) 2,80 (0,54; 14,55)
T 39 (0,46) 37 (0,62) 0,53 (0,27; 1,06)
A 45 (0,54) 23 (0,38) 1,85 (0,94; 3,64)

ap> 0,05 rozktad zgodny z rownowaga Hardy-Weinberga

Tab. V. Rozklad genotypow i cze¢sto$¢ wystepowania
polimorfizmu IL-8 (-251) T/A u pacjentek zakazonych HIV
i z niezloSliwymi guzami piersi. Analiza Ilorazu Szans (OR)

Pacjentki NiezloSliwe

Genotyp  zakazone HIV guzy piersi
Allele (n=39) (n = 30)2 OR (95% CI)

Liczba (Czgsto$¢) Liczba (Czgstos¢)
/T 7 (18%) 9 (30%) 0,51 (0,16; 1,58)
T/A 26 (67%) 19 (63%) 1,15 (0,42; 3,14)
A/A 6 (15%) 2 (T%) 2,54 (0,47; 13,63)

T 40 (0,51) 37 (0,62) 0,65 (0,33; 1,30)
A 38 (0,49) 23 (0,38) 1,52 (0,77; 3,03)

4 p> 0,05 rozktad zgodny z rownowaga Hardy-Weinberga

Tab. VI. Rozklad genotypow i czestosé wystepowania
polimorfizmu IL-8 (-251) T/A u pacjentek zakazonych HIV
i z rakiem piersi. Analiza Ilorazu Szans (OR)

Pacjentki zakazone HIV ~ Pacjentki z rakiem piersi

Genotyp
. . . (n=39) (n=42)
Genotyp Mediana (25%; 75%) Analiza statystyczna Allele Liczba (Czestosé)) Liczba (Czestosé)

T/T 6,65 (5,265 15,86) T/T a T/A p= 0,228 T/T 7 (18%) 4 (10%)
T/A 17,48 (9,55;24,46) T/T a A/A p= 0,434 T/A 26 (67%) 31 (74%)
A/A 11,91 (10,22; 18,93) T/A a A/Ap= 0,384 A/A 6 (15%) 7 (17%)
T 40 (0,1) 39 (0,46)

A 38 (0,49) 45 (0,54)

Tab. I11. Zalezne od genotypu poziomy IL-8 (w pg/ml)
u pacjentek zakazonych HIV. Analiza statystyczna

Genotyp Mediana (25%; 75%) Analiza statystyczna
T/T 15,60 (11,47; 25,23) T/T a T/A p= 0,134
T/A 23,89 (18,17; 39,87) T/T a A/A p= 0,836
A/A 20,77 (9,75; 28,10) T/A a A/Ap= 0,334

p>0,05, rozktad u pacjentek zakazonych HIV, zgodny z rozktadem
u chorych na raka piersi

Poréwnujac rozktad genotypdw i czestos¢ wystepo-
wania polimorfizmu IL-8 (-251) T/A pomigdzy chorymi
na raka piersi i pacjentkami z niezlo§liwymi guzami pier-
si, wykazaliSmy znaczaco nizsza cz¢stoS¢ wystepowania
genotypu T/T u tych pierwszych, OR (CI 95%=0,24, 0,07,
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0,89), co moze sugerowaé ochronng role tego genotypu
w przypadku raka piersi. Ponadto wykazali$my zwigkszo-
ng czestos¢ wystepowania allelu A u pacjentek z rakiem
piersi, ale wynik ten nie jest statystycznie istotny. Rozkfad
genotypow u pacjentek zakazonych HIV i u chorych na
raka piersi byl bardzo podobny.

