Katedra Biotechnologii Srodowiskowej

Prof. dr hab. Adriana Nowak Lédz, 08.05.2025 .
Katedra Biotechnologii Srodowiskowej

Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechnika t.6dzka

ul. Wolczanska 171/173

90-530 Lodz

RECENZJA
pracy doktorskiej mgr inz. Patrycji Kowalskiej
pt.: ,,Pecherzyki zewngtrzkomorkowe mikroorganizmow
niepatogennych — charakterystyka oraz wplyw na komdrki ludzkie”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykéw
Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej,
w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych, w dyscyplinie biotechnologia,
pod kierunkiem promotor dr hab. Jolanty Mierzejewskiej, prof. uczelni
oraz promotor pomocniczej dr Malgorzaty Milner-Krawczyk

Podstawa opracowania recenzji
Ocene pracy doktorskiej wykonano na podstawie decyzji Rady Naukowej Dyscypliny

Biotechnologia Politechniki Warszawskiej podjetej na posiedzeniu 18 marca 2025 r.

Uzasadnienie podjecia tematu

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs) odgrywaja coraz
wigkszg role w badaniach nad terapia przeciwnowotworows. Ich zdolno$¢ do przenoszenia
biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych migdzy komorkami sprawia, ze sg one potencjalnymi
nos$nikami lekow, biomarkerami oraz narzedziami do modulacji odpowiedzi immunologiczne;j.
EVs moga by¢ wykorzystane jako naturalne nanonosniki do dostarczania lekow
przeciwnowotworowych, takich jak doksorubicyna lub paklitaksel. Ich niewatpliwg zaletg jest
mozliwo$é dostarczania lekow do specyficznych komoérek nowotworowych. Wyzwania

i ograniczenia w stosowaniu EVs to standaryzacja metod ich izolacji oraz charakterystyki, niska



wydajnos¢ produkcji na skale przemystowa oraz potencjalna immunogennos¢ i bezpieczenstwo
kliniczne. Badania nad EVs u drozdzy do tej pory skupiaty sie gtdwnie na patogenach, takich
jak Candida albicans, ale coraz wigcej uwagi poswieca sie¢ drozdzom o znaczeniu
przemystowym, w tym Saccharomyces cerevisiae var. boulardii oraz Kluyveromyces
marxianus. Mimo ze badania nad EVs K. marxianus znajdujg si¢ nadal na wezesnym etapie,
istniejagce dowody sugeruja, iz gatunek ten moze by¢ zrédlem EVs o potencjale
biotechnologicznym i terapeutycznym. Z kolei EVs S. boulardii wykazuja korzystne cechy jako
bezpieczne i efektywne nosniki bioaktywnych czasteczek, z potencjatem zastosowania
w medycynie, w tym w terapii nowotworéw, modulacji odpowiedzi immunologicznej oraz
terapii genowej. EVs produkowane przez bakterie Janthinobacterium lividum stanowia
obiecujacy obszar badan ze wzgledu na ich zdolno$¢ do transportu bioaktywnych zwigzkow,
takich jak wiolaceina oraz potencjalne zastosowania terapeutyczne. Niniejsza rozprawa
doktorska koncentruje sie na EVs produkowanych przez mikroorganizmy niepatogenne
(drozdze S. boulardii i K. marxianus oraz bakterie J. lividum), ktére nie byty pod tym katem
charakteryzowane w warunkach hodowli oraz w modelu badawczym zastosowanym przez
Doktorantke — Panig Patrycje Kowalska.

Badania podjete w niniejszej pracy wpisujg si¢ w trend poszukiwania nowych,
skutecznych lekdéw przeciwnowotworowych, w tym nosnikéw bioaktywnych czasteczek
w terapii r6znych schorzen, ktéry jest wcigz rozwijajacym sie i wiodacym kierunkiem badan

na $wiecie. Podjecie analiz w niniejszym zakresie uwazam za wysoce uzasadnione.

