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Pollmerow i Biomateriatow)

Gk’)wﬁjm-‘ celem rozpraWy 8 doktdfskiej bylo o{rzylilmié' ' '-charakterYStyka '

. fizykochemlcznaibadama wlasc1wosm blologxcznych materlaiow pohmerowych uzyskanych

 na drodze 51ec1owama fotochemxcznego pos:adajgcych potenqalne zastosowa.me
b1omedyczné L _ R [
Pl_erv_vszym‘ zZ 'Qma\ilianygh _ materialéw  sg 'hjrbrydow'e,'_ éds‘ofbénty '. zwigzkéw
: zéwiefajqcych adenine 'drukowane molekularnie metodé -fOtoéhe.miczr.xa,,'. W SZczeoéinbs'ci '
-adsorbenty nukleotydow oraz nukleozydéw, be;dqcych b10markeram1 me tylko procesow "
'metabohcznych i ﬁZJolongnych zachodzqcych w orgamzmle cziowmka ale przede‘
wszystklm b10rnarkeram1 roznego typu nowotworow z%oshwych oraz mnych groznych

' chorob taklch jak astma i choroby ukladu krazenia.

Drugi z badanych rnatenaiow to pohmerowe podioza do hodowh Iudzk1011 o

| -.,_:mezenchymalnych komorek mac1erzystych (hMSC ang human. mesenchymal srem cells)

| "stymulujqce ich roznxcowame w kierunku osteoblastow Podioza te zosta}y otrzymane na

' _ba21e pektyny (PEC) i zyw1cy dlazonlowej (DR) i funkqonahzowane pow1erzclm10w0j h

X .msuhnq mnnoblhzowanq na drodze swcmwama fotochemlcznego Funkc_lonahzaqa msuhnq '

; mla}a na celu stymulowame osteogenne_] odpowwdn hMSC

Trzem z badanych ukfradow to pohmerowe pod}oza do hodowh hMSC stymulujacce 1ch" R

prohferaq@ Matena}y te otrzymane zosta}y na- drodze swcmwama fotochemlcznego DR i.

- pohsacharydow zaw1erajacych grupy sm.rczanowe lub karboksylowe t_] 1—karagenanu 01az s |

- 'polxsacharydow z grupy 11kozan11noghkanow (GAGs) heparyny i smrczanu chondro1tyny

Wybor taklch ukiadow podyktowany byi faktem 12 nowotwory zloshwe 1 schorzema

___:.‘ukiadu szkleletoweoo sq obecme powaznym problemem medycznym spoiecznym a takze"”

= _"_‘ ekonomlcznym o zasu; u giobalnym Sw1at0wa Orﬂamzaqa Zdr0w1a oo%osﬁa lata ’)000 2010 "_3___"" S




| _ ,,Dekadq kosm i stawow” , a alarmujqce statystykl dotyczqce ra.ka podam, 1z co roku na
i sw1e(>1e zapada na chorob@ nowotworowq ok 11 mln osob z czego 7 min umlera '

: Przyczyna, takxego stanu rzeczy jest fakt iz Immo ze dzisiejsza nauka zarowno W dz1edzm1e:' '

‘ onkologu Jak 1 medycyny reoeneracyjnej Jest JllZ o -wiele doskonalsza 1 dysponuje wieloma " .

'narz¢d21am1 d1a0nostycznym1 nadal 1stmeJe szereg ogramczen w mes1en1u pomocy ludzwm |
_ chorym ' |

W przypadku choréb - nowotworowych glownym ogramczemem jest zbyt pozna"
"diagnostyka procesu kancerogenezy. Mimo zna(_:znegp postepu m_edycyny 1 te_chmk

' dlagnostycznych nadal wiele  przypadkéw. - nowotwor‘éw wykryWanyc‘h' jest w

ke zaawansowanym stadlum rozwc)Ju choroby — W stadlum progres_]l kiedy jest juz za pozno na -

- podje;me efektywnego leczema w celu zatrzymama Iub cofmt;cza procesu nowotworzenia. Nie
o ustajq zatem wysitki majqce na celu opracowame skutecznych tamch i powszechme'_‘
| dostf.;pnych testow ktére umozhwﬂyby wykrywanle raka W poczqtkowych stadiach choroby, _'
a wu;c na etaple 1cha031 quz promocp kledy nowotwor nie daje ] _]eszcze zadnych objawow
= klm1cznych czy zmian na poz10mle morfologlcznym, a transfonnac_]a nowotworowa tkankf
* 'niesie ze sobg Je_dyme zmiany na poziomie 'molekuiarnyrn, objawiajace sie mepraw;d%owq _
_ prddukéjq- zmddyﬁkowanjfch nukleozydéw,'_‘ktl'o're._luz_nalwane se; Z_a..markery_.(wskéz’niki)

'nowotworowe | R | N ) o
W przypadku natomlast chorob uk%adu szkleletowego g%ownym wyzwamem Jest fakt e
_' najczq;smej Wykorzystywa.ne w ortopedii metody terapu chorob koscei, a wxe;c przeszczepy
autoloolczne czy tez 1mplantaqa tkankl allooenneJ pomada]q liczne ogramczema w zw1qzku z
czym  poszukiwane sg skuteczne 1 bezpleczne metody altematywne sposrdd ktorych
"__'szczegolme oblecu3qce wydaje sie- byc wykorzystanie metod 1nzynler11 tkankowej i techmk
-terapu komorkowej z uzymem mezenchymalnych komorek macmrzystych (hMSC)

. -wy1zoiowanych ze szp1ku kostnego | S ' D

' Obecme hMSC wylzolowane ze' szplku kostnego sa najleplej poznanym i najszerzej_

?-'wykorzystywa.nym khmczme zrodiem komorek do terapu majqcych na celu regenerac;@

L '-';--tkankl kostne; Efektywne wze;c i szybk1e namnozeme duzeJ 11czby autoloclcznych komorek :

szplkowych W warunkach n vmo odorywa bardzo waznq rolc; W telaplach komorkowych -

i Pozwala bowmm zmmejszyc czas oczekiwanla paqentow na wspoznagajch terapu‘-; i

-‘_'.fprzyspwszyc czas 1ch rekonwalescenql W zw1qzku z tym pOSZHkIW&HIC nowych matella{ow =

R "'_3"'do prowadzema hodowh komorkowych alternatywnych w stosun}\u do obecme:"” -:';

' stosowanych ktore Wykonalle sq lowme ¥4 odp0w1ed1110 przetworzonego pohstylenu Jest‘.'-'

S ,‘-kOlejnym wyzwamem W telapu kOHlOlkO\Ve_}




'Prac'a ‘doktorska skiada sie _"z'_'”dwé_c_h. gléwnyéh czesci: _'teorétyc'z_r'}_ej, p(ﬁs'\&igqonej

przyblizeniu tématyki podigte] w ramach dyéertacji i dowiadezalnej, w ktérej przedstawione

- zostaly matenaiy oraz metody wykorzystywane W trak01e przeprowadzanych badan zebrane -

- zostaty ~wyniki badan eksperymentalnych obejmu}acych otrzymywame charakterystyke;
ﬁzykochemlczna} i ‘badania w%asc1wosc1 b101001cznych trzech matenalow pohmerowych

_ uzyskanych na drodze sieciowania fotochemlcznego posiadajacych potenqalne zastosowame '

blomedyczne Cz¢sc dosw1adczalna zawiera rowmez wnioski z przeprowadzonych badan
. . ADSORBENTY HYBRYDOWE

: Zasada dzxaiama badanych adsorbentow oplera si¢ na nasladowamu wyste;pujqcych w
' naturze oddz1aiywan pomn;dzy komplementamyml zasadami purynowyml i p1rym1dynowym1-_ -

W kwasach nuklelnowych opartych na wigzaniach wodorowych

Adsorbenty otrzymano poprzez osadzame na- pow1erzchn1 niikrosfer “zelu

.krzemlonkoweoo pollrnerow techmka warstwa po warstwie (ang Iayer -by—layer LBL)

Osadzonyml pohmeram1 by}y pollkatlon kopohmer N (ak1y101loksyetylo)tym1ny (AOET) 1
chlorku metakryloﬂo am1nopropy10tr1metyloamomowego (MAPTAC) 'A25M oraz polianion '_
- terpohmer - 2- akryloa.n11do-2-metylo I-propanosulfomanu | sodu (AMPS) N-

dodecylometakrylamldu(DodMAm) i metakrylanu etylotymylu (TEMA) - ADTIO Obydwa ..~

te pohmery zaw1era%y W SWO_]GJ strukturze reszty tymmowe Pomewaz mlkrosfery zelu

' -krzemzonkowego 89 naiadowane UJemme w celu osadzema na nich- pohmeru ADTIO w L

- plerwszej kolejnoscx zaadsorbowano na ICh powierzchni polikation  poli(chlorowodorek
- alhloammy) (PAH) ktéry zmlenli na dodatm potenCJa{ Zeta 21aren s111kazelowych Otrzylnane
materla{y scharakteryzowano spektrosk()powo a nastq;pn:e przeprowadzono adsorpqc; L
- ademny 1 zw1qzkow zaw1erajqcych adenm(; ATP i adenozyny o Co '_
o Stwmrdzono iz mlkrosfery pokryte pohmeranu zaw1erajqcy1m reszty tymmy sﬂme :

adsorbujq ZWIE].Zkl adenmy, ktorych me adsorbuja n1epokryte mlkrosfery Ponadto wykazano : o

iz proces adsorpq1 jest ZJaW1sk1em sﬂme zaleznym od pH

S eksperymenty prowadzono w pH =3, S

ATP byl sﬂmej adsorbowany przez adsorbent PAH/ADTIO W srodomsku kwasnym o

b odwrotna sytuaqa mlaia natomlast mlejsce gdy pod}ozem adsorpcyjnym byi film AZSM W '

N 'celu WIE}C zm1n1mahzowanla wplywu oddzm%ywan e]ektrostatycznych na z;amsko adsorpcp_:-’-, ] o




W pfzypeidku adenozyny proces adsorpcji przebicgat podbbnie ZArGWno ha adsorbencie o
| __."PAH/ADTIO jak i AZSM W obu przypadkach zaobserwowano efektywnlejszq adsorpcy; L |
: '-.-'pr 9nzzpr 7. :

i-,-._ W celu zw1§:kszema zdoinosc1 adsorpcyjnej 1 selektywnosm otrzymanych matena&ow

] " przeprowadzono drukowanie molekulame ademny na ich pow1erzchn1 poprzez nasw:etlame :

-promlemowamem UVo d%ugosm fah 300 nm (powoduja,cym fotodlmeryzaqe; pohmerowych .
- grup tymmowych) przez 4 h w obecnosci adenlny _ ‘ _ o |
_ W powstawamu drukowane_] matrycy glowna, rol@ odgrywa}y reszty tyrnlny obecne w

terpohmerze ADTlO 1 kopohmerze — A25M. Po plerwsze umozliwialy one pocze;tkowq.- :
samoorgamzacge, monomerow funkcyjnych wokét czqsteczlq szablonu na zasad21e

'oddz1a}ywa.n 1dentycznych z tymi, ktore Wystf;pujq w pOdWO_]I‘le_] hehsue DNA czyh na

o -zasadz1e tworzenia w1q.zan wodorowych pom1¢dzy komplementarnym1 zasadaml Po drug1e

. by%y odeWIedzxalne za fotosmcwwame pohmeru W ﬁlmle d21e;k1 zachodzace] pod wplywem

L nasmetlama reakcp fotod1meryzacp Fotoswcmwame to spowodowalo utrwaleme wm;k'

-.komplementamych pod wzglfgdem ksztahu do czqsteczek szablonu _
Wykazano iz mater1a1 drukowany molekularnle nie. tylko ' znacznie poprawia o
- _efektywnosc adsorpcji, aIe przede wszystklm selektywnosc wzglc;dem nie zawmramcych .

= : ademny nukleotydow oraz nukleozydow
.. PODLOZA POLIMEROWE STYMULUJACE 'RézNICO'WAN'IE-hMSC !

" Badane 'materia%y -otrzymaﬁo technikq 'WafStwé po warstwié poprzéz n'apr'zémie'nne

N ZanUrzanie piy’cek szklanych w roztworze DR pektyny (PEC) a .nastqpnie'

- funkqonahzowano pow1erzchn1¢ otrzymanego podloza 1nsu11nq

Wykonano pe%nq ﬁzykochemlcznq oraz WStQan blologmznq charakteryzaq@ badanych :

" 'g‘-pod%ozy DR/PEC Wykazano iz stosowane pohmery sq zdolne do tworzema powtarzalnych _

,'dwuwarstw na’ u;emnle naladowanym pod%ozach ~—pOW1erzchn1 kwarcowej, krzemowej i

' szklanej 01az pow1erzch111 mlkrosfer zelu krzemlonkowego Nasw1etlame p10m1en10wamem :

:' UV prowadzﬁo do uzyskama trwa!ych hydroﬁlowych (ka,t zw1lzama 46°) stosunkowo__ Sy

e f'j : g}adklch (szorstkosc 2 15 mn) 0 u]emnle na%adowane_] pow1erzch1u (zeta potenCJal -35 1nV)": -

"_':"‘{ﬁimow pol;merowych Wykazano 12 uzyskane pod%oza pollmerowe sg blozoodne oraz_

| ':-.'stymulujaf prohferac:}f; 1 rozmcowame Iudzklch mezenchymahlych kommek macuerzystych--_:: -

T (M)




| Przeprowadzono tez ﬁmkcgonahzaq@ pow1erzchm materla{u kompozytowego 1nsu11nq

Proces ten polegai na fotoswclowanlu uzyskanych ﬁlmow DR/PEC zanurzonych w roztworze_- -

- 1nsu1my Nlewqtphwq zaletg stosowanej metody by% brak konlecznosm modyﬁkowama 8

czqsteczkl 1nsu11ny, krétki czas trwama reakcji - oraz fakt iz 1mm0b1hza03a _insuliny na

pow1erzchn1 pod%oza um0211w1a bard21ej kontrolowane lokalne dostarczame 0dpow1edn1ch‘
_-substanql stymulujqcych wzrost i roznlcowame komorek w porownamu 7 substancjami

dostarczanynn z pozywkq hodowlana; Obecnosc 1nsu11ny na powxerzchrn badanego p0d1oza"

E potherdzono spektroskopowo oraz m1kroskopowo _ |

L Wykazano 1z pod%oza na bazie- zyw1cy dlazomowej i pektyny funkc;onahzowand

= ins.-u.h__ne;l stymuluja k_omor_l_q 'AMSC do rozmco_wan_la w klerunku osteoblastow, a _proces ten
 zalezny jest od stezenia bialka immobilizowanego na powierzchni. W zakresic stezet insuliny -

12:36uM W jej ' roztworze uzytym do immobilizacji, komorki hodowane ma

| Jeks'pez;yhlentalnym pbd%ozﬁ wykazuja( silhé; osteogenng. 'odpowiedi w sto.'sunku zaréwno do.
'podioza referencyjneco jak i uk%adu typowo stosowanego W hodowlach komorkowych W

' ktorych msulme; podaje. sig  wraz z pozywkq hodowlanq Dodatkowo wykazano o o
-'wspo}dmaianle (synerg1zm) 1nsu11ny 1 BMP 2 w stymuiowamu prollferaCJl i rozmcowanla_

: hMSC na podlozach 1mm0b1hzowanych 1nsu11nq
. PODLOZA POLIMEROWE szMUJACE PROLIFERACJE kMSC

Pod%oza otrzymano techmkq warstwa po. warstwie. poprzez naprzemlenne za,nurzame‘_ S
plytek szklanych w roztworach zywwy dlaZOHIOWGJ, a naste;pme badanych pohsacharydow _
"karaﬂenanu oraz Wlelocukrow z grupy gllkozoammoghkanow (GAG) heparyny 1 smrczanu\_.
.chondrmtyny, quqcych skladmkaml mac1erzy zemmtrzkomorkowej : ..

W celu uzyskanla stab11nych odpomych na dszame rozpuszczalmkow pod}ozy,_"t e

naswwtlano je pro1men10wamem UV Fotoswcmwame skutkowa%o me tylko zw1<;kszemem__'— SR,

”""._namnazame

o _,'-Lomolkl osmga&y bardzo szybko ge;stosc Llytycznq, nawet _]LlZ w 3 dmu hodowh

| trwaloscl pod%ozy, aIe 1 ich hydrofobowosm nxeznacznq zmlanq szorstkosm zmmejszemem RS

: .'-Gruboscl dwuwartswy, a ta.kze zmlanq potenqa%u zeta pow1erzchm podiozy na- bardzxej _f il
"_ujemny s -. B I
Przeprowadzono hodowle; in vm o komorek hMSC na otrzymanych matenalach ktore - o

