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Nanotechnologia to dynamicznie rozwijajaca si¢, multidyscyplinarna dziedzina nauki,
taczaca w sobie zazwyczaj obszary przemystu i medycyny, a takze posrednio i bezposrednio
zwigzane z nimi dziedziny. Nanotechnologia rozwija si¢ intensywnie od lat 90-tych ubiegtego
wieku, i w tym czasie dokonano wielu postepéw, przechodzac od badan podstawowych i
eksperymentalnych do badan klinicznych i praktycznych jej zastosowan. Obecnie odgrywa
istotng role w diagnostyce, terapii, a takze monitorowaniu i kontroli réznych ukladéow
biologicznych, a nanoczasteczki, takie jak polimery, kompleksy metali, liposomy, micelle,
dendrymery, mikrokapsultki czy lipoproteiny sa wykorzystywane w celu poprawy dostarczania
lekow czy zwigkszenia ich stabilnosci.

W kontekscie farmacji, nanotechnologia znajduje zastosowanie w badaniach nad droga
podania leku, nowych formach lekéw oraz strukturze chemicznej substancji aktywnej,
prowadzac do opracowania lekéw o obnizonej toksycznosci. Jednym z czesciej opisywanych
aspektow zastosowania nanotechnologii w farmacji jest jej rola w biodystrybucji, dzis
nanotechnologia umozliwia precyzyjne skierowanie leku w zamierzony obszar biologiczny,
minimalizujac skutki uboczne i zwigkszajac skutecznos¢ terapii.

Produktami nanotechnologii sg nanoczastki, ktore zgodnie z definicja stanowig,
przynajmniej w jednym wymiarze, struktury o rozmiarach do 100 nm. Nanostruktury
charakteryzujg si¢ wyjagtkowymi wlasciwosciami, znajdujgc zastosowanie zaréwno w terapii

(leczenie celowane, fotouczulanie, hipertermia), jak i w diagnostyce (detekcja, obrazowanie)
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roznych chor6b, zwlaszcza nowotworowych, otwierajgc nowe perspektywy ich

terapeutycznego zastosowania. Nosniki lekéw budowane na bazie nanoczastek sa najczgsciej

strukturami zlozonymi z rdzenia oraz powloki, ktéra to moze by¢ modyfikowana poprzez
funkcjonalizacje grup powierzchniowych za pomocg ligandéow nakierowujacych badz/takze
ugrupowan chemicznych shuzacych do kompleksowania substancji aktywnej, np. leku,
poprawy kompatybilnosci itp. W pismiennictwie szczegdlne znaczenie nadano inteligentnym
systemom kontrolowanego dostarczania lekéw (SDDS) oraz terapii celowanej (TT).

W mojej opinii, istnieje kilka kluczowych powodéw, dla ktérych praca ,,Doswiadczalne
oraz farmakoekonomiczne aspekty polimerowych no$nikow lekow™ jest istotna:

a) nanotechnologia w medycynie jest obszarem dynamicznym, a jej zastosowania stale si¢
rozwijajg; wiele zastosowan nanotechnologii pozostaje na etapie badan laboratoryjnych i
wezesnych badan klinicznych, bedgc jednoczesnie inspiracja dla innych badan,

b) nanoczastki (ze wzgledu na swoje specyficzne wlasciwosci fizykochemiczne: rozmiar,
ksztalt, powierzchnia wlasciwa oraz biologiczne: kontrolowane uwalnianie,
kompatybilnos¢) moga by¢ projektowane jako nosniki lekow, ktore dostarczajg cytostatyki
bezposrednio do komérek nowotworowych; dzieki temu minimalizuje si¢ uszkodzenia
zdrowych tkanek,

