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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Magdaleny Olgi Cechanowskiej
pt. ”Ekspresja genéw GnRH i receptora GnRH w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym

owcy w roznych stanach fizjologicznych; wplyw czynnikéw stresogennych”

Praca zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Franciszka Przekopa w Zakladzie
Neuroendokrynologii Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana Kielanowskiego PAN w
Jablonnie.

Procesy rozrodcze u ssakéw zachodza pod kontrolg wielopoziomowego systemu
neurohormonalnego, dzialajacego na osi podwzgorze-przysadka-gonady. Hormonem
nadrzednym tej osi jest syntetyzowana w podwzgérzu gonadoliberyna, wplywajaca na
aktywno$¢ gonadotropowa przysadki. Za badania nad struktura GnRH Schally i Guillemin
otrzymali Nagrode Nobla w 1977 roku. W rozw6j badan nad ta czasteczka swoj wkiad wniost
réwniez zespot kierowany przez prof. Eugeniusza Domanskiego z Instytutu Fizjologii i
Zywienia Zwierzat w Jablonnie. W roku 1964 zesp6t opublikowal wyniki badan, ktore
wykazaly obecnos¢ peptydu stymulujacego funkcje rozrodeze nie tylko w przednim i tylnym
podwzgérzu ale réwniez w wyniostosci posrodkowej. Poczawszy od tego okresu, w Instytucie
prowadzone sa intensywne badania nad neuroendokrynna regulacja proceséw rozrodu owiec W
warunkach fizjologicznych, jak réwniez w warunkach stresogennych. Badania te nie bytyby

mozliwe bez doskonalej techniki, opracowanej i wdrozonej do badan migdzy innymi przez



profesora Franciszka Przekopa, pozwalajacej na oceng funkcji podwzgorza i przysadki u owiec
w diugotrwatych doswiadczeniach.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest, w pewnym stopniu, kontynuacja badan
mechanizméw regulujacych sekrecje gonadoliberyny (GnRH) u owiec w ré6znych stanach
fizjologicznych, oraz w warunkach stresogennych. Praca ta po raz pierwszy przedstawia wptyw
stanu aktywnosci rozrodczej owcy, czynnikow stresowych oraz role neuralnych uktadow
hamujacych uwalnianie GnRH (uktad CRH-ergiczny i B-endorfinergiczny) na poziom ekspresji
genu GnRH i genu receptora GnRH w strukturach uktadu podwzgorzowo-przysadkowego. W
zwiazku z tym, nalezy podkresli¢, ze zagadnienia poruszane przez Doktorantke sa aktualne.
Badania te maja duza warto$é poznawcza, umozliwiaja bowiem interpretacje zjawisk
zachodzacych w ukladzie regulujacym syntezg i sekrecje GnRH/LH u owiec na poziomie
molekularnym.. Istnieja dane wskazujace, ze regulacja sekrecji GnRH moze odbywac si¢ przez
krotka i ultrakrétka petle sprzezenia zwrotnego. Warunkiem niezbgdnym do dziatania tych petli
regulacyjnych jest istnienie drég umozliwiajacych oddzialywanie GnRH i LH bezposrednio na
aktywnos¢ sekrecyjna neuronéw GnRH, lub posrednio przez system interneuronow. Wykazanie
przez Doktorantke obecnosci receptora GnRH w podwzgérzu owiec przyczyni si¢ niewatpliwie
do przyblizenia odpowiedzi na pytanie o molekularne podtoze oddziatywania GnRH na wiasng

biosyntezg i sekrecjg.
CHARAKTERYSTYKA PRACY I UWAGI

Oceniana rozprawa obejmuje 142 strony maszynopisu, 23 zlozone rysunki, 2 tabele, 1
zdjecie oraz 261 pozycji pismiennictwa i zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdziaty.

Nﬁggs/r_l_qgg ﬁrggach ,,Wstepu”, podzielonego na 8 tematycznych podrozdziatow,
Doktorantka przedstawﬂa;pmo;l'.st;lwowe informacje na temat funkcjonowania systemu
neurohormonalnego, odgrywajacego nadrzedna rolg w kontroli proceséw rozrodezych ssakow.
W kolejnych podrozdzialach zostata krétko opisana nadrzedna rola GnRH w regulacji osi
podwzgorze-przysadka-gonady, budowa czasteczki GnRH i receptora GnRH, rozmieszczenie
komérek GnRH-ergicznych w obszarze przedwzrokowym i w podwzgo6rzu oraz rola uktadow
neuronalnych w regulacji sekrecji gonadotropin. W oddzielnych podrozdziatach opisano
réwniez fotoperiodyczna kontrole aktywnosci plciowej owcy i kontrolg sekrecji gonadotropin w
poszczegblnych fazach cyklu rozrodczego. Szerzej zostal omowiony wplyw aktywacji osi

podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowej na aktywnos¢ ukladu podwzgorze-przysadka-

gonady. Wiadomosci te przedstawita Doktorantka w oparciu o aktualne dane zawarte w




publikacjach polskich, jak réwniez zagranicznych zespotéw badawczych, co dowodzi dobrej
znajomosci literatury.

Wielopigtrowo$¢ neuroendokrynnych regulacji proceséw rozrodu samicy stwarza
potrzebg wypracowania przystgpnego sposobu ich prezentacji. We wstgpie Doktorantka
zamiescila ryciny, ktére znakomicie obrazuja rozmieszczenie i wzajemne oddzialywanie
ukladéw neuronalnych, bioracych udzial w regulacji aktywnosci sekrecyjnej GnRH/LH. Ryciny

te znacznie podnosza komunikatywno$¢ tego rozdziatu.

Nastepny, dwustronicowy rozdziat ,,Zalozenia i cel pracy” zawiera uzasadnienie
podjetych badan wraz z celami pracy. Cele pracy przedstawiono w sposob precyzyjny, bowiem

dokladnie odzwierciedlaja podjgte zadania badawcze.

Rozdziat ,,Material i Metody” zawiera, na 13 stronach, opis przeprowadzenia
doswiadczen w warunkach in vivo oraz oméwienie stosowanych technik badawczych i analiz
statystycznych. Ze wzgledu na brak precyzji i pewne niedopowiedzenia w opisie niektorych
elementow podanej metodyki pojawia si¢ koniecznos¢ postawienia kilku pytan iuwag.
Zgodnie z Ustawg o doswiadczeniach na zwierzetach (21 stycznia 2005 r) wszelkie badania z
udziatem zwierzat musza uzyskaé zgode Krajowej lub Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach. Badania prowadzone przez Doktorantke zostaly zaakceptowane
przez Lokalng Komisj¢ Etyczna, co wynika z informacji zamieszczonych w publikacjach
Doktorantki. Informacja ta powinna byla zosta¢ umieszczona rowniez w podrozdziale
,Zwierzeta Doswiadczalne”. Z informacji zawartych w tym samym podrozdziale wynika, ze
badania przeprowadzono na 60 owcach, co nie pokrywa si¢ z ilo$cia zwierzat ujeta W
szczegblowym opisie ukladow do$wiadczalnych. Z moich obliczef wynika, ze badania
przeprowadzono na 72 owcach, przyjmujac, ze W kazdej grupie badawczej bylo po 6 zwierzat.
W podrozdziale ,,Synteza cDNA” nie podano informacji na temat postgpowania z cDNA. Czy w
celu jednoznacznego potwierdzenia prawidtowosci wykonanej reakcji, uzyskane produkty

reakcji PCR poddano sekwencjonowaniu?

Rozdziat ,,Wyniki” obejmuje 39 stron oraz 14 zlozonych rycin, 1 tabelg i 1 zdjecie.
Przyjete przez Doktorantke rozwigzanie przedstawiania wynikow w tematycznych
podrozdziatach znacznie ulatwia poruszanie si¢ wéréd tak duzej ilosci wynikow, ktore z uwagi
na wspélny obiekt badan — ekspresje genéw GnRH i GnRH-R, sa do siebie wizualnie zblizone.
Sposdb oméwienia wynikow w poszczegolnych podrozdziatach jest nietypowy. Przegladajac




praceg po raz pierwszy bylam ta forma nieco zaskoczona i zadalam pytanie, czemu ta forma ma
sluzy¢. W pierwszej kolejnosci uznatam, Ze zasada umieszczania rysunkOw po jednej stronie 1
omawiania wynikow, ktére te rysunki przedstawiaja moze by¢ pomocna w przedstawianiu
wilagnie takich dwukrotnie - a nawet kilkukrotnie ztozonych rysunkéw. W niektérych rysunkach
pojawily si¢ niezgodnosci z tekstem, niezgodnosci te podaje w ,Juwagach szczegélowych”.

Pragne podkreslié, ze o ile do formy przedstawienia wynikow mam pewne uwagi, to
wyniki pracy uznaje za bardzo wartosciowe. Pani mgr Marta Ciechanowska, w ramach swojej
rozprawy doktorskiej wykazata, po raz pierwszy ekspresj¢ genu receptora GnRH w podwzgo6rzu
u owiec. Ponadto dowiodta, ze poziom ekspresji genu tego receptora w badanych strukturach
podwzgorza, oraz w przysadce jest wyzszy u estralnych owiec, niz u owiec w okresie spokoju
plciowego. Réwniez ekspresja genu GnRH, stwierdzona tylko w strukturach podwzgorza, byla u
owiec estralnych wyzsza, niz u owiec w okresie anestrus. U owiec, w fazie lutealne; i
pecherzykowej cyklu estralnego $rednie stezenie LH i czgstotliwo$¢ pulsow byly istotnie
wyzsze, niz obserwowane u owiec anestralnych. W tym miejscu zabrakio mi okreslenia, ze
obserwowany réwnoczesny wzrost poziomu ekspresji genow GnRH i GnRH-R i wydzielania
LH $wiadczy o zaleznoéci wydzielania LH od ekspresji tych genéw w strukturach podwzgorze-
przysadka. Doktorantka podkreslila porownywalny poziom ekspresji genu GnRH w obszarze
przedwzrokowym, w przednim i brzuszno-przysrodkowym podwzgorzu we wszystkich
badanych okresach. Zabrakto mi tu takiej samej analizy w odniesieniu do poziomu ekspresji
genu receptora GnRH, szczeg6lnie w odniesieniu do badanych struktur podwzgorza. Z danych
zamieszczonych na Rysunku 4.1.3. (B) wynika, ze w fazie pgcherzykowej cyklu ekspresja
GnRH-R jest wyzsza w brzuszno-posrodkowym podwzgoérzu, niz w innych jego strukturach.
Zabraklo réwniez poréwnania poziomu ekspresji obu genéw w badanych fazach cyklu
rujowego: lutealnej i pgcherzykowe;.

Badajac wplyw stresu krétkotrwatego i o przediuzonym dziataniu na ekspresje¢ genow
GnRH i GnRH-R u owiec w okresie sezonowego anestrus i fazy pecherzykowej cyklu
estralnego Doktorantka wykazata wplyw obu typoéw stresu na ekspresj¢ genu GnRH w
strukturach podwzgorza i genu GnRH-R w podwzgdrzu i w przysadce. O ile w okresie anestrus
oba rodzaje stresu stymulowaty ekspresj¢ genéw GnRH i GnRH-R we wszystkich badanych
strukturach, to w fazie pecherzykowej cyklu rujowego tylko krétkotrwaly stres wykazywat
podobne dziatanie. Natomiast stres diugotrwaty hamowat ekspresj¢ obu genow w badanych
strukturach, z wyjatkiem obszaru przedwzrokowego, w ktorym wykazano wzrost ekspresji
GnRH-R. Doktorantka podaje, Ze najsilniejszy efekt dziatania stresora dlugotrwalego na

ekspresje genu GnRH u owiec w okresie sezonowego anestrus stwierdzono w VM, natomiast



odczyt z rys. 4.2.1. wskazuje, ze raczej w POA. W pracy przedstawiono obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktow reakeji PCR dla genéw GnRH, z ktorego wynika, ze w AP
owiec, poddanych dzialaniu stresu pojawia si¢ dodatkowy produkt, ktorym moze by¢ inna forma
(I) GnRH. Doktorantka podaje, ze produkt ten jest diuzszy o 20 par zasad, jednak nie pozwala
na weryfikacje, poniewaz nie umieszcza na elektroforogramie marker6w masowych.