Formalna ocena pracy

Praca doktorska mgr inz. Patrycji Kowalskiej to opracowanie obejmujace 213 stron
maszynopisu, zawierajace 58 rysunkow (wykresow, fotografii i schematow), 21 tabel oraz
dodatkowo 2 rysunki i 2 tabele dotgczone do zalgcznika. Uktad rozprawy jest wlasciwy dla prac
eksperymentalnych i zawiera nastepujace rozdzialy: streszczenie 1 stowa kluczowe w jezyku
polskim i angielskim, cel oraz hipoteza badawcza pracy, wstep, materialy i metody, wyniki
i dyskusja, podsumowanie i perspektywy dalszych badan, bibliografia, wykaz skrétow, spis
rysunkow, spis tabel, spis zatacznikdw, zatgezniki.

Tytul rozprawy zostal sformutowany wiasciwie. Cel i zakres pracy oraz hipoteza
badawcza zostaly przedstawione prawidlowo. Doktorantka zacytowata w pracy 260
aktualnych, anglojezycznych pozycji literaturowych o tematyce $cisle zwigzanej z rozprawa,

z ktorych ok. 52% pochodzi z lat 2020-2025.



Ocena merytoryczna pracy

We ,,Wstepie” liczacym 19 stron Doktorantka szczegoélowo opisata EVs: biogenezg ich
powstawania, mechanizmy pobierania ze S$rodowiska, metody izolacji, charakterystyke
i mozliwosci modyfikacji. Krotko oméwita réwniez probiotyki oraz bakterie niepatogenne
i produkowane przez nie EVs. W rozdziale tym Doktorantka uzasadnila podjecie tematu
niniejszej pracy. Cze$é teoretyczna jest bardzo dobrym wprowadzeniem do czesci
do$wiadczalnej. Zostata ona wzbogacona starannie opracowanymi schematami graficznymi
(rysunkami 1-6).

Rozdziat ,,Materialy i metody” przedstawia bardzo szczegdtowo opisane materialy oraz
zastosowane metody badawcze i liczy az 34 strony. Doktorantka wykorzystata w badaniach
drobnoustroje z 3 rodzajow (drozdze oraz bakterie) oraz 5 linii komdérkowych (prawidlowych
i nowotworowych). Pani Patrycja Kowalska w sposob wrecz recepturalny i encyklopedyczny
opisata poszczegélne metody, wiele zagadnien ujeta w postaci przejrzystych 7 tabel oraz 5
schematow. Techniki badawcze zastosowane przez Doktorantke oceniam bardzo wysoko,
sa one nowoczesne, powszechnie uznane i stosowane w badaniach biotechnologicznych.
Obejmowaly one m.in.: rézne metody izolacji pecherzykow zewngtrzkomorkowych oraz
oszacowanie wydajnosci ich produkcji, analize ich wielkosci i liczby z zastosowaniem NTA
(ang. nanoparticle tracking analysis), NTA z barwnikami fluorescencyjnymi oraz DLS (ang.
dynamic light scattering), obrazowanie pecherzykow przy uzyciu mikroskopii elektronowe;,
mikroskopie fluorescencyjna, wykorzystanie sondy fluorescencyjnej dcFDA do okredlania
ROS, cytometrii przeptywowej oraz qPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction).
Prawidlowo dobrane metody badawcze umozliwily realizacj¢ celow i1 zatozen prac
eksperymentalnych bedacych czescia rozprawy doktorskiej przedstawionej do oceny.

Kolejny rozdziat to ,,Wyniki i dyskusja” obejmujacy 57 stron maszynopisu. Bardzo
przydatnym w recenzji okazat si¢ schemat wraz z komentarzem na str. 103-104 przedstawiajacy
kolejne etapy badan realizowane w niniejszej dysertacji. Rozdzial ten podzielony jest na 3
podrozdzialy. W pierwszym z nich przedstawiono m.in. wyniki dotyczace réznych metod
izolacji, warunkéw przechowywania, wydajnosci produkeji, charakterystyki oraz morfologii
EVs z hodowli drozdzy S. boulardii i K. marxianus oraz bakterii J. lividum. W podrozdziale
drugim zawarto wyniki dotyczace wplywu mikrobiologicznych EVs na 4 linie komorkowe
jelita czlowieka, takie jak m.in.: zdolnosci EVs do interakcji z komérkami ludzkimi, wplyw
EVs na kondycje hodowli komérkowych (w testach MTT, ROS i CV) po 24h hodowli, indukcja
odpowiedzi dlugotrwalej (po 168h) w réznych wariantach, wplyw EVs na potencjal

nowotworowy komoérek oraz produkcja interleukin indukowana obecnoscia EVs pochodzenia
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mikrobiologicznego. Podrozdziat trzeci to wyniki dotyczace EVs jako nosnikow lekow
dotyczacy egzogennego tadowania zwigzkéw do EVs oraz testowania ich jako nosnikow do
opracowania DDS-EVs (ang. EVs-based drug delivery system). Sposrod wszystkich
przetestowanych przez Doktorantke metod izolacji EVs z ptynnych hodowli mikroorganizmow
wybrano ultrafiltracje, a najwydajniejszym producentem EVs okazaly sie¢ bakterie J. lividum.
Na podstawie przeprowadzonych testow wykazano, iz 24-godzinna inkubacja EVs
drozdzowych nie wplywala negatywnie na zadne sposrod badanych linii komoérkowych.
Natomiast po wydtuzeniu czasu hodowli komorek do 7 dni po 1-krotnej ekspozycji na EVs
zaobserwowano spadek liczebno$ci komoérek nowotworowych w hodowli oraz wzrost
liczebnosci komorek prawidlowych. Sposréd réznych metod tadowania zwigzkéow do
pecherzykéw wybrano tadowanie pasywne w obecnosci zwigzku, minimalizujgce stratg
pecherzykéw. Doktorantka wykazata réwniez pozytywny wplyw badanych drozdzy na
komorki prawidtowe oraz ich zdolno$¢ do hamowania rozwoju komorek nowotworowych.
Rozdzial ten jest wzbogacony o 10 rysunkow, ktére sa bardzo dobrej jakosci zdjeciami
z obrazowania mikroskopowego (TEM, STEM, barwienie fluorescencyjne, zdjecia
przyzyciowe z hodowli). Wyniki zostaty omowione w sposéb prawidtowy, zrozumialy, spojny
i logiczny. Pani Patrycja Kowalska przeprowadzita zwiezla analize i dyskusje wynikow
wlasnych w $wietle badaf innych autoréw, ktéra Swiadezy o wiedzy Doktorantki
w dyscyplinie biotechnologia oraz jej umiejetnosci do samodzielnego prowadzenia pracy
naukowe;j.

Ostatni rozdziat dysertacji zatytutowany ,,Podsumowanie i perspektywy przyszlych
badan” przedstawia zwiezty opis podjetych badan oraz wskazuje na przyszlte mozliwe do
zrealizowania cele badawcze z nim zwigzane.

Chciatam podkresli¢, iz badania wykonane przez Doktorantke w réznych ukfadach
doswiadczalnych sg niezwykle obszerne, czaso- i pracochlonne. Tego typu eksperymenty z
liniami komdrkowymi oraz mikroorganizmami wymagajg procesjonalnego warsztatu
badawczego oraz odpowiedniego przygotowania i umiej¢tnosci planowania. Uwazam, ze
niniejsza rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom wiedzy merytorycznej
i praktycznej Doktorantki w dyscyplinie biotechnologia.

Badania realizowane przez Panig Patrycje Kowalska byly prowadzone m.in.
z: Instytutem Biochemii i Biofizyki Panstwowej Akademii Nauk, Instytutem Biologii
Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk, Wydziatem Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego, a takze Centrum Zaawansowanych Materiatow 1 Technologii CEZAMAT



Politechniki Warszawskiej, co $wiadczy o umiejetnosci wspdtpracy Doktorantki z réznymi
zespotami badawczymi.

