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W ostatnich latach coraz czgéciej pojawiaja si¢ informacje na temat infekcji
wywotanych przez enterokrwotoczne szczepy Escherichia coli (ang. Enterohemorrhagic
E. coli — EHEC). Wystepowanie bakterii EHEC ma zasieg globalny. Swiadcza o tym zatrucia
pokarmowe wykrywane w roéznych krajach §wiata m.in. w USA, Kanadzie, Japonii, a takze
w panstwach Unii  Europejskiej. Jedng 2z najwigkszych epidemii wywotanych
enterokrwotocznymi szczepami E. coli odnotowano w Japonii, w 1996 roku. Zarejestrowano
wowcezas ponad 10 tysigcy zachorowan, z ktérych wiekszo$¢ dotyczyla dzieci w wieku
szkolnym (Watanabe, 1999). W Europie do najwickszej w ostatnich latach epidemii doszto
w 2011 roku, w Niemczech. Odnotowano wowczas 54 przypadki $miertelne. Zrodtem infekcji
okazaty si¢ importowane z Egiptu kietkujace nasiona kozieradki, ktére skazone byty
pateczkami E. coli O104:H4 (Frank i wsp., 2011; Bloch i wsp., 2012). Gtownym
rezerwuarem bakterii EHEC jest bydto, ale wystepuja one takze w przewodach pokarmowych
innych zwierzat hodowlanych: owiec, koz i drobiu, jednakze nie wywotujg u nich objawow
chorobowych. Wydalane ze zwierzgcymi odchodami bakterie przedostaja si¢ na pola
uprawne, skad moga zanieczyszczaé wodeg, owoce i warzywa, ktore z Kolei stanowig
bezposrednie zagrozenie dla zdrowia czlowieka (Gyles, 2007).

Za objawy zwigzane z infekcjami bakteriami EHEC odpowiedzialne sg produkowane
przez nie toksyny Shiga. Kodujace te czynniki wirulencji geny Stx zlokalizowane sa
w genomach bakteriofagdw okreslanych mianem fagéw przenoszacych geny toksyn Shiga
(w skrocie Stx), wystepujacych w bakteriach w postaci profagow. Fagi Stx nalezg do rodziny
fagow lamdoidalnych 1 wykazuja duze podobienstwo do dobrze poznanego faga A na
poziomie organizacji genomu oraz pod wzglgdem przebiegu cyklu zyciowego (Campbell,
1994). Nalezy podkresli¢, iz szczepy EHEC uwalniaja niebezpieczng dla czlowieka toksyneg
Shiga wylacznie po indukcji profaga, w wyniku litycznego rozwoju faga Stx. Uwolniona
w jelitach toksyna przedostaje si¢ do $wiatla naczyn krwionos$nych i wraz z krwig jest
rozprzestrzeniana po organizmie m.in. do organow takich jak nerki czy mozg (Muniesa
I wsp., 2012). W wigkszosci przypadkow efektem infekcji jest ostre zatrucie pokarmowe,
objawiajace si¢ ostrym, nagtym boélem brzucha i krwawa biegunka. Zdarza si¢ jednak, ze
dochodzi do powiktan i rozwoju przewlektych schorzen takich jak np. zesp6t hemolityczno-
mocznicowy, ktoére moga prowadzi¢ do $mierci pacjenta, szczegélnie jesli infekcja dotyczy
dziecka lub osoby starszej (Karakulska, 2002; Serna & Boedeker, 2008).



Podobnie jak bakteriofag A, fagi Stx rowniez naleza do tzw. fagéw tagodnych.
W zaleznosci od warunkoéw srodowiska moga one wybra¢ jedng z dwoch drég rozwojowych,
lityczng badz lizogeniczng. Decyzja odnos$nie wyboru $ciezki rozwojowej jest zalezna przede
wszystkim od stanu fizjologicznego komoérki gospodarza i liczby czastek wirusowych
infekujacych bakterie. Droga lityczna prowadzi do namnozenia faga, produkcji duzej ilosci
toksyny Shiga i lizy komorki gospodarza. Z kolei w stadium lizogenicznym, genom
bakteriofaga jest zintegrowany z chromosomem bakteryjnym w formie profaga i wraz z nim
replikowany. Stan lizogenii jest etapem przejSciowym w rozwoju fagow. Na skutek dziatania
roéznych czynnikow wywotujgcych bakteryjng odpowiedz S.O.S, takich jak np. promienie UV,
antybiotyki, czy reaktywne formy tlenu, mozliwa jest indukcja profaga i uruchomienie cyklu
litycznego (Kobiler i wsp., 2005; Wegrzyn & Wegrzyn 2005). Co ciekawe, wykazano, ze w
organizmie cztowieka takim naturalnym induktorem moze by¢ nadtlenek wodoru, ktory jest
produkowany przez pojawiajace si¢ podczas infekcji bakteryjnej neutrofile (Los i wsp., 2013).

Wiadomo, ze na poziomie molekularnym wybér odpowiedniej drogi rozwoju przez
bakteriofaga A jest zalezny od obecnosci okreslonych biatek fagowych. Kluczowe jest tutaj
wspoOtzawodnictwo pomiedzy istotnym dla rozwoju litycznego biatkiem Cro, a gtéwnym
represorem cyku litycznego, biatkiem cl, ktore hamuje transkrypcje z dwoch wezesnych
promotoréw fagowych: pL i pR, umozliwiajgc tym samym utrzymanie faga w stanie
lizogenii. Co istotne, do autoproteolizy biatka cl dochodzi podczas odpowiedzi S.O.S.
Trzecim istotnym dla tego etapu bialkiem jest cll bedace aktywatorem trzech promotorow
fagowych pE, pl oraz paQ (Wegrzyn i in., 2005). Aktywacja tych promotorow prowadzi do
powstania produktow wykazujacych wilasciwosci ,,pro-lizogeniczne” (Lo$ i1 wsp., 2008).
Pomimo, iz podstawy biochemiczne reakcji zachodzacych na etapie podjecia przez faga A
decyzji ,liza czy lizogenia” zostaly stosunkowo dobrze poznane, to wiedza w zakresie
regulacji tego procesu nie jest nadal kompletna (Lo$ i wsp., 2008; Wegrzyn i wsp, 2012;
Bloch i wsp., 2013). Co wigcej, dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazujg na istotne
roznice w rozwoju fagow A i Stx (Nejman i wsp., 2009, 2011), w zwiagzku z tym wiedza
wynikajaca z badan dotyczacych bakteriofaga A nie powinna odnosi¢ si¢ do fagow Stx bez
eksperymentalnej weryfikacji. W tym swietle, szczegotowe poznanie regulacji rozwoju fagow
Stx, a przede wszystkim etapu wyboru okreslonej drogi rozwoju oraz wszelkich czynnikow
zaangazowanych w lityczny rozwoj tych fagéw, wydaja sie by¢ kluczowe dla zrozumienia

podstaw patogennosci szczepéw EHEC.



Z dostepnych do tej pory danych literaturowych oraz wczesniejszych badan zespotu,
do ktorego dotaczytam na poczatku moich studiow doktoranckich wynikato, iz w rozwdj
lityczny fagow Stx moga by¢ zaangazowane produkty stabo scharakteryzowanego rejonu
znajdujgcego si¢ pomigdzy genami exo i Xis w genomach tych fagoéw. W przypadku faga A
rejon ten sktada sie z dwoch gendow ea22 i ea8.5 oraz pigciu otwartych ramek odczytu (ORF):
orfé0a, orf63, orf6l, orf73 i orf55. Natomiast u przedstawiciela fagow Stx, bakteriofaga
®24g, rejon ten zawiera dodatkowe otwarte ramki odczytu i pozbawiony jest genu ea8.5.
Pierwsze doniesienia na temat roli rejonu exo-xis w regulacji rozwoju litycznego faga A
pojawily si¢ w 2002 roku. Wowczas to wykazano, ze rejon ten wplywa na regulacje cyklu
komoérki  bakteryjnej, wywolujac tymczasowe zatrzymanie podziatu komorki oraz
zahamowanie procesu inicjacji replikacji DNA. Zasugerowano réwniez, ze efekt ten wptywa
stymulujgco na wydajnosc¢ replikacji fagowego DNA podczas cyklu litycznego ze wzgledu na
wickszg dostepnos¢ bakteryjnych biatek replikacyjnych, z ktorych fag korzysta na tym etapie
rozwoju (Sergueev i wsp., 2002). Kolejne doniesienia w tym temacie wskazuja, ze rejon exo-
Xis wplywa na obnizenie poziomu transkrypcji z promotorow zaleznych od biatka cll
i istotnych z punktu widzenia cyklu lizogenicznego, czyli pE, pl oraz paQ (Lo$ i wsp., 2008).
Co ciekawe, w warunkach nadekspresji rejonu exo-xis dochodzi takze do obnizenia
wydajnosci lizogenizacji i przezywalnosci bakterii E. coli po infekcji fagami A oraz ®24g,
a tym samym rowniez do zwigkszenia wydajnosci indukcji tych profagéow (Los i wsp., 2008;
Bloch i wsp., 2013). Dowiedziono rowniez, ze profil ekspresji kluczowych genow fagowych,
jak 1 genow oraz otwartych ramek odczytu z rejonu exo-xis jest odmienny podczas procesu
infekcji oraz indukcji profaga (Bloch i wsp., 2014).

Informacje te niewatpliwie $wiadczg o istotnosci wspomnianego rejonu w regulacji
rozwoju fagéw A i Stx. Uzasadnione wydato si¢ zatem zbadanie funkcji poszczegolnych
otwartych ramek odczytu i gendw z rejonu exo-xis, tym bardziej, ze tylko jeden gen z tego
rejonu, ea8.5, zostal wczesniej szczegbtowo scharakteryzowany. Wykazano, ze gen ea8.5
koduje biatko regulatorowe o specyficznej strukturze, zawierajace homeodomene oraz motyw
palca cynkowego, ktorych obecnos¢ wskazuje na jego zdolno$¢ do wigzania DNA, a co za
tym idzie mozliwos¢ tworzenia kompleksow nukleoproteinowych (Kwan i wsp., 2013). Co
wigcej, wskazano na udzial Ea8.5 na etapie podj¢cia przez faga decyzji ,.liza czy lizogenia”
i wykazano jego negatywny wplyw na aktywno$¢ promotorow pl oraz paQ (Los i wsp.,
2008). Ze wzgledu na fakt, iz obserwowane efekty zahamowania aktywnosci tych
promotorow W warunkach nadekspresji genu ea8.5 nie byly tak spektakularne jak

w przypadku obecnos$ci w komorce wielu kopii catego rejonu exo-xis na plazmidzie (Lo$
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i wsp., 2008), zasugerowano udzial takze innych produktow z tego rejonu w tej regulacji.
Majac to na uwadze, podjetam si¢ realizacji badan majacych na celu analiz¢ biologicznego
znaczenia innych sekwencji z rejonu exo-xis. Z racji tego, ze wezesniejsze badania dotyczace
rejonu exo-xis byly prowadzone w warunkach jego nadekspresji, postanowiono zastosowaé
odmienne podejscie, oparte na konstrukcji fagowych mutantéw delecyjnych pozbawionych
sekwencji catego rejonu, jak i poszczegdlnych otwartych ramek odczytu. Mutanty zostaty
przygotowane z wykorzystaniem techniki rekombinacji homologicznej (Nejman-Falenczyk
i wsp., 2015), a glownym celem prowadzonych przeze mnie badan bylo wyjasnienie roli
wybranych elementow genetycznych rejonu exo-xis w procesie rozwoju fagow
lambdoidalnych. W swoich badaniach wykorzystatam bakteriofaga A, jako modelowego
wirusa w biologii molekularnej, oraz faga ®24g, przedstawiciela fagéw Stx.

Badania rozpoczgte zostaty od zbadania wptywu usunigcia catego rejonu exo-xis lub
poszczegblnych jego fragmentow na wymuszong nadtlenkiem wodoru lub $wiattem UV
indukcj¢ profaga [praca nr 1]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze delecja rejonu exo-xis z
genomu faga ®24p skutkuje drastycznym uposledzeniem procesu indukcji profaga z komoérek
bakteryjnych E. coli po potraktowaniu ich nadtlenkiem wodoru, natomiast nie wywotuje
takiego efektu przy zastosowaniu jako induktora $wiatta UV. Wykrywana liczba czastek
fagowych uwalnianych po indukcji nadtlenkiem wodoru mutanta ®24gAexo-xis odpowiada
poziomowi indukcji spontanicznej, czyli oznaczonej wartosci z proby kontrolnej bez dodatku
induktora. Co ciekawe, delecja rejonu exo-xis z genomu faga A skutkuje jedynie nieznacznym
opoznieniem procesu indukcji wywotanej nadtlenkiem wodoru. Ponadto, w poréwnaniu z
fagiem typu dzikiego, delecja rejonu exo-xis z genomu faga ®24g skutkuje znacznym
obnizeniem poziomu ekspresji fagowych gendéw regulatorowych oraz genow bakteryjnych
biorgcych udziat w odpowiedzi S.O.S. Podobny, aczkolwiek nie tak spektakularny efekt
wywotato usunigcie sekwencji rejonu exo-xis z genomu faga A. Z kolei usunigcie z genomow
fagow A | ®24p poszczegdlnych otwartych ramek odczytu lub genéw zlokalizowanych w
rejonie exo-xis wywotuje opdznienie procesu wymuszonej nadtlenkiem wodoru indukcji,
jedynie w przypadku mutantéw delecyjnych faga ®24g. Co cickawe, swiatto UV nie
powoduje takiego efektu w zadnym z analizowanych mutantéw delecyjnych [praca nr 1]. Na
tej podstawie wysuniety zostal wniosek, ze zakodowane w rejonie €xo0-Xis produkty maja
znaczenie w indukowanej nadtlenkiem wodoru odpowiedzi S.O.S. Podj¢tam si¢ zatem
wykonania funkcjonalnej charakterystyki wybranych otwartych ramek odczytu. Majac na

uwadze, ze dobrze zachowane ewolucyjnie sekwencje moga mie¢ istotne znaczenie



biologiczne, zdecydowatam si¢ szczegotowo zbadac trzy kolejne ORF (orf60a, orf63 i orf61)
znajdujace si¢ na poczatku rejonu exo-xis i wyrdzniajace si¢ bardzo wysoko
zakonserwowanymi w genomach fagéw lambdoidalnych sekwencjami.

Jako pierwszy analizie poddany zostat orf63. W kolejnej pracy nr 2 wykazaliSmy, ze
otwarta ramka odczytu orf63 jest funkcjonalnym genem, kodujgcym mate biatko zawierajace
struktury o-helikalne. Wptyw usunigcia sekwencji kodujacej Orf63 badatam na roéznych
etapach rozwoju fagow A oraz ®24g. W pierwszej kolejnosci dokonatam analizy wptywu
delecji tej sekwencji na proces indukcji profagow wymuszonej nadtlenkiem wodoru. Rozwoj
lityczny fagéw analizowatam w czasie na podstawie pojawiajacych si¢ potomnych czgstek
fagowych. Zaobserwowatam, ze w porownaniu z fagami typu dzikiego, u mutantow AA0rf63
oraz ®24gA0rf63 nastgpito obnizenie wydajnosci rozwoju litycznego, a w przypadku mutanta
delecyjnego ®24g dodatkowo takze opdznienie momentu uwolnienia pierwszych potomnych
czastek fagowych. Co ciekawe, wykonujac analiz¢ kinetyki litycznego rozwoju tych fagow
(w do$wiadczeniu typu ,one step growth”) zaobserwowatam jedynie nieznaczne
podwyzszenie plonu fagowego u mutantow. Wskazuje to niewatpliwie na uposledzenie
wydajnosci procesu indukcji profaga przy braku funkcjonalnego biatka Orf63. Dodatkowo
przeprowadzona analiza ekspresji genow fagowych podczas procesu indukcji profagéw
lamdoidalnych typu dzikiego oraz mutantow fagowych z delecja orf63 wykazala obnizenie
poziomu ekspresji u obydwu mutantow delecyjnych. Z kolei, analiza ekspresji genow
wykonana w doswiadczeniu komplementacji, z wykorzystaniem lizogennych mutantami
delecyjnymi komorek gospodarza, dodatkowo niosgcych plazmid z kopig usunigtego genu:
pUCI18 A orf63 lub pUC18_ ®24B 0rf63, pozwolita zaobserwowac przywrdcenie ekspres;ji
analizowanych genéw do pierwotnego poziomu jedynie w przypadku mutanta AAOrf63.
Poniewaz uzyskane wyniki sg zblizone do wynikéw uzyskanych dla bakteriofaga typu
dzikiego, tj. bez wprowadzonych zmian w jego genomie, mozna przypuszczac, ze funkcje
rejonu exo-xis zostaty w petni przywrocone. Efekt ten nie zostal natomiast zaobserwowany
w doswiadczeniu z komplementacja delecji orf63 u faga ®24g. Moze $wiadczy¢ to o tym, ze
do prawidlowej regulacji rozwoju litycznego fagéw Stx potrzebna jest odpowiednia ilos¢
biatka Orf63, ktora w tym przypadku nie zostata jednak osiagnieta. Oprocz wspomnianych
powyzej efektow, usuniecie sekwencji 0rf63 z genomoéw fagéw A oraz ®24g wywotalo
rowniez wzrost wydajnosci lizogenizacji oraz zwigkszenie frakcji bakterii, ktore przezyty
infekcje. Wyniki te sa zgodne z tymi opisanymi powyzej i niewatpliwie swiadcza o waznej
funkcji Orf63 w litycznym rozwoju fagoéw lambdoidalnych [praca nr 2]. Co ciekawe,

doswiadczenia przeprowadzone przez innych naukowcoéw (Blasche i wsp., 2013)
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z wykorzystaniem drozdzowego systemu dwuhybrydowego, wykazaty, ze Orf63 oddziatuje
z biatkiem Y@hC. Bialko to jest czynnikiem transkrypcyjnym, umozliwiajacym produkcje
enzymu (YghD) odpowiedzialnego z kolei za obnizenie poziomu, powstajacych w komoérce w
warunkach stresu oksydacyjnego, reaktywnych form tlenu. Wydaje si¢, ze Orf63
bezposrednio hamuje aktywnos¢ YghC a posrednio roéwniez YqhD i tym samym zapobiega
wyciszeniu komorkowej odpowiedzi na warunki stresu oksydacyjnego. Skutkiem tego,
wzrasta w komorce poziom reaktywnych form tlenu i nastgpuje uruchomienie odpowiedzi
SOS, a tym samym lityczny rozwoju faga [praca nr 2].

W kolejnej pracy nr 3, wykazatam, ze za promowanie rozwoju litycznego fagdéw A
I Stx odpowiadaja rowniez dwie inne otwarte ramki odczytu znajdujace si¢ pomiedzy genami
exo i xis, a mianowicie orfé1 i orf60a. Z analizy ich sekwencji nukleotydowej, a takze analizy
domniemanej sekwencji aminokwasowej ich potencjalnych produktow wynika, ze sg one
bardzo dobrze zachowane w genomach fagéow lambdoidalnych (wykazuja ponad 90%
podobienstwo). Majac to na uwadze postanowitam zbadac¢ ich znaczenie biologiczne. W tym
celu wykorzystatam zrekombinowane profagi z delecjg orf6l lub orf60a. Zaobserwowatam,
ze usunigcie tych sekwencji z genomu faga ®24s wywotuje op6znienie indukcji profaga oraz
obnizenie wydajnos$ci rozwoju litycznego po zastosowaniu jako induktora nadtlenku wodoru.
Co ciekawe, opéznienia indukcji profaga nie odnotowalam po usunigciu zadnej
z analizowanych sekwencji z genomu faga A, natomiast w okreslonych czasach po indukcji
wszystkich badanych mutantéw delecyjnych nadtlenkiem wodoru, zauwazytam wyzsza
przezywalno$¢ komorek gospodarza. Nastepnie przetestowatam znaczenie wprowadzonych
zmian delecyjnych w procesie infekcji komorek bakteryjnych ww. fagami. Analizujac
wewnatrzkomorkowy cykl rozwojowy faga podczas jednego cyklu infekcyjnego, nie
zauwazylam znaczacych roznic pomigdzy mutantami a fagami typu dzikiego. Z kolei
odnotowatam wzrost przezywalno$ci komodrek bakteryjnych po infekcji fagami
pozbawionymi sekwencji orf60a lub orf61 w poréwnaniu do infekcji bakteriofagami typu
dzikiego. Chcac zbada¢ przyczyne takiego efektu, sprawdzitam efektywnos¢ procesu
lizogenizacji bakterii E. coli ww. fagami. Proces tworzenia lizogenow okazat si¢ by¢ bardziej
wydajny w przypadku wszystkich analizowanych mutantow. Na tej podstawie wysunetam
whniosek, ze orf6l oraz orf60a peinig funkcje regulacyjna, szczeg6lnie na etapie decyzji o
wyborze okreslonej drogi rozwoju bakteriofagéw lambdoidalnych. Warte uwagi sg rowniez
wyniki analizy adsorpcji fagéw do powierzchni komoérek bakteryjnych. Zaskakujaco,
wydajnos¢ tego procesu w przypadku mutantow ®24g pozbawionych orf60a oraz orf6l
okazala si¢ nizsza w poréwnaniu do faga typu dzikiego. Pozwala to spekulowac, ze produkty
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kodowane przez te sekwencje sg zaangazowane w proces tworzenia wirionow fagowych, a ich
brak prowadzi do powstawania wirionéw niezdolnych do skutecznej adsorpcji na powierzchni
komorki gospodarza. Podejrzewa si¢ udziat kodowanych przez orf61l oraz orf60a produktow
w kontroli ekspresji genow kodujacych biatka kapsydu lub bezposrednie uczestnictwo w
interakcjach miedzyczasteczkowych podczas procesu tworzenia wirionow. Chociaz
szczegdtowe funkcje wspomnianych produktow sa jak dotad nieznane, uzyskane wyniki
pozwalaja przypuszczac, ze analizowane otwarte ramki odczytu koduja funkcjonalne, istotne
w rozwoju fagéw lambdoidalnych biatka. Swiadcza o tym réwniez wykryte za pomoca RT-
gPCR transkrypty pochodzace z orf60a i orf6la (Bloch i wsp., 2014). Poza tym,
eksperymenty z wykorzystaniem techniki profilowania rybosoméw, majace na celu
zidentyfikowanie sieci biatek produkowanych przez bakteriofaga A, wykazaly obecno$é
produktow biatkowych kodowanych przez orf60a i orf61 w komoérkach E. coli po indukcji
profaga (Liu i wsp., 2013). O obecnos$ci biatka Orf61 mogg $wiadczy¢ rowniez interakcje
produktu orf6l z produktami genéw int oraz orf-314, wykryte w drozdzowym systemie
dwuhybrydowym (Rajagopala i wsp., 2011). Niestety podjc¢te przez nasz zespOt proby
oczyszczenia biatek Orf60a i Orf61 nie powiodty si¢ [praca nr 3].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy prowadza nie tylko do poszerzenia wiedzy
teoretycznej na temat fagoéw lambdoidalnych (w tym fagdéw niosacych geny toksyn Shiga), ale
dostarczaja rowniez istotnych informacji na temat funkcji analizowanych gendéw z rejonu
exo-xis. Uzyskane dane potwierdzaja istotng role rejonu exo-xis i zakodowanych w jego
obrebie produktow w regulacji rozwoju fagow lambdoidalnych, szczeg6lnie na etapie decyzji
,»liza czy lizogenia”. Trzy z analizowanych przeze mnie elementéw genetycznych: orf63,
orfél i orf60a odgrywaja wazng rolg¢ w rozwoju litycznym fagéw lambdoidalnych. Co istotne
jednak, pomimo wysokiego podobienstwa analizowanych sekwencji, szczegbtowa analiza ich
roli w rozwoju fagow A i Stx wykazata pewne roznice. Jest to kolejny dowdd na to, ze wiedza
uzyskana w ramach badan przeprowadzonych na modelowym bakteriofagu A nie powinna by¢
bezposrednio przenoszona na fagi Stx i wymagana jest jej eksperymentalna weryfikacja. Poza
tym, niniejsza praca dowodzi, ze pomimo wieloletnich badan nad fagiem A, w jego genomie
w dalszym ciggu wystepuja niescharakteryzowane rejony sekwencji, mogace mie¢ istotne
znaczenie biologicznie. Okreslenie ich funkcji moze mie¢ znaczenie poznawcze,
a w przypadku fagow Stx roéwniez praktyczne, pozwalajgce zidentyfikowaé nowe cele

molekularne, na ktére mogtaby by¢ ukierunkowana terapia przeciwko infekcjom EHEC.
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Brak skutecznych lekow przeciwko EHEC sprawia, iz wdrozenie alternatywnej terapii jest

obecnie niezwykle pozadane.
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