Doktorantka wykazala, ze 0§ podwzgérze-przysadka-nadnercza, a dokladniej zmiany
aktywnosci uktadu kortykoliberynergicznego wywieraja istotny wplyw na aktywnos¢
transkrypcyjna genu GnRH i GnRH-R. Infuzja kortykoliberyny do III komory mozgu u owiec w
fazie pecherzykowej cyklu rujowego powodowata obnizenie poziomu mRNA genu GnRH,
natomiast infuzja agonisty CRH podwyzszata poziom genu w POA i podwzgorzu. Natomiast
wplyw CRH na poziom ekspresji genu receptora GnRH r6znil si¢ w poszczegblnych
strukturach obszaru podwzgoérzowo-przysadkowego. Aktywacja receptorow CRH zwigkszala
poziom ekspresji genu GnRH-R w okolicy przedwzrokowej i obnizata w podwzgorzu i w
przysadce. Zablokowanie receptoroéw wywolywalo efekt przeciwstawny.

Wazna role w procesach reakcji organizmu na stres petnia peptydy opioidowe.
Doktorantka wykazata, ze u owiec w fazie pgcherzykowej cyklu rujowego dokomorowa infuzja
B-endorfiny obniza istotnie poziom ekspresji genu GnRH w POA i w podwzgorzu, a infuzja
antagonisty receptoréw p-opioidowych — naloksonu nie wplywa na poziom ekspresji genu w
badanych strukturach. Ekspresja genu GnRH-R pod wplywem B-endorfiny ulegla istotnemu
podwyzszeniu w POA i obnizeniu w VM i w przysadce, za$ w AH pozostata na poziomie
zwierzat kontrolnych. B-endodrfina powodowata obnizenie st¢zenia LH w krwi oraz spadek
czestotliwosci i amplitudy pulséw. Nalokson nie wplywal w istotny sposdb na poziom ekspresji

GnRH-R w badanych strukturach, jak réwniez nie powodowat istotnych zmian w sekrecji LH.

Obejmujacy 22 strony rozdziat ,,Dyskusja”, zawiera interpretacje uzyskanych wynikow
i pokazuje, ze Doktorantka jest zorientowana w omawianej problematyce. Dyskusja jest
prowadzona w podrozdziatach tematycznych i jest bardziej rozbudowana niz wste¢p.
Doktorantka poswigca sporo miejsca w ,,Dyskusji” roli uktadu GABA- i dopaminergicznego w
regulacji aktywnosci uktadu gonadotropowego owiec w roznych okresach aktywnosci
rozrodczej. Bedac pierwszym autorem prac dotyczacych wplywu tych uktadow na ekspresje
genéw GnRH i GnRH-R w podwzgorzu i przysadce doskonale potrafi wple$¢ uzyskane wyniki
w dyskusje nad wptywem stanu aktywnosci rozrodczej owcy na poziom ekspresji genu GnRH 1

jego receptora. Jednym z celow pracy bylo okreslenie wspblzaleznosci migdzy poziomami



ekspresji genu GnRH i genu receptora GnRH w ukladzie podwzgdérzowo-porzysadkowym, a
uwalnianiem GnRH/LH u owiec anestralnych, w fazie lutealnej i pecherzykowej cyklu
rujowego. Wyniki uzyskane przez Doktorantk¢ wskazujg na istnienie takiej wspoizaleznosci,
jednak okreslenie tej wspotzaleznosci mianem dodatniej korelacji uwazam za niewlasciwe.
Podobnie w podrozdziale dotyczacym wptywu czynnikow stresowych Doktorantka uzywa
okreslenia brak jednorodnej dodatniej korelacji w sytuacji, gdy korelacja taka nie byla badana.
Mozna tu méwié o braku wspélzaleznosci. Za bardzo ciekawg uwazam dyskusj¢ nad ekspresja
GnRH-II. Poczynione w pracy obserwacj¢ moga stanowi¢ wstep do dalszych badan tego
zagadnienia. W podrozdziale 5.5, omawiajacym wplyw B-endorfiny na poziomy ekspresji genu
GnRH i genu receptora GnRH Doktorantka pisze o polaczeniach synaptycznych perykarionow
neuronéw B-endorfinergicznych z cialami komérek GnRH. Czy w przypadku ciat komérkowych

tych neuronéw wykazano rzeczywiscie kontakt synaptyczny?