Dyskusja

Najnowsze dane sugeruja, ze cytokiny s3 waznymi prota-
gonistami nie tylko w przypadku raka piersi, ale rowniez
w poczatkach i rozwoju AIDS [23, 24]. IL-8, jako chemo-
kina prozapalna, jest uwazana za mediatora w chorobach
zapalnych, ale moze réwniez by¢ ztym czynnikiem pro-
gnostycznym w przypadku raka piersi u ludzi. Zestawili-
Smy dane dotyczace IL-8 dla pacjentek zakazonych HIV
z danymi dla chorych na raka piersi, gdyz istniejg prze-
stanki mowiace, ze biatko HIV-1 Tat zwigksza zdolnos¢
przerzutow komorek raka piersi u ludzi, poprzez indukcje
pro-zapalnego mikrosrodowiska guza, jakim jest ekspre-
sja IL-8 [1]. W naszym badaniu poziom IL-8 u chorych
na raka piersi i u kobiet zakazonych HIV byl znaczaco
wyzszy, w pordwnaniu z grupg kontrola (osoby dobrane
pod katem pici i wieku, z niezfosliwa chorobg piersi). Nie
przeprowadziliSmy analizy poréwnawczej profilu IL-8 dla
zdrowej grupy kontrolnej, ale opublikowane wcze$niej
dane pokazuja, ze u zdrowych ochotnikéw poziom IL-8
jest znaczaco nizszy, niz w przypadku chorych na raka
piersi (u zdrowych ochotnikéw $redni poziom IL-8 wy-
nosit 5,4 pg/ml, mediana 5,0 pg/ml) [25]. Wedtug danych
dostepnych w literaturze najwyzszy poziom stwierdza
si¢ w podgrupie z rakiem piersi w stadium przerzutow,
z przerzutami odlegtymi lub do weztow chtonnych, od-
zwierciedlajac mase guza oraz jego agresywnosc [25, 26].
Ze wzgledu na malty liczbe pacjentek nie przeprowadzili-
$my analizy podgrupy chorych na raka piersi dla st¢zenia
cytokiny pod katem stadium zaawansowania nowotworu,
ale przerzuty do pachowych wezidéw chtonnych wykryto
u 16 z 42 kobiet. Dodatkowo w naszym badaniu u pa-
cjentek zakazonych HIV stwierdzono znaczaco wyzsze
stezenia IL-8 w poréwnaniu z chorymi na raka piersi, co
jest zgodne z innymi publikacjami [27]. Ponadto poréw-
naliSmy czesto$¢ wystgpowania polimorfizmu pojedyn-
czego nukleotydu (SNP) w genach zwigzanych ze stanami
zapalnymi u chorych na raka piersi, kobiet z nieztosli-
wymi chorobami piersi oraz pacjentek zakazonych HIV,
w celu zbadania potencjalnej zaleznosci pomiedzy ryzy-
kiem zachorowania na raka, a wystgpowaniem polimor-
fizmu gendéw cytokin prozapalnych. Badanym SNP byt
IL-8(-251) T/A, ktory jest powiazany z wyzsza produkcja
IL-8 [28]. Celem naszego badania byta ocena polimor-
fizmu IL-8(-251) T/A w odniesieniu do poziomu IL-8,
a zatem jego potencjalnego wplywu na rozwo6j chordb
— raka piersi i AIDS. Nie zajmowaliSmy si¢ oznacza-
niem czestoSci wystepowania polimorfizmu niezaleznie
od IL-8, tak wiec przy naszej ocenie nie bylo konieczne
przeprowadzenie badania populacyjnego. W przypad-
ku polimorfizmu IL-8(-251) T/A wykazaliSmy znaczaco
nizsze wystepowanie genotypu T/T u pacjentek z rakiem

piersi, co moze sugerowac rol¢ ochronng. Kamali-Sa-
rvestani i wsp. wykazali, ze polimorfizm IL-8-251 T/A
wiazal si¢ z rozwojem inwazyjnej postaci przewodowego
raka piersi. W oparciu o przeprowadzong analiz¢ geno-
typu, wspomniani autorzy wykazali zwickszong czestos¢
wystepowania genotypu IL-8-251 AA u grupy pacjen-
tow, w poréwnaniu z grupg kontrolng [29]. Stwierdzona
w niniejszym badaniu zwigkszona czgstoS¢ wystepowania
allelu A, zaréwno u chorych na raka piersi, jak i zakazo-
nych HIV, wymaga dalszego wyja$nienia. Nie jest mozli-
we podanie bardzo prostych i bezpo§rednich wnioskow,
gdyz w przypadku pacjentdéw zakazonych HIV nalezy
uwzgledni¢ inne czynniki immunologiczne, szczegdlnie
rozng liczb¢ komodrek CD 4(+) T oraz wysoce aktywna
terapi¢ antyretrowirusowa (HAART).

Nasze wyniki wspieraja hipoteze, ze polimorfizm
gendw bioracych udziat w reakcjach zapalnych wplywa
zaré6wno na raka, jak i na AIDS, ale niezbe¢dne sa dalsze
badania w tym zakresie.
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WSS im. M. Kopernika

ul. Paderewskiego 4
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