¢) nanoczastki mogg by¢ wykorzystane w terapii fotodynamicznej, gdzie specjalnie
skonstruowane czgsteczki absorbujg $wiatlo i przekazuja je do cytostatykow; swiatlo
aktywuje leki, co zwieksza ich toksyczno$¢ wobec komoérek nowotworowych,

d) mikro- i nanoroboty medyczne moga by¢ programowane do przemieszczania si¢ w
organizmie 1 dostarczania cytostatykow bezposrednio do obszaréw dotknigtych
nowotworem; mogg by¢ kontrolowane zdalnie, co pozwala na bardziej precyzyjne
dostarczanie lekow,

e) nanoczastki mogg pehli¢ role czujnikéw, ktore reaguja na specyficzne warunki w
organizmie, takie jak pH czy obecnos¢ biomarkeréw nowotworowych, po wykryciu tych
warunkow nanoczgstki mogg uwalnia¢ cytostatyki w celu zniszczenia komorek
nowotworowych,

f) badania zwigzane z nowymi mozliwosciami zastosowania medycyny spersonalizowanej jak
réwniez przyblizanie aspektow farmakoekonomicznych dostarcza istotnych danych, ktore
moga by¢ wykorzystane w polityce zdrowotnej do redukcji kosztow towarzyszacych

calemu procesowi leczenia.

Kazdy z wymienionych powyzej powodéw, zostal opisany w ocenianej dysertacji.
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Recenzowana praca doktorska to liczaca 128 stron rozprawa, oparta o cykl spdjnie
tematycznych publikacji:

Milewska Sylwia, Niemirowicz-Laskowska Katarzyna, Siemiaszko Gabriela, Nowicki
Piotr, Wilczewska Agnieszka Zofia, Car Halina: Current Trends and Challenges in
Pharmacoeconomic Aspects of Nanocarriers as Drug Delivery Systems for Cancer
Treatment. International Journal of Nanomedicine, 2021: 16, s. 6593-6644, IF: 7.033,
MNiSW/MEIN: 140.0.

Milewska Sylwia, Siemiaszko Gabricla, Wilczewska Agnieszka Zofia, Misztalewska-
Turkowicz Iwona, Markiewicz Karolina Halina, Szymczuk Dawid, Sawicka Diana, Car
Halina, Lazny Ryszard, Niemirowicz-Laskowska Katarzyna: Folic-acid-conjugated
thermoresponsive polymeric particles for targeted delivery of S-fluorouracil to CRC cells.
International Journal of Molecular Sciences, 2023: 24(2), 1364, s. 1-25, IF: 6.208,
MNiSW/MEIN: 140.0.

Pierwsza jest praca przegladowa odzwierciedlajgca nowe mozliwosci oraz wyzwania
leczenia nowotworu jelita grubego z wykorzystaniem nanotechnologii oraz medycyny
spersonalizowanej, jak rowniez przyblizeniem aspektéw farmakoekonomicznych takich
rozwigzan, czyli kosztow towarzyszacych catemu procesowi leczenia. Druga praca jest praca
oryginalnag, w ktorej zostaly ocenione mozliwosci zastosowania nowych nosnikéw
polimerowych sfunkcjonalizowanych kwasem foliowym do ukierunkowanego dostarczania 5-
fluorouracylu (5-FU) w terapii nowotworow jelita grubego w modelu in vitro. Wymienione
powyzej prace znajdujg si¢ w bazie czasopism naukowych i recenzowanych materialow z
konferencji migdzynarodowych sporzadzonych zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego w sprawie sporzadzania wykazoéw wydawnictw monografii naukowych
oraz czasopism naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji miedzynarodowych
(Dz. U. poz. 2152 oraz z 2019r. poz. 335). Znajduja si¢ rowniez na Liscie Filadelfijskiej oraz
w bazach naukowych Medline i SCOPUS. Sumaryczny Impact Factor dla cyklu publikacji jest
bardzo wysoki i wynosi 13.241, faczna liczba punktow wedtug listy czasopism punktowanych
Ministerstwa Edukacji i Nauki to 280 punktow.

Sktadajgca si¢ z 13 rozdzialdéw rozprawe, ktérej podstawa sg wyzej wymienione
artykuty, zgodnie z trescig pracy, zatytutowano ,.Doswiadczalne oraz farmakoekonomiczne
aspekty polimerowych nosnikoéw lekow™. Jej struktura jest typowa dla prac doktorskich
opartych na dorobku w postaci opublikowanych artykutow naukowych 1 zawiera kolejno
rozdziaty: 1. ,,Wykaz publikacji bedacych podstawag rozprawy doktorskiej” (strona 4), 2.