Zrodta finansowania niniejszych badan pochodzily z projektow: OPUS 25 NCN
(,,Pecherzyki zewngtrzkomdrkowe drozdzy probiotycznych jako nosniki biologicznie aktywnych
molekul przekazywanych do komdérek ludzkich w przewodzie pokarmowym”); BIOTECHMED-
2 Advanced (,Pecherzyki zewngtrzkomdrkowe drozdzy probiotycznych jako nosniki
biologicznie aktywnych substancji” finansowane w ramach projektu IDUB) oraz
MINIATURA-5 NCN (,,Pecherzyki zewngtrzkomorkowe Janthinobacterium lividum jako
nosniki wiolaceiny - substancji o udowodnionym dzialaniu terapeutycznym™), w ktoérych
Doktorantka brata udziat.

Doktorantka moze pochwali¢ sie bogatym doswiadczeniem zawodowym. W latach
2018-2020 pracowata w Fundacji Badan i Rozwoju Nauki jako technik naukowiec w projekcie,
Nastepnie do 2023 r. w Polskim Banku Komoérek Macierzystych S.A., a do 2024 r.
w Copernicus Diagnostics Sp. Z 0. 0. Obecnie pracuje w LabFarm Sp. Z o. o. Doktorantka
odbyla rowniez praktyki zawodowe w 4 placowkach zwigzanych z przemystem
biotechnologicznym oraz uczestniczyta w 4 kursach i szkoleniach. Dorobek naukowy
Doktorantki obejmuje 14 publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR, w dwéch z nich
jest pierwszg autorka. Pani Patrycja Kowalska brata rowniez udzial w 4 projektach badawczych.

Reasumujgc, badania wykonane przez Panig Patrycje Kowalska oraz uzyskane wyniki
dostarczaja  innowacyjnej  wiedzy  dotyczacej  charakterystyki  pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych — wytwarzanych — przez wybrane szczepy — mikroorganizmow
niepatogennych oraz ich wptywie na komérki ludzkie prawidlowe i nowotworowe. Prace
oceniam wysoko, a uzyskane wyniki sg wartosciowe pod wzgledem poznawczym. Posiadajg
réwniez silny potencjat aplikacyjny i stanowig oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Wedtug mojej opinii cel naukowy zostal zrealizowany. Rozprawe doktorskg oceniam

pozytywnie.

Uwagi i pytania
Praca doktorska zostala napisana starannie, cho¢ zawiera usterki, ktére w mojej opinii
nie wpltywajg na warto$¢ badan oraz rozprawy przedstawionej do oceny. Niemniej jednak,
zgodnie z zaleceniami zawartymi w ,,Dobrych praktykach w recenzjach rozpraw doktorskich”,
ktore otrzymatam od Politechniki Warszawskiej jestem zobowigzana o nich napisac:
1. W podrozdziale ,2.2.1. Warunki probiotycznosci mikroorganizméw” (str. 28)

Doktorantka podaje nie do konca prawidtowa definicj¢ probiotykow: ,.Probiotykami
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nazywa sig zywe mikroorganizmy, kitore przynoszq korzysci zdrowotne dla gospodarza™
bez powolania si¢ na zrédto. Tymczasem powinna przytoczy¢ definicje probiotykow
wedtug International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics z 2014 roku:
Zywe mikroorganizmy, ktére podane w odpowiednich ilosciach przynoszq korzysci

zdrowotne dla gospodarza™ (Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G. R., Merenstein, D. J., Pot,
B., Morelli, L., Canani, R. B., Flint, H. J., Salminen, S., Calder, P. C., & Sanders, M. E. (2014). Expert

consensus document. The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics consensus

statement on the scope and appropriate use of the term probiotic. Nature Reviews. Gastroenterology &
Hepatology, 11(8), 506-514).

We ,,Wstepie” (str. 29) Doktorantka wymienia ,,m.in. bakterie z rodzajow (...), a takze
Escherichia coli...”. E. coli to gatunek. W Kkolejnym zdaniu .Przykiadem
mikroorganizmu zaliczanego do tej ostatniej grupy jest Saccharomyces cerevisiae var
boulardii”, majgc na mysli drozdze z rodzaju (nie z grupy) Saccharomyces
z poprzedniego zdania. Ponadto widnieje nieprawidlowa nazwa gatunkowa ,dificile”,
zamiast ,difficile”.

Na str. 30 Doktorantka dwukrotnie uzywa terminu ,,mikroflora” w odniesieniu do
mikrobioty jelitowej, co nie jest poprawne. W dalszej czesci pracy Doktorantka uzywa
juz prawidtowego sformulowania tj. ,,mikrobiota™.

Zdanie na str. 16 ,,Co wiecej pecherzyki posredniczq takze w komunikacji pomiedzy
komorkami réznego rodzaju, np. EVs komdrek prokariotycznych i odbierajgce je
komérki eukariotyczne (m.in. podczas modulacji odpowiedzi immunologicznej)” jest
niejasne.

Zdanie na str. 17 ,,Badania nad pecherzykami zewngtrzkomorkowymi z roku na rok sq
coraz bardzo szybko postgpujg...” jest niepoprawne.

W podtytule 2.1.3. czy powinno by¢ ,przez”?

Na str. 22 Doktorantka uzywa zargonu laboratoryjnego ,pod posiadang probke”.
Zargon laboratoryjny jest réowniez obecny w kilku innych miejscach tekstu, np. na str.
541 55: ,, ...0glgdano je pod mikroskopem z obiektywem...” lub .,...oglgdano preparat
pod obiektywem...”; na str.80 ....oglgdano na mikroskopie fluorescencyjnym...”; str.84
.. Wysiano na butelki hodowlane...”.

Na str. 30-31 zdanie ,,Wykazano w nich, ze bakterie mogq dostarczaé bakteriocyny za
posrednictwem pecherzykéw zewngtrzkomérkowych i w ten sposéb zabijac¢ inne

bakterie” zawiera sfomutowania nie brzmigce naukowo.
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Na str. 31 zdanie ,Natomiast pecherzyki z Lactobacillus druckerii nie tylko
przyspieszajq gojenie si¢ zapobiegajg tworzeniu si¢ blizn” jest niepoprawnie
sformutowane.

Doktorantka stosuje nowa nomenklature bakterii z rodzaju ..Lactobacillus”, ale
niekonsekwentnie; na str. 31 uzywa ,Lactobacillus plantarum™  zamiast
.Lactiplantibacillus plantarum”.

Na str. 31 wyrazenie .,...EVs pokonaly nie tylko caly organizm...” jest nie do konca
poprawne i mozna je zrozumie¢ dwuznacznie.

Na str. 31, czy zdanie ,,Na podstawie przytoczonych przykladow mozna zakladac¢, ze
badania nad pecherzykami zewngtrzkomdrkowymi produkowanymi przez drozdze
probiotyczne réwniez bedg wykazywaly bardzo réznorodny i pozytywny wplyw na
organizm’ nie powinno brzmie¢ nastepujaco: ,,Na podstawie przytoczonych przyktadéw
mozna zakladaé, ze pecherzyki zewngtrzkomdrkowe produkowane przez drozdze
probiotyczne réwniez bedg wykazywaly bardzo réznorodny i pozytywny wplyw na
organizm™?

Na str. 55: czy piszac .....ponizsze réwnanie (1)...” Doktorantka ma na mysli rownanie
podane na str. 537

Podpis do Tabeli 3 na str. 61 nie powinien zaczyna¢ si¢ od frazy ,,W ponizszej tabeli
zestawiono...’.

Pkt. 3.3.24. na str. 77. Na jakiej podstawie wybrano stgzenie 100 uM dla kontroli
pozytywnej (t-BHP) oraz 5 mM dla kontroli negatywnej (GSH)? Czy byly wczesniej
wyznaczane stezenia np. I1Cgo, ICso, IC20?

Pkt. 3.3.25. na str. 78: czy w zdaniu ,,Piytki z komorkami po spektrofotometrycznym
odczycie fluorescencji (punkt 3.3.23.)...” nie powinien by¢ ,,punkt 3.3.24”7 Punkt 3.3.23
dotyczy testu MTT i odczytu absorbancji.

W pkt. 3.3.25. na str. 78 Doktorantka uzywa nieprecyzyjnego okreslenia ,,/liczebnos¢
hodowli”. Zamiast tego powinna stosowacl ,.liczebnos¢ komérek w hodowli”. Pozniej
w opisie wynikow rowniez stosuje to pojecie.

Drozdze K. marxianus, cho¢ posiadajg status GRAS, nie sa klasyfikowane jako
probiotyki w takim sensie, jak szczep drozdzy S. boulardii CNCM 1-745 lub niektore
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus. Gatunek K. marxianus wykazuje pewne
wlasciwosdci probiotyczne, ktore sprawiaja, ze jest przedmiotem badan w tym
kontekscie. K. marxianus WUT240 zastosowany przez Doktorantke nie jest szczepem

probiotycznym wedlug wytycznych FAO/WHO, poniewaz nie ma w pelni
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udokumentowanego, potwierdzonego klinicznie dziatania prozdrowotnego u ludzi.
7 uwagi na powyzsze poprawnie jest uzywac¢ wobec takich mikroorganizméw terminu
.potencjalnie probiotyczne”. Prosze o komentarz.

W metodyce brak jest podrozdzialu z opisem zastosowanych analiz statystycznych.
Rozumiem, 7e takowa analiza byla przeprowadzona, wynika to z podpiséw pod
wieloma wykresami, np. nr 35-39 lub z opiséw w tekscie. Jakie testy byly uzywane
w tym celu? Czy analiza byta przeprowadzana tylko na jednym poziomie istotnosci?
Dlaczego?

Na str. 128 Doktorantka pisze: ,,Przy najwyzszej zastosowanej ilosci pecherzykow
(1,8:105 EVs/komérke) zaobserwowano produkcje ROS na poziomie o 31% wyzszym
niz w hodowli kontrolnej (Rys. 36. b.)”. Czym moze to by¢ spowodowane?

Na str. 130 Bacteroidetes oraz Firmicutes to paylum (typ), ktorego nie uzywa si¢ razem

2

Z ,Spp.”.
Tytut osi Y na rys. 39 (str. 134) powinien by¢ ,liczebnos¢ komérek w hodowli
testowej...”

Na str. 137 w odniesieniu do komorek ssaczych powinno si¢ uzywaé pojecia
,wodniczki”, a nie ,,wakuole”.

Rozumiem, iz zwiezta dyskusja wynikow jest spowodowana brakiem lub mata liczba
publikacji w obszarze niniejszego tematu, zgodnie z informacjami przedstawionymi na
rysunku 1. Prosz¢ o komentarz.

Ograniczenia w stosowaniu EVs to niska wydajnos¢ produkeji na skale przemystows.
Prosze Doktorantke o komentarz w §wietle otrzymanych wynikow.

W pracy nie znalaztam rozdziatu pt. ,,Wnioski”. Jakie wnioski szczegdtowe 1 ogdlne
moze Pani wyciggnaé z przeprowadzonych badan?

Wedlug mojej oceny podpisy pod rysunkami 2, 3, 4, 6, 15, 16, 17 oraz 19 nie powinny
zaczynaé sie od wyrazu ,,Schemat...”. Z kolei podpisy pod rysunkami 23, 35, 47 oraz

)

48 nie powinny zaczyna¢ si¢ od frazy ,,Wyniki (...) przedstawiajgce...”, a podpis
rysunku 56 od ,,Zdjecia...”.

Doktorantka wielokrotnie stosuje styl osobowy wobec przedmiotow martwych, np.
wwiolaceina ma” (str. 32), ,mediatory majg” (str. 33), podczas gdy styl naukowy
wymaga raczej stosowania stylu bezosobowego (np. wykazuje, itp.).

W pracy obecne sg drobne btedy stylistyczne, gramatyczne, edytorskie i interpunkcyjne.



Whioski koncowe

W mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia wymagania
merytoryczne i formalne stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2018 r.
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, art. 187 (tekst jednolity: Dz.U. z 2024 1., poz. 1571

ze zm.).

Zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Biotechnologia Politechniki Warszawskiej

z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszezenie Pani mgr inz. Patrycji Kowalskiej

hhdbroa Ubeugs.

Prof. dr hab. Adriana Nowak

do dalszych etapow w postepowaniu doktorskim.