3'_wykaza%y, 12 podloza te splzyjajq adhezy komorek a dodatkowo sﬂme stymulujq 1011__;':“'_-"]:3_

W przypadku hMSC wysxewanych na podioza w poczqtkowej gestosm 10000 na cm S




| meejszenle ge;stosm poczatkowe} wyswwanych komorek do- 5000/cm opoznﬁo proces |

calkowneoo pokryc1a pomerzchm wzrostowej - zwuame 516; monowarstw komorek

"‘__zaobserwowano w7 dmu hodowli.. Anahza 11czby komorek w koncowym etapxe )

eksperymentu pozwohla stw1erd21c iz pod%oza na bazw zywwy dlazomowej i pohsacharydow .
| zapewmaja do 30% szybszy wzrost hMSC w porovmamu do standardowo uzywanych
‘podiozy wykonanych z pohstyrenu (ang tissue culture polystyrene TCP) '

: 3 Uzyskane Wyn1k1 wydaja, su; byé bardzo oblecujace Otrzymane podioza pozwalaja na

efektywne i szybkle namnazame duzej liczby autologlcznych komorek szp1kowych W

' warunkach in vitro, wymaga_]a meznacznej ich g(-;stosm poczatkowej i pozwalaja nie tylko )

o skrocw czas oczeklwama paq entow na wspomagaj aca teraple;

‘_.Wymkl przedstawnone W pracy doktorsklej zostaly op:sane w nasf@‘pujf!cych.. B

= _publxkac]ach

- Anna Plewa kator Nlemlec Joanna Fxhpowska Rados%aw Lach Anna Marla Osyczka

- 'Krzysztof Szczublaﬂ(a Marla Nowakowska, ,,Phofocrosslmkable dzaaor esm/pectm fi lms -

'Synrheszs and apphcallon as cell culrwe Suports European Polymer Journal (IF—Z 562)
DOL 10.10164;. eurpolymj 2011. 06 002 |

'. . Ama Plewa, Shln Ichl Yusa Mlchal Szuwarzynsk1 Krzysztof Szczub1aika Yotaro_-.- .

"Morlshlma Mana Nowakowska, ‘Molecular!y Impr inted Hybrid Adso: bents for 'Ademne and 2
| ATP” o ournal of Med101nal Chemlstry (IF =5. 248) DOI: 10. 1021/]111300934 '

o - Wymkl uzyskane ramach W pracy doktorsklej zostaly wykorzystane w naste;pujacym_

o zgloszemu patentowym R

' '_ Zg%oszeme Patentowe Anna Mzkulska Kr.aywiof S/,cdubzaz’ka Maf ia Nowakowska Anna: -'

-'=-~Os c:kd “8 osob warzama od%oz do sz bkleoo namnazama komorek 1 zastosowame o
y P y .

: numer: P, 40352

| _ "_'Wymkl przedstawmne w pracy doktorsklej zostaly zaprezentowane na. nast&;pu_;acych._' e

konferenqach




- K 'Wybrar’xska,’ A. Plewa, J. -Lewandowska M. Kepezyhski, K. 'S‘zczubialka"
M Nowakowska Moleculm Impr mtmg via Phorocmsslmkmo - Polymerzc Films, - |
'IOth Young Smentlst S Conference on Chernlstry, 27 29 marzec 2008 Rostock

' iNlemcy, poster

Plewa, K. Szczub1a1k1 M Nowakowska Phorochemzcal Moleculm Imp: inting of

‘;Insulm 12th Young Sc1ent1st S Conference on. Chemlstry, 17 20 rnarzec 2010,

- Gittingen, N1e1ncy, poster o R IR
Plewa-K Szczubratka M. 'Nowakoxhrska Molecular Inrprihrr'ncr of Insulin onto coated
"szlzca parrzcles 4th Younc Eoropean Scientists workshop, 5- 10 wrzesieft 2()10 ur -
Krakéw, poster _ B - _ o
"‘Plewa K Szczubra}ka M Nowakowska Covalently Cr oss-Lmked Mulnlayei lem's X

g Based on Dlaz,Oi esin and Pecrm XXI Internatronal Symposulm on Bloelectrochemlstry

- and Bloenergetlcs of the Bioelectrochemlcal Soaety, BES 8 12 nla_]a 2011, Krakow

poster

. 3A Plewa, K. Szczublatka M. Nowakowska Phofocmsslmkable Dzaaoresm Pectm L
: _-lems Prepar ed using a Layer-by—Layer Techmque Polymers on the Odra River, 6-7 -

lipiec 2011 Opole poster -

“The Flrst International Conferenee On M1croscopy Research In Nanomechcme” 29- '

- 30 wrzesren 2011, Zabrze, uczestmctwo -

_"Syntheszs and applzcanon as cell cultwe Supports Marla Curre Sktodowska'__' .

-.‘:,Ademne Confammo Nucleoﬁdes Prec1sron Polymer Materlals (PZM) ISt__P2_M e

"Plewa K. Szczubralka M. Nowakowska Photocrosslmkable dzaaoresm/pectm fi lms—.

o Syrnposmm on the Foundatlons of Phys1cal Chemlstry, 18 19 hstopad Warszawa :
poster e e ' ' o R '

":;Plewa K Szczublatka M Nowakowska Shtn-Ichr Yusa Selec{zve Adsorbenrs for.l'

Conference Obernar 11-14 Grudzren 2011 Franc;a poster

g Molecularly hnprlntable .Adsorbents of Adenosme 5'-tr1phosphate” MRS Boston R

_: :'Anna Mlkulska Krzysztof Szczubla}ka Marra Nowakowska Shln - Ich1 _Yusa- S

B USA 25-30 L1stopad 2012, poster

Anna Mlkulska Krzysztof Szczublatka Marra Nowakowska Anna Marla Osyczka :

.j:roamla Flhpowska _,,HMSC culture supports prepared fI'Olll photocrosshnkable s

"-.'-'__i-'_dtazoresm/pectrn LbL ﬁlms Materlals Today in Nanotechnology,_ ertualna_'_-:‘.""g_'.'{.'.'-"_"-'

"',__Konfe1enc_1a ]1 13 Grudzren 2012 poster




11 Amna Mlkulska Krzysztof Szczublalka Marla Nowakowska Shm = Ich1 Yusa_ |
" ,,Selectlve Adsorbents of Adenosme—S'-trlphosphate Materlals Today_ 'in_"
_Nanotechnology, .Wmualna. Konfere_nc;a, 11-_13 G_rudzwn _2012,_ poster. B

_Wymkl przedstawnone w pracy doktorsklej zostaly wyrozmone navrodq za poster na

: konferencjl Premsnon Polymer Materlals (P2M)

- Plewa, K. Szczubla%ka M. Nowakowska Sh1n-Ich1 Yusa Selccnve Adsorbenfs for Ademne-

o Contammo Nucleorzdes Premswn Polymer Materials (P2M) 1St P2M Conference, Obemal ‘ o

i _'.""11 - 14 Grud21en 2011 Franc;a poster

Badania przeprowadzono w rémgoh nastepujacych projektéw:

o St'ypendysta 'proj_ektu "TEAM r_ealizo{&anego w raniach 'Dzialania 12 "W'zmo:chien_i_e_

| -potencjaiu kadrowego nauki” Prograniu -Operacyjhego Inriowacyjna Gospodzirka. - "Polymeric
| Functlonal Materlals for: blomedlcal Apphcatlons“, TEAM/2008 2/6. Projekt reahzowany W
' .Zespole Nanotechnologu Pohmerow i Blomatena%ow pod klerowmctwem Pani Prof dr hab . ._ '
3 'Maru NOW&kOWSkle_] ' ' |

- Kierownik pro;ektu PRELUDIUM ,,Pod}oza pohmerowe stymulujace roznlcowame ;

o ludzklch ma01erzystych komorek mezenohymalnych w klerunku osteoblastow numer- SRR
Lo wmowy: UMO- 2012/05/N/ST5/01495 | | o

- Wykonawca. prOJektu ,,Hybrydowe adsorbenty 1 sensory blomarkerow zawwraja,cych

o ademne” (UMO- 2011/03/B/ST5/01559) PrOJekt reahzowa.ny w Zespole Na.notechnologu L

Pohmerow i meatenalow pod kxerownlctwem Pana dr hab Krzysztofa Szczub1alk1