»Wprowadzenie” (strona 5), 3. ,.Cel pracy” (strona 11), 4. ,.Realizacja celow naukowych —



materialy, metody badawcze, wyniki badan” ( strona 12) wraz z podrozdziatami: 4.1. ~Materiat

i metody”, 4.1.1. ,,Polimerowe nosniki lekéw”, 4.1.2. ,.Synteza i charakterystyka wlasciwosci
fizykochemicznych”, 4.1.3. ,,Ocena whasciwosci biologicznych”, 4.2 »Wyniki” (strona 14), 5.
. Whnioski” (strona 22), 6. ,Literatura” (strona 23), 7. ,,Streszczenie w jezyku polskim™ (strony
30), 8. ..Streszczenie w jezyku angielskim” (strona 32), 9. ,.Current Trends and Challenges in
Pharmacoeconomic Aspects of Nanocarriers as Drug Delivery Systems for Cancer Treatment”
- praca 1 (strona 34), 10. ,Folic-acid-conjugated thermoresponsive polymeric particles for
targeted delivery of 5-fluorouracil to CRC cells” - praca 2 (strona 88), 11. .,Os$wiadczenie autora
rozprawy doktorskiej” (strona 114), 12. ,,O$wiadczenia wspotautorow rozprawy doktorskiej”
(strona 115), 13. ,,Dorobek naukowy” (strona 125) z podrozdziatami: 13.1. ,,Wykaz publikacji
stanowiacych rozprawe doktorskg™ (strona 125), 13.2. ,,Wykaz innych publikacji naukowych™
(strona 125), 13.3. ,Wykaz doniesiefi zjazdowych” (strona 126) oraz 13.4. ,Wykaz innych
aktywnosci naukowych” (strona 128).

Prace rozpoczyna dwu stronicowy ,,Wykaz stosowanych skrétéw” oraz ,,Wykaz
publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej”. Nastepny rozdziat to wprowadzenie do
tematu badawczego, prezentacja kontekstu i zaprezentowanie na tle innych, potencjalnego
znaczenia prac opublikowanych w doktoracie. Autorka prezentuje w nim zastosowanie
inteligentnych systeméw nanotargetingu jakimi sa polimerowe nosniki lekow, ktore zdaniem
doktorantki, moga przyczynié¢ sie do znacznej poprawy efektywnosci dostarczania substancji
czynnej zawartej w nosniku bezposrednio do miejsca zmienionego chorobowego. Moze to mie¢
rowniez przelozenie na poprawe skutecznosci leczenia oraz redukcji i nasilenia dziatan
niepozadanych takich jak, np. immunosupresja szpiku kostnego, ostra kardiotoksycznosc oraz
przewlekle zapalenie blony sluzowej jelit. Na podstawie przegladu literatury i pozyskanej
wiedzy, mgr Sylwia Milewska rozwaza, w projektowaniu systemow dostarczania lekow,
elementy sktadowe, w tym droge podawania, formulacje nosnikow i pozniejszy transport przez
btony biologiczne, profil molekularny nowotworu, obecnos¢ receptoréw powierzchniowych
jak rowniez szezegdélne warunki, jakie panujg w miejscu zmienionym chorobowo (pH,
temperatura). Podkresla opinie innych autoréw, ze trzeba wykorzysta¢ rozwigzania syntetyczne
pozwalajace na otrzymanie materialow wrazliwych na bodzce oraz podatnych na dalsza
funkcjonalizacje powierzchniowa, aby kontrola procesu dostarczania oraz uwalniania leku byta
osiagnieta w sposob ukierunkowany w miejscach objetych procesem patologicznym, w
odpowiedzi na okreslone warunki endogenne lub przy zastosowaniu bodzcow zewngetrznych.

Doktorantka zwraca tez uwage, na farmakoekonomiczny punktu widzenia. Wdrozenie

LML

S



nosnikow lekéw moze wplynaé na obnizenie kosztow bezposrednich i posrednich procesu
leczenia.