Kolejny rozdziat —, Wnioski” zawiera sze$¢ punktéw. Zawarta we wniosku numer 3
informacja o istnieniu wspéizaleznosci migdzy zmiang ekspresji gendw GnRH i GnRH-R a
zmianami stezenia LH u owiec powinna zosta¢ przedstawiona jako oddzielny wniosek. Jest to
wazny wniosek (wszak jednym z celow pracy doktorskiej byto zbadanie istnienia tej

wspbtzaleznosci) a w obecnej formie jest niejako ukryty.

UWAGI SZCZEGOLOWE
1. streszczenie — w miejsce okreslenia gen receptorowy wiasciwsze byloby uzywanie
okreslenia gen receptora,
2. str 15- Kaiser i wsp. 1997, kt6ra praca. Brak drugiego czlonu nazwiska cytowanej
autorki (Sotowska-Brochocka),
str 16 — brak drugiego cztonu nazwiska cytowanej autorki (Sotowska-Brochocka),
str 18 — czy cytowana praca Okrasa i wsp., 1989 jest wlasciwa?

str 21 — zamiast lizoform powinno by¢ izoform,

o &

str 25 — zamiast enzymu przeprowadzajacego degradacje dopaminy powinno by¢

enzymu kluczowego w syntezie dopaminy, ktora praca Anderson i wsp jest cytowana?

N

str 27 — zamiast cykli estralnymch powinno by¢ cykli estralnych,

8. str 31 - brak numeracji rozdziatu ,,Zalozenia i cel pracy”,

9. str 33 - spis uzytej aparatury oraz odczynnikow wykorzystanych w doswiadczeniach
powinien zosta¢ umieszczony w koncowej czgsci rozdzialu, nie umieszczono zestawu
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10.
11;
12.

13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.
22.

23.

24.
235.

26.

27.

28.

str 34 — zamiast kujawsko-pomorski powinno by¢ kujawsko-pomorskim,

str 34 — zamiast dobrze zaaklimowane powinno by¢ dobrze zaaklimatyzowane,

str 35 — brakuje informacji do czego poréwnywano wyniki uzyskane od owiec w fazie
ciatka zo6ttego,

str 37 — niezgodno$é odwotania do rysunku z numerem rysunku,

str 37 — w oficjalnej polskiej nomenklaturze anatomicznej nie funkcjonuje nazwa zyla
jarzmowa, powinno by¢ zyla szyjna zewngtrzna,

str 38 — blad w pisowni seriami zamiast serjami,

str 38 — zamiast zmiennosci wewnatrz- i migdzy seriami powinno by¢ zmiennos¢
wewnatrz- i miedzyseryjna,

str 39 — zamiast ,,pomiaréw absorbcji’ powinno by¢ ‘pomiar6w absorbancji”,

str 40 — brak producenta zestawu Enhanced Avian HS RT-PCR,

str 43 — btad w numeracji odniesienia do rysunku, powinno by¢ Rys.3.5.,

str 44 — blad w numeracji rysunku, powinno by¢ Rys.3.5.,

str 45 - blad w pisowni testu post-hoc,

str 47 — blad w pisowni stalk median eminence, te informacje sa juz zawarte w spisie
stosowanych skrotéw, a istotno$é statystyczna réznic powinna zosta¢ podana w opisie
metod statystycznych,

rozdziat ,, Wyniki” - brak konsekwencji w numeracji Rysunkéw. Np. rysunki w rozdziale
1 i3 s3 numerowane wg zasady: numer rozdziatu i kolejnos¢ rysunku, nawet, gdy sa
przedstawiane w podrozdziatach,

str 49 - podpis pod rys. 4.1.1. brak informacji na temat fazy cyklu rujowego owiec

str 52 — (A) w oméwieniu wynikow poziom istotnosci wynosi **p<0,01 a na
przypisanym mu rysunku *, co wg informacji zawartej na pierwszej stronie wynik6w
oznacza p<0,05,

str 52 — (B) w om6wieniu wynikéw poziom istotnosci wynosi ***p<0,01 a na
przypisanym mu rysunku **. W polskiej pisowni wyniki podajemy po przecinku a nie
po kropce (podobnie przy innych rysunkach),

str 58 — opis do rys. 4.2.2.- brak odniesienia (A) w oméwieniu wplywu stresu
krotkotrwatego na wydzielanie LH oraz brak omowienia wplywu stresu dlugotrwatego
na wydzielanie LH, ktore przedstawia Rys 4.2.2 (B),

str 64 — opis do rys 4.2.4. — brak odniesienia (A) i (B) przy omawianiu wynikow,



29. str 69 — Tabela 4.1. nie podano pomiaru jakiego mRNA przedstawia tabela i u jakich
owiec,

30. str 69 — brak oméwienia zdjecia i odniesienia w tekscie,

31. str 92 — pisownia nazwiska Lewis 1994

32. str 101 — btad w pisowni uktadu kortykoliberynergicznego,

33. str 104 — ktéra praca Turzillo i wsp. jest tu cytowana?

34. str 109 —uzycie okreslenia dodatnia korelacja uwazam za niewlasciwe, poniewaz nie
wykonywano testow okreslajacych t¢ korelacje. Wiasciwiej byloby uzy¢ okreslenia -

Istnienie wspéizalezno$ci migdzy zmianami......

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu “Oceny pracy” nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane wyniki wzbogacaja
nasza dotychczasowa wiedzg o nowe informacje na temat procesow zaangazowanych w
kontrole aktywnosci uktadu gonadotropowego owiec na poziomie molekularnym. Przyczyniaja
sie takze do lepszego poznania mechanizmu dzialania stresu na biosynteze i wydzielanie
GnRH/LH u tego gatunku. W ocenianej pracy Doktorantka wykazata si¢ opanowaniem
szerokiego warsztatu badawczego, szczegélnie w zakresie technik biologii molekularnej,
zrozumieniem rozpatrywanych probleméw i znajomoscia piSmiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan. Nalezy szczegélnie podkresli¢, ze wickszo$é wynikow pracy doktorskiej
zostala juz opublikowana w specjalistycznych polskich (2) i migdzynarodowych (3)
czasopismach, umieszczonych na liScie czasopism indeksowanych przez Filadelfijski Instytut
Informacji Naukowej (Institute of Scientific Information). Doktorantka jest pierwszym autorem
w 4 publikacjach i pierwszym wspotautorem w jednej publikacji. Zgodnie ze stanowiskiem
Centralnej Komisji Do Spraw Stopni i Tytuléw wcze$niej opublikowane wyniki badan moga
byé wykorzystane w rozprawie doktorskiej.

Przedstawione w recenzji uwagi i zapytania nie zmieniaja pozytywnej oceny pracy,
wskazuja jedynie na pewne niedociagnigcia zwigzane z procesem pisania pracy oraz stanowig
glos w dyskusji nad wieloetapowym procesem centralnej regulacji funkcji rozrodczych w

stanach fizjologicznych i w stanie stresu.



WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny praca mgr Magdaleny Olgi Cechanowskiej pt. ”Ekspresja
genéw GnRH i receptora GnRH w ukladzie podwzgérzowo-przysadkowym owcy w réznych
stanach fizjologicznych; wplyw czynnikéw stresogennych” spelnia wszystkie wymagania —
okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki — stawiane pracom doktorskim i w zwiazku z powyzszym
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im Jana
Kielanowskiego, PAN w Jablonnie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Magdaleny Olgi
Ciechanowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie stawiam

whniosek o wyréznienie pracy.
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