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SUMMARY

Modern epidemiological data prove that the majority of substances
of natural origin demonstrating anticancerogenic properties are
non-toxic, safe and in a longer term do not influence a human
organism in a negative way. The research involved an in vitro
model with the use of propolis that belongs to these substances
in order to show its anti-neoplastic properties. A solution of
ethanol extract of propolis (EEP) in dimethyl sulfoxide was
used as a material for the research. In the conducted research,
an increase in the percentage of apoptotic cells in both the case
of Me45 malignant melanoma and Hct-116 colorectal cancer
cell lines was observed. Used EEP with concentration of 50 ug/
/ml caused a 16.56% increase in the number of apoptotic cells
in the case of Me45 and a 21.02% increase in the case of Hct-
116. A 0.498 ng/mg increase in the concentration of caspase-8 in
the Me45 malignant melanoma cell culture, to which EEP with
concentration 50 ug/ml was added, was showed in relation to its
concentration in the control culture. In the case of Hct-116 line,
an increase of caspase concentration amounted to 0.884 ng/mg in
cultures with addition of the same dose of propolis, in relation to
the value in the group without propolis. The increase in apoptosis
of neoplastic cell lines in vitro was higher after administration of
EEP with concentration of 100 ug/ml vs. 50 ug/ml.

KEY WORDS: APOPTOSIS - ETHANOLIC EXTRACT
OF PROPOLIS — COLORECTAL CANCER AND
MALIGNANT MELANOMA CELL LINES

Wstep

Apoptoza jest waznym celem terapii przeciwno-
wotworowej, jednakze wigkszo$¢ srodkéw farmako-
logicznych stosowanych w chemioterapii indukuje
apoptoze zaréwno w komodrkach objetych procesem
nowotworowym, jak i prawidtowych, co nie jest bez
znaczenia w uzyskaniu wlasciwego celu terapeutycz-

nego. Modulowanie sktonnosci komorki do ulegania
apoptozie wzbudza wiec z oczywistych wzgledow za-
interesowanie onkologéw. Ograniczenia wynikajace
ze stosowania lekow przeciwnowotworowych, ktére
uszkadzaja prawidlowe komorki, przyczyniaja si¢
do poszukiwania zwigzkow, ktore wybidrczo wyka-
zywalyby dzialanie toksyczne tylko wobec komorek
nowotworowych (1).

Nowym trendem w ogdlnoswiatowych badaniach,
zwigzanych z apiterapia, jest szersze poznanie me-
chanizméw aktywnoSci proapoptotycznej propolisu
w stosunku do komoérek zmienionych nowotworowo.
Wielu naukowcdOw sugeruje, ze substancje biologicz-
nie czynne zawarte w propolisie zdolne sa do akty-
wowania szlaku programowanej Smierci komorek,
ktéry w procesie onkogenezy zostaje zahamowany.

Dziatanie takie potwierdzono juz w badaniach in
vitro na komodrkach nowotworowych. Aktywnos¢ taka,
jak sugeruja autorzy jest spowodowana synergizmem
substancji chemicznych zawartych w propolisie (2).

Propolis to produkt bezpostaciowy, lepki i kleisty.
Jego barwa jest zalezna od surowca z jakiego sie
go pozyskuje. Moze mie¢ kolor z6tty, szarozielony,
zielony, czerwony, brunatny, nawet czarny. Propolis
ma charakterystyczny zapach, w ktérym wyczuwa si¢
aromat igliwia i miodu. W Polsce, podobnie jak w
krajach Europy Srodkowe;j i Wschodniej, propolis po-
zyskiwany jest gtéwnie z topoli czarnej (Populus nigra),
poza tym z brzozy (Betula) i olchy (Alnus) (3-5).

Propolis zawiera w swym skladzie od 50 do 80%
substancji zywicznych, 8-30% wosku pszczelego, a
ponadto olejki eteryczne (1-4%), wosk roSlinny (6%),
garbniki (10%), pytek kwiatowy (5%) oraz substancje
lipidowo-woskowe (8%). Do celéw leczniczych, die-
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tetycznych oraz w kosmetyce bardzo rzadko wykorzy-
stuje si¢ surowy propolis; standardowo stosowany jest
jego etanolowy ekstrakt EEP (z ang. ethanolic extract
of propolis). Sposob ekstrakcji zostat doktadnie opra-
cowany w kilku osrodkach krajowych (6, 7).

Do najistotniejszych zwiazkéw chemicznych zawar-
tych w EEP pozyskanym z krajowego propolisu na-
lezg flawonoidy (tylko aglikony, nie wystepuja formy
glikozydowe) oraz kwasy aromatyczne (8).

Propolis pozyskiwany przez pszczoty w réznych
zakatkach $wiata wykazuje duza réznorodnos¢ pod
wzgledem sktadu chemicznego. Jest to spowodowane
strefa geograficzna, rasg pszczol, gatunkami i pocho-
dzeniem ro$lin oraz zmianami klimatycznymi. Co
istotne, pomimo odmiennosci skladnikéw, propolis
zawsze odznacza si¢ wysoka aktywnoscia biologiczna
oraz wykazuje podobne wlasciwosci przeciwbakteryj-
ne, przeciwwirusowe, antyoksydacyjne, przeciwgrzy-
biczne, przeciwproliferacyjne, przeciwzapalne, immu-
nomodulacyjne (9). Niektore odmiany charakteryzuja
si¢ zwigkszona aktywnoScia przeciwproliferacyjna,
proapoptotyczna czy przeciwzapalna (4, 10, 11).

Ze wzgledu na bogaty sktad chemiczny, propolis
wykazuje najwigksza spos§rod wszystkich produktow
pszczelich aktywno$¢ i skuteczno$¢ lecznicza (12).
Aktywnos¢ taka jest spowodowana synergizmem sub-
stancji chemicznych zawartych w propolisie. Wplyw
cytotoksyczny w badaniach z uzyciem zielonego pro-
polisu wykazali brazylijscy naukowcy w hodowlach
linii komo6rkowej raka krtani HEp-2. Stwierdzono,
ze wysokie stezenia propolisu dodawane do hodowli
komorkowych powodowaly krotkotrwaty efekt cyto-
toksyczny, w przeciwiefistwie do niskich stezen, gdzie
aktywnos$¢ ta wzrastala z czasem (2).

Przeciwproliferacyjne i proapoptotyczne dziatanie
propolisu oraz jego sktadnikéw polega m.in. na akty-
wacji kaspaz oraz inaktywacji genu AKT, kodujacego
enzymy biorace udziat w procesach blokujacych proces
apoptozy (13).

Cel pracy

Celem prezentowanej pracy byla ocena whasciwosci
proapoptotycznych propolisu w zaleznoSci od uzytych
jego stezen w stosunku do komdrek raka okreznicy
oraz czerniaka ztoSliwego w hodowlach in vitro.

Material i metody

Otrzymywanie etanolowego ekstraktu z propolisu

Materiatem stosowanym do badan byl etanolowy
ekstrakt z propolisu. Surowy propolis (kit pszczeli)
pochodzit z pasieki w miejscowosci Roznowice (woj.
matopolskie) w Polsce.

W celu przeprowadzenia ekstrakcji surowy propolis
rozdrobniono mechanicznie. W kolbie ptaskodennej
umieszczono 10 g surowego propolisu oraz 100 g
etanolu o stezeniu 96%. Nastepnie wykonano ekstrak-
cje surowego propolisu, polegajaca na umieszczeniu
zamknietej kolby w tazni wodnej z wytrzasarka o tem-
peraturze pokojowej bez dostepu Swiatta. Proces ten
prowadzono przez okres dwoch tygodni. Po umiesz-
czeniu uzyskanego ekstraktu na 24 godz. w lodéwce
o temp. 4°C, przesaczono go przez bibul¢ i nastepnie
etanol odparowano w wyparce prézniowej w temp.
40°C. Otrzymana w ten sposob ciagliwa, brunatna
substancje o charakterystycznym zapachu, pozosta-
wiono w cieplarce o temp. 37°C na okres 7 dni, w celu
odparowania pozostatosci etanolu. W ten sposob uzy-
skano suchy ekstrakt propolisu, ktory rozpuszczono w
DMSO (dimetylosulfotlenku), tak, aby jego koncowe
stezenie wynosito 100 mg/ml (6).

Hodowla komoérek

Doswiadczenie wykonano przy uzyciu nastepuja-
cych linii komérkowych: ludzkiego czerniaka ztosliwe-
go Me45 pochodzacego z kolekcji Centrum Onkologii
w Gliwicach oraz ludzkiego raka okreznicy Hct-116,
pochodzacego z kolekeji ATCC: CCL-247.

Komoérki hodowane byly na podtozu DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium) z dodatkiem 10% su-
rowicy bydlecej (FBS) oraz z dodatkiem odpowiedniej
ilosci antybiotykow i fungistatykow. Hodowla linii ko-
moérkowych odbywata sie w temp. 37°C, w Srodowisku
o wilgotnosci 95% przy stezeniu CO, 5%, co warunkuje
utrzymanie prawidtowego pH pozywki hodowlane;j. Pa-
sazowanie wykonywano przy uzyciu trypsyny w stezeniu
0,25% w PBS (phosphate buffered saline).

Na komorkach w logarytmicznej fazie wzrostu zo-
staly wykonane dalsze doswiadczenia z uzyciem EEP,
gdzie jako rozpuszczalnika uzyto DMSO. Hodowle
komérek nowotworowych prowadzono w podtozu
hodowlanym, do ktérego dodawano EEP w warun-
kach sterylnych, do uzyskania koficowego stezenia
propolisu: 50 lub 100 wg/ml. Réwnolegle wykonano
hodowle kontrolng z zastosowaniem DMSO na bada-
ne parametry. Nie wykazano istotnego statystycznie
wplywu dimetylosulfotlenku na poziom kaspazy-8
oraz zmian¢ morfologii jader komdrkowych oraz
cytoplazmy.

Ocena cytomorfologiczna komorek nowotworowych

Oznaczenia komorek apoptotycznych, nekrotycz-
nych oraz komérek zdrowych dokonano metoda mi-
kroskopii fluorescencyjnej przy uzyciu Apoptotic,
Necrotic and Healthy Cells Quantification Kit (Bio-
tium), zgodnie z protokolem producenta. Apoptoze
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oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym (Zeiss)
przy uzyciu odpowiedniego fluorochromu. Dla probek
inkubowanych z EEP o stezeniu 50 i 100 ug/ml oraz
bez uzycia EEP, wyznaczono wskaznik apoptotyczny
oraz nekrotyczny komorek, odpowiadajacy procen-
towi komo6rek o morfologii typowej dla komdrek
odpowiednio apoptotycznych oraz nekrotycznych, w
stosunku do 100 ocenianych komérek w analizowa-
nych polach widzenia (14).

Oznaczenie stezenia kaspazy-8

Do oceny stezenia kaspazy-8 wykorzystano test
firmy BioVendor Research and Diagnostic Products.
Wyznaczenie stezenia kaspazy-8 dokonano takze
zgodnie z protokotem producenta. W tym celu do
hodowli komérkowych dodano EEP, ktérego koncowe
stezenie w podtozu hodowlanym wynosito 50 oraz 100
png/ml. Komorki inkubowano z EEP przez 48 h, po tym
czasie dokonano lizy komdrek, stosujac zataczony do
zestawu odczynnik i postgpowano zgodnie z dalszymi
czeSciami protokotu dotaczonego do zestawu.

Oznaczenie biatka catkowitego metodq Bradforda

Stezenia kaspazy-8 przedstawiono w przeliczeniu na
miligram biatka catkowitego. W tym celu dokonano
oznaczenia biatka catkowitego metoda Bradforda, wy-
korzystujaca zdolno$¢ wiazania barwnika Coomassie
G-250 z grupami aminowymi bialek. Krzywa kalibra-
cyjng wyznaczono dla wzorcowego biatka albuminy
wotowej — BSA (Bovine serum albumin). ZawartoS$¢
biatka w badanej prébee (lizat pochodzacy z hodowa-
nych komorek) okres$lano poprzez pomiar absorbancji
przy dtugosci fali A=595 nm.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow

Do utworzenia bazy danych postuzyl program Mi-
crosoft Excel 2003 for Macbook. Analize statystyczna

uzyskanych wynikéw wykonano za pomoca programu
Sofa Statistics (Paton-Simpson & Associates Ltd.).
Normalno$§¢ wynikow sprawdzono za pomocg testu
Shapiro-Wilka. W tabelach przedstawiono wartoSci
Srednie, odchylenie standardowe uzyskane w czte-
rech oddzielnych hodowlach, przeprowadzanych w
czterech powtdrzeniach (n=16). Do oceny wynikow z
rozktadem normalnym uzyto testu t-Studenta dla prob
niezaleznych, w przypadku wynikéw nie majacych roz-
ktadu normalnego zastosowano test nieparametryczny
U’-Manna-Whitneya.

Wyniki

Morfologia komorek

W obrazie mikroskopu fluorescencyjnego stwier-
dzono réznice w budowie komoérek. Dotyczyly one
jader komorek. W hodowlach kontrolnych charakte-
ryzowaly si¢ one homogennoscia i idealnym okraglym
badZ owalnym ksztattem, natomiast w komodrkach
apoptotycznych (w hodowlach z EEP) widoczne byly
charakterystyczne zmiany w obrebie jadra, takie jak
ich obkurczenie, kondensacja chromatyny lub frag-
mentacja jadra.

Komorki oceniano wizualnie i zliczano je z jedno-
czesnym rozrdznieniem na komorki zywe, apoptotycz-
ne oraz komorki nekrotyczne. Nastepnie wyliczono
procentowa zawarto$¢ tych komoérek w danej grupie.
Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

W badaniach wykazano wzrost odsetka komo-
rek apoptotycznych zaré6wno w przypadku linii
czerniaka ztosliwego Me45, jak i raka okreznicy
Hct-116. Zmiany te byly znamienne statystycznie.
W obecnos$ci EEP o stezeniu 50 ug/ml zaobser-
wowano wzrost liczby komérek apoptotycznych o
16,56% w przypadku linii Me45 oraz o 21,02% w
przypadku komorek linii raka okreznicy Hct-116.

Tabela 1. Morfologia komérek ludzkiego raka okreznicy HCT-116 i ludzkiego czerniaka ztosliwego Me45 w hodowlach

poddanych dziataniu EEP.

Odsetek komoérek w hodowlach czerniaka ztosliwego i raka jelita grubego

Substancje Komorki zywe

Komorki nekrotyczne

Komorki apoptotyczne

Me45 HCT-116

Me45

HCT-116 Me45 HCT-116

Kontrola (K) 97,11+2,38% 98,25+2,98%

2,11+0,23%

1,09+0,12% 0,78+0,18% 0,66+0,12%

(50EpIEgF;mI) 7423+1,78%* | 72,06+221%* | 843+1,02%* | 6,26+0,02%* | 17,34+0,96%* | 21,68+3,19%*
a OOEEgP/mI) 58,00+42,85%* | 64,01+1,65%* | 1595+006%* | 6,23+0,65%* | 2583+1,11%* | 29,76+2,92%*
*p<0,05
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Po 48 h inkubacji komdrek Me45 z EEP o stezeniu
100 wg/ml wzrost odsetka komoérek apoptotycznych
byt znacznie wyzszy (o 25,05%) w przypadku ko-
morek Me45 oraz o 29,1% w stosunku do komérek
hodowli kontrolne;j.

Wyniki oznaczenia kaspazy-8

W tabeli 2 przedstawiono wyniki oznaczenia steze-
nia biatka kaspazy-8.

W badaniach zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost stezenia kaspazy-8 w wyniku zastosowania
EEP. W przypadku linii czerniaka ztoSliwego Me45
zaobserwowano wzrost stezenia kaspazy-8 o 0,498 ng/
/mg po zastosowaniu EEP o stezeniu 50 ug/ml oraz o
0,738 ng/mg w przypadku hodowli z dodatkiem EEP
o stezeniu 100 pwg/ml. W przypadku linii Hct-116
wartoSci te wynosity odpowiednio: 0,884 ng/mg — dla
stezenia EEP 50 ug/ml oraz 2,412 ng/mg — dla stezenia
EEP 100 pwg/ml. Wszystkie obserwowane zmiany byly
istotne statystycznie w stosunku do wartosci oznacza-
nych w grupie kontrolne;j.

Dyskusja

Propolis nalezy do substancji pochodzenia natural-
nego o wielokierunkowym dziataniu korzystnym na or-
ganizm zwierzat i ludzi. Ze wzgledu na r6znorodnos¢
sktadu i r6zne dziatanie zwiazkow, ktdre wystepuja w
propolisie, moze on byé w przysztoSci wykorzystany
do wspomagania leczenia chemoterapeutycznego lub
zmniejszenia jego negatywnych skutkow.

W przeprowadzonym eksperymencie komorki no-
wotworowe narazone na dziatanie réznych stezen
etanolowego ekstraktu propolisu (EEP) wykazywaly
zmiany nekrotyczne i apoptotyczne. Wyzszy wzrost
apoptozy i nekrozy obserwowano przy wyzszych ste-
zeniach EEP.

Podobne zmiany stwierdzili Ang i wsp. (15). Apop-
toze w komdérkach OCL oceniali poprzez wptyw
sktadnika propolisu CAPE (estru fenyloetylowego

kwasu kawowego) na aktywacje czynnikOw trans-
krypcyjnych NF-kB i NFAT. Po podaniu CAPE w
stezeniu 10 umol, zaobserwowali wzrost apoptozy.
W badaniach przeprowadzonych na linii komoérek
RAW 264,7 przy stezeniu 0,1 umol CAPE liczba ko-
morek wezesnoapoptotycznych byta znikoma, jednak
stezenia wigksze niz 1 umol powodowaly gwattowny
wzrost ich odsetka, doprowadzajac do 50% catej
populacji przy stezeniu 5 wmol.

Roéwniez naukowcey z Uniwersytetu w Taipei (16, 17)
wykazali proapoptotyczny wptyw CAPE na komorki
nowotworowe. Zbadali oni wptyw CAPE na induk-
cje programowalnej Smierci komoérki w stosunku do
ludzkich komdrek nowotworowych trzustki PANC-1 i
BxPC-3. Zastosowane stezenie 10 umol CAPE wystar-
czylo, aby odnotowac znaczacy spadek liczby komorek
w obrazie mikroskopowym, jednakze elektroforeza
DNA nie wykazata fragmentacji materiatu genetycz-
nego. Potwierdzenie duzej roli sktadnikéw propolisu
w indukowaniu apoptozy uzyskano w eksperymencie,
na podstawie znacznego spadku mitochondrialnego
potencjatu transblonowego.

Natomiast Vatansever i wsp. (18) w badaniach na
komorkach raka sutka wykazali, ze narazenie komodrek
MCF-7 na dziatanie propolisu spowodowato spadek ich
liczby, co byto efektem zwiekszonej jego cytotoksyczno-
Sci. Dziatanie to zalezato od stezenia propolisu i czasu
inkubacji. Podobnie Bufalo i wsp. (2) w badaniach na
linii komoérek Hep-2 zaobserwowali, Zze z wydtuzeniem
inkubacji niskie stezenia propolisu powoduja podobny
efekt cytotoksyczny, jak krotkotrwale narazenie na
wzglednie duza dawka propolisu (100 pg/ml).

W badaniach wykazano takze, ze sktadniki propo-
lisu — propoliny, hamuja wzrost komérek nowotworo-
wych. W stosunku do linii ludzkich komoérek czerniaka
A2058, propoliny zastosowane w réznych stezeniach
(1,25-40 ug/ml) wykazaly wysoka skutecznos¢, szcze-
gblnie propoliny D i E, w indukowaniu apoptozy,
dziataniu antyoksydacyjnym i cytotoksycznym (19).

Tabela 2. Stezenie bialka kaspazy-8 w lizatach hodowli komdrkowych.

Stezenie biatka kaspazy-8 w hodowlach Stezenie biatka kaspazy-8 w hodowlach
komorek ludzkiego czerniaka ztosliwego Me45 komorek raka jelita Het-116
Substancje (ng/mg biatka catkowitego) (ng/mg biatka catkowitego)
Srednia = SD P Srednia = SD P
K°?&’)°'a 0,253+0,021 - 0,282+0,018 -
EEP 0,751=0,027 <0,0001 1,166+0,014 <0,0001
(50 ug/mil) o= ) , 1660, ,
EEP 0,091+0,043 <0,0001 2,694=0,021 <0,0001
(100 pg/ml) £l —_—\ £l ’ —\ il
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Szliszka i wsp. (20) wykazali znaczaca role etano-
lowego ekstraktu propolisu w chemoprewencji raka
prostaty. Zbadali oni cytotoksyczne i apoptotyczne
wiasciwosci EEP i wyizolowanych z niego zwiazkéw
fenolowych, na dwdch liniach komodrkowych raka
prostaty: LNCaP i DU145. Po 48-godzinnej inkubacji
zaobserwowali wzrost toksyczno$ci komérek nowo-
tworowych zaréwno linii LNCaP, jak i linii DU145
przy stezeniach 5, 25, 50 ug/ml EEP.

Podobne badania prowadzono na linii komérek
raka szyjki macicy HeLa. Jak w poprzednich przy-
padkach indukcja apoptozy i hamowanie wzrostu
komorek nowotworowych bylo zalezne od stezenia
zastosowanego EEP. Po 48-godzinnej inkubacji naj-
wyzszy odsetek komorek apoptotycznych zaobserwo-
wano przy najwyzszym stezeniu propolisu. Detekcja
procesu programowalnej Smierci komorki za pomoca
cytometrii przeptywowej zostata uwidoczniona dzigki
barwieniu aneksyna V. Na uwage zastuguje fakt, ze
EEP silnie wspomaga proces apoptozy indukowany
przez TRAIL (21).

Szliszka i wsp. (22) wykazali apoptotyczng i cy-
totoksyczna aktywno$¢ chalkonéw w stosunku do
komorek raka prostaty. Te prekursory biosyntezy
flawonoidow zawarte w propolisie przyczyniaja si¢ do
jego antykancerogennego dziatania, blokujac zwykle
cykl komorkowy w fazie G2/M. Cytotoksyczno§c¢ chal-
konéw rosta wraz z ich stezeniem. Podobna zaleznos¢
wykazano w odniesieniu do apoptozy.

Bronikowska i wsp. (23) stwierdzili, Ze izoflawony —
inna grupa zwigzkéw zawartych w propolisie, réwniez
wykazuja podobne dzialanie proapoptotyczne. Neoba-
vaisoflawon wywolywat najsilniejszg apoptoze w kom-
binacji z TRAIL na komérki HeLa. W badaniach tych
wykazano takze, Ze genisteina oraz biochanina-A w
potaczeniu z TRAIL indukuja apoptoze w komdrkach
nowotworowych odpowiednio na poziomie 54,88 %
(genisteina) oraz 34,63 % (biochanina-A).

Nasilenie apoptozy mozna wykaza¢ na podstawie
zmian w parametrach biochemicznych, np. w aktyw-
nosci enzymow lub stezeniu biatek enzymatycznych.
Jednym z nich jest kaspaza-8, ktoéra odgrywa istotna
role w tym procesie. W apoptozie uczestnicza mie-
dzy innymi biatka nadrodziny receptoréw czynnika
nekrozy TNF bogate w cysteing, zewnatrzbtonowe
domeny zwane domenami $§mierci (14). Po zwia-
zaniu odpowiedniego liganda receptory btonowe
ulegajg trimeryzacji. W ten sposob sygnal $mierci
jest przekazywany do biatka adaptorowego FADD
(Fas Associated protein with Death Domain), ktore
dzieki obecnosci domeny DD (death domain) taczy
sic z domena DD receptora. Na kofcu tancucha
polipeptydowego biatka FADD lub TRADD znaj-

duje sic domena DED (death effector domain), ktora
umozliwia polaczenie prokaspazy-8 z odcinkiem
DED. Kaspaza-8 po aktywacji stymuluje kaspazy
efektorowe odpowiedzialne za apoptoze komorek
(24, 25). Obserwowany zatem w przeprowadzonych
badaniach wzrost kaspazy-8 potwierdza aktywujacy

wplyw propolisu na apoptoze.

Whioski

1. Etanolowy ekstrakt propolisu (EEP) wykazywat
dziatanie proapoptotyczne na komorki nowotwo-
rowe ludzkiego czerniaka ztosliwego Me45 oraz
ludzkiego raka okreznicy Hct-116.

2. Wzrost apoptozy zalezal od stezenia EEP w ply-
nach hodowlanych (byt wigkszy w obecnosci wyz-
szego stezenia).

3. Uzyskane wyniki wskazuja na wyzsza wrazliwos¢
komorek raka okreznicy Het-116 na zastosowany
apiterapeutyk niz komorek czerniaka ztoSliwego
Me4s.
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