~Wprowadzenie” (wraz z pelnymi tekstami prac 1 i 2) dowodzi bardzo dobrej
znajomosci wybranej do badan problematyki. Wartos¢ tej czesSci rozprawy doktorskiej a tym
samym przygotowanie teoretyczne Doktorantki oceniam bardzo dobrze. Podkresimy:
wprowadzenie nanoczgstek do terapii 1 diagnostyki przyczynia si¢ do rozwijania
innowacyjnych strategii medycznych, a ich zdolno$¢ do precyzyjnego oddzialywania na
poziomie molekularnym otwiera nowe horyzonty w dziedzinie medycyny, prowadzac do
skuteczniejszych 1 bardziej zindywidualizowanych form leczenia oraz diagnozowania
réznorodnych schorzen. Cieszy, ze nanotechnologia w medycynie pod katem wdrozenia jest
poddana badaniom w Zaktadzie Farmakologii Doswiadczalnej kierowanym przez prof. dr hab.
n. med. Haling Car w ramach wspolpracy z Zakladem Polimeréw i Syntezy Organicznej
Uniwersytetu w Bialymstoku kierowanym przez prof. dr hab. Agnieszke Z. Wilczewska. Sadze,
ze podjecie przez Doktorantke badan, ktore w Swietle wiedzy zawarte] w biezacej literaturze
przedmiotu posiadaja cechy oryginalnosci, nie jest dzielem przypadku, ale wynikiem
wspoipracy Doktorantki z dr hab. n. med. Katarzyna Niemirowicz-Laskowska i dr n. chem.
Iwona Misztalewska-Turkowicz, ktére na przestrzeni ostatnich lat konsekwentnie prowadza
badania w tym zakresie.

Celem zasadniczym przeprowadzonych badan bylo rozpoznanie mozliwosci
zastosowania nowych termo wrazliwych nanoczgstek polimerowych sfunkcjonalizowanych
kwasem foliowym jako nos$nikéw 5-FU w terapii raka jelita grubego w modelu in vitro
wykorzystujacym linie komérkowe o zmiennej wrazliwosci na chemioterapeutyk. Ocene
aktywnosci biologicznej (tj. hemokompatybilno$é i cytotoksycznos$¢) przeprowadzono w
stosunku do reprezentantow komoérek gospodarza (1j. erytrocytéw, monocytow/makrofagdw,
kardiomiocytow, fibroblastow) jak rowniez do komérek raka jelita grubego o zréznicowanym
profilu molekularnym i wrazliwym na 5-FU. W kolejnym etapie analizowano wplywu
badanych nosnikéw na procesy proliferacji komorek nowotworowych oraz ich zdolnosci do
indukcji apoptozy badz nekrozy. Otrzymane wyniki oceniono analizujac wplywu zastosowania
rozwigzan na aspekty doswiadczalne i farmakoekonomiczne leczenia nowotworu jelita grubego
z wykorzystaniem polimerowych nosnikow lekow. W mojej opinie praca zostala logicznie
zaplanowana, a jej zalozenia i cele okreSlono jasno i precyzyjnie.

Rozdziat ,,Realizacja celow naukowych — materiaty, metody badawcze, wyniki badan”
wraz z podrozdziatami (4.1. Material i metody, 4.1.1. Polimerowe nosniki lekow oraz 4.1.2.

Synteza i1 charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych) opisujg synteze i charakterystyke,



w tym whasciwosci fizykochemicznych oraz cechy morfologiczne polimerowych nosnikow 5-
FU. Nosniki lekow byly otrzymane w wyniku reakcji kontrolowanej polimeryzacji
wolnorodnikowej RAFT/MADIX, kopolimery (PHEA-b-PNIPAAm) na bazie akrylanu 2-
hydroksyetylu (HEA) i N-izopropylokrylamidu (NIPAAm) byly nastgpnie modyfikowane
kwasem foliowym. Noéniki te wykorzystano do enkapsulacji S-fluorouracylu. Naste¢pnie
oceniono wydajnos¢ procesu enkapsulacji i zawarto$ci leku w nosnikach. W kolejnym etapie,
przy uzyciu technik i metod: chromatograficznych: SEC, technik spektralnych: NMR, ATR-
FTIR, UV—Vis, DLS, potencjal zeta oraz analiz termalnych: TGA, DSC i mikroskopowych:
SEM i TEM, noéniki opisano pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych oraz cech
morfologicznych. Kolejno szczegotowo scharakteryzowano otrzymane nosniki na poziomie in
vitro, w zakresie biokompatybilnosci z komérkami prawidtowymi badajac: erytrocyty ludzkie,
komorki monocytoéw linii THP-1, fibroblastow linii CRL-1475 oraz linii CCD-112 CoN oraz
kardiomiocytow linii H9C2 (2-1). Potencjal przeciwnowotworowy nosnikéw zbadano w
stosunku do komérek raka jelita grubego linii DLD-1, Caco-2 i HT-29, réznigcych si¢ profilem
molekularnym oraz wrazliwoscia na chemioterapeutyk (5-FU).

W kolejnym rozdziale Doktorantka szczegélowo opisuje uzyskane rezultaty, kladgc
nacisk na: wydajnos$¢ enkaptulacji okoto (53%), zawarto$¢ leku w nosnikach (9-12%),
jednorodno$¢ i homogenno$¢ kopolimeréw oraz biokompatybilnosé badanych kopolimeréw na
poziomie in vitro (m.in. hemokompatybilnosci no$nikow, aktywnosci metaboliczne) komorek,
zdolno$é do proliferacji, efekt cytotoksyczny). (Szczegélowy zapis prowadzonych badan
umieszczono w rozdziale 10. ,,Folic-acid-conjugated thermoresponsive polymeric particles for
targeted delivery of 5-fluorouracil to CRC cells” zawierajacy pelny tekst opublikowanej pracy).
W ostatnim etapie tej czesci dysertacji dokonano oceny potencjalu przeciwnowotworowego
zsyntetyzowanych kopolimeréw.

Aspekt farmakoekonomiczny badan, w optymalizacji farmakoterapii chorob
nowotworowych i racjonalizacji wydatkow ponoszonych na leczenie, ukazano w oparciu o dane
z baz: PubMed, Embase, Cochrane oraz z baz badan klinicznych: INFARMA, Europejska
Agencja Lekow czy U.S. National Library of Medicine. W tej czesci pracy zwraca wage
solidny, oparty na gruntownych podstawach warsztat pracy dobrze prezentujacy badany aspekt.
Moim zdaniem przedstawione wyniki badan (zamieszczone w doktoracie wraz z
wynikami z opublikowanych prac) sg przeprowadzone i udokumentowane wlasciwie.

Czes$¢ badawczag zamyka rozdzial zawierajacy nastepujace logicznie wnioski:

1. Nosniki na bazie kopolimeréw akrylanu 2-hydroksyetylu (HEA) i N-izopropylokrylamidu

(NIPAAm) sfunkcjonalizowane powierzchniowo ligandem nakierowujacym, tj.
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czasteczkami  kwasu foliowego charakteryzuja dobrze zdefiniowane wlasciwosci
fizykochemiczne i cechy morfologiczne, a takze biozgodnos¢ z komérkami gospodarza,
przez co sg obiecujgcym materialem do kreowania nanosystemow, ktorych zadaniem jest
selektywny transport leku oraz jego kontrolowane uwalnianie w miejscu docelowego
dziatania.

2. Enkapsulacja 5-fluorouracylu w polimerowym nosniku w sposéb istotny moduluje jego
cytotoksyczno$¢, poprawia kompatybilnos¢ cytostatyku w stosunku do komorek
niezmienionych nowotworowo.

3. Zastosowanie systemow dostarczania 5-FU wykazuje dziatanie protekcyjne na komérki
prawidtowe chronigc przed szkodliwym dzialaniem cytostatyku, co w konsekwencji moze
przetozy¢ sie na redukcje dziatan niepozadanych chemioterapii, takich jak np.
immunosupresja szpiku kostnego zwigzana z monocytopenia, ostra kardiotoksycznos¢ oraz
przewlekle zapalenie blony sluzowej jelit.

4. Nosniki z enkapsulowanym 5-FU wykazuja silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe niz
5-FU zastosowany w formie wolnej oraz wykazujg zdolno$¢ do uwrazliwienia komérek
nowotworowych na 5-FU, pomimo potwierdzonej opornosci na ten chemioterapeutyk.

5. Nanosystemy zawierajgce enkapsulowany chemioterapeutyk maja zdolno$¢ do indukceji
apoptozy 1 nekrozy w traktowanych komérkach nowotworowych, w tym w komérkach
charakteryzujacych si¢ fenotypem lekoopornosci.

6. W przypadku przelozenia otrzymanych wynikow na warunki kliniczne, przyczynitoby sig¢
to do zwigkszenia efektywnosci terapii, poprawy jakosci zycia, a w efekcie do wydluzenia
catkowitego czasu przezycia pacjentow.

7. Wprowadzenie nowych substancji i produktow leczniczych na rynek farmaceutyczny
takich jak nanosystemy, mogloby przyczyni¢ si¢ do zapewnienia tanszej i efektywniejszej
opieki medycznej, a wdroZzenie metody leczenia opartej na nanotechnologii moze by¢
przysztosciowym rozwigzaniem umozliwiajagcym pokonanie ograniczen konwencjonalnej
terapii przeciwnowotworowe;j.

Pokazujg, ze przeprowadzone badania mogg sta¢ si¢ kluczowymi obszarami, w ktérych
takie badania maja zasadnicze znaczenie. Z punktu widzenia pacjenta gléwng korzyscia
wynikajaca z wdrozenia nanoczgsteczek w opracowywaniu preparatéw leczniczych bedzie
poprawa bezpieczenstwa lekéw. Wprowadzenie nanotechnologii do leczenia raka z uzyciem
cytostatykéw ma potencjal zrewolucjonizowania terapii przeciwnowotworowej, poprawiajac
skutecznos$¢ leczenia i jednocze$nie minimalizujge skutki uboczne. Na koniec wspomng, ze

rozprawg, opartg o cykl prac, napisano poprawnym jezykiem, podkreslajac, bardzo wysoki IF.
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Podsumowanie
Wysoko pod wzgledem merytorycznym oceniam napisane przez mgr Sylwig¢ Milewska
opublikowane prace, wprowadzenie wraz z ukazaniem badanego obszaru i wnioski.
Podkreslam: Doktorantka prawidlowo omoéwita uzyskane wyniki pokazujac je na tle
pozycji literaturowych opublikowanych na podjety w pracy temat.
Stwierdzam, ze mgr Sylwia Milewska w czasie realizacji celow pracy doktorskiej
prawidlowo przeanalizowal pismiennictwo (szczegoélowo metodologicznie opisane
zwlaszcza w pracy 1), co wskazuje na dobrg orientacje w problematyce badawcze;j.
Otrzymane przez Doktorantke badania opublikowano w prestizowym, specjalistycznym
czasopismie naukowym o wysokim, wspotczynniku cytowalnosci, co wskazuje, ze badania
zostaly docenione nie tylko przez Recenzentéw z International Journal of Nanomedicine
oraz International Journal of Molecular Sciences, ale i innych naukowcdow.
Wraz z postgpem badan nad nanotechnologia, poszerzaja si¢ mozliwosci jej zastosowania
w dziedzinie farmacji, otwierajgc perspektywy na nowe, innowacyjne podejscia do leczenia

chorob oraz poprawe skutecznosei i bezpieczenstwa stosowanych terapii.

Przychylam si¢ do zdania, Zze przyszto$¢ medycyny i farmacji naleze¢ bedzie do
nanotechnologii. Prace ze wzgledu na jej aktualno$¢ i wigczenie si¢ w nurt badan, oceniam

bardzo wysoko, wnoszgc - zgodne z regulaminem - o wyréznienie jej.

Przekonana w pelni o oryginalno$ci dokonan Doktorantki i duzej wartodci poznawczej

rozprawy oraz wzorcowym opracowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska jest oryginalnym
rozwigzaniem 1 spelnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim wnosze¢, do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, o dopuszczenie mgr Sylwii Milewskiej do
dalszych etapéw post¢powania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych

i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki o zdrowiu.

dr hab. n. o zdr. Ewa Kleszczewska
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