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Podstawa: Decyzja Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz
stosowne pismo nr 405.510.10.2022 Pana Przewodniczqcego Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne prof. dr hab. Artura Michalaka.

Przedtozona do recenzji praca doktorska pt. ,Badanie oddziatywan wybranych
fosfolipaz z modelowymi membranami destruentéw glebowych” autorstwa Pani mgr Pauliny
Perczyk zostata zrealizowana w Zaktadzie Chemii Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie, w Zespole Fizykochemicznych Badan Srodowiskowych
pod kierunkiem dr hab. Marcina Broniatowskiego, prof. UJ, uznanego eksperta w modelowaniu
bton biologicznych i1 wykorzystaniu zwigzkéw powierzchniowo czynnych w ochronie
srodowiska.

Podczas oceny przedtozonej rozprawy doktorskiej brano pod uwage przede wszystkim:
(7) oryginalno$¢ badan i1 ich nowatorski charakter, (i7) trafno$¢ wyboru problemu badawczego,
(iii) metodologig, (iv) dobdér wykorzystanych metod i technik badawczych oraz (v) poprawnosé
interpretacji wynikéw, a takze ich dyskusji z uwzglgednieniem aktualnego stanu wiedzy.

Od pewnego czasu w dyskursie publicznym, jako proponowana nazwa obecnej epoki
geologicznej, funkcjonuje okreslenie antropocen, nawigzujace do destrukcyjnego
1 nieodwracalnego wpltywu dzialalno$ci czlowieka na funkcjonowanie proceséw
przyrodniczych, zachodzacych w skali catego globu. Na szczeg$cie widoczna jest coraz wigksza

swiadomos¢ spoteczna oraz intensyfikacja dziatan majacych na celu ograniczenie negatywnych
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skutkow naszej aktywnosci, jakie ponosi $rodowisko, a posrednio rowniez - ludzie. Istotne
zagadnienia w obszarze szeroko rozumianej ochrony przyrody wiazg si¢ z wdrazaniem nowych
technologii, ktore ogranicza emisje wszelkich zanieczyszczen, jak i tych, ktére zredukuja juz
istniejace 1 szkodliwe uboczne produkty dziatalnosci cztowieka.

Niezwykle waznemu, moim zdaniem, aspektowi prac zwigzanych z remediacja
skazonych gruntow poswigcona zostata rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Perczyk, ktora
postanowita opisa¢, jak wybrane enzymy hydrolizujace fosfolipidy oddzialujag na modelowe
membrany bioreduktoréw glebowych.

Oceniana dysertacja stanowi spojny tematycznie zbidr szeSciu artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych indeksowanych na liscie JCR wraz z opisem
zredagowanym w jezyku polskim. Cato$¢ pracy zawiera si¢ na 273 stronach maszynopisu i jest
podzielona na dwanascie rozdzialéw. Otwiera ja (1) Aktywnos¢ naukowa Doktorantki, gdzie
wyszczegolniono: publikacje, ktorych Pani mgr Paulina Perczyk jest wspotautorka, udziat
w konferencjach miedzynarodowych oraz wykaz artykutéw naukowych stanowiacych
podstawe rzeczonej rozprawy doktorskiej. Nastepnie przedstawiony jest (2) Spis uzytych
skrotow, (3) Streszczenie w jezyku polskim oraz (4) Abstract w jezyku angielskim. Dalsze
sktadowe polskojezycznego opisu to: (5) Czes¢ literaturowa, (6) Cel naukowy, (7) Omowienie
artykutow, (8) Podsumowanie i (9) Oswiadczenia wspotautorow, ktore koncza te czgs$¢ pracy.
Kolejny rozdziat (10) Publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej to przedruki
artykulow stanowiagcych osiagnigcie naukowe, uzupelione o (711) Aneks Materialy
uzupetniajqce (Supplementary Materials) do publikacji z cyklu. Cato$¢ domyka (12)
Bibliografia.

Wybrany przez Panig mgr Pauling Perczyk sposob przedstawienia i oznaczenia
wszystkich elementéw rozprawy umozliwia czytelnikom poprawng orientacj¢ oraz analize¢
zawartego w niej materialu badawczego, co jest bardzo istotne przy tak duzej ilosci
zaprezentowanych badan 1 znacznym stopniu ich ztozonosci.

Literaturowa czg$¢ Dysertacji Doktorantka podzielita na osiem podrozdziatow, ktore
nakreslaja podstawy teoretyczne prowadzonych badan oraz przyblizaja aktualny stan wiedzy
w tematyce pracy. W podrozdziale 5.1 Zanieczyszczenie srodowiska Autorka zdefiniowata
rézne typy emitowanych zanieczyszczen oraz przedstawila zagrozenia dla §wiata wynikajace
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z nadmiernego skazenia ekosystemoéw trwalymi zanieczyszczeniami organicznymi.
W kolejnym podrozdziale 5.2 Gleba i zanieczyszczenia gromadzqce si¢ w glebach Doktorantka
opisata problemy zwigzane z nadmierng iloscig trwatych zwiazkéw organicznych w glebie i ich
toksycznym wplywem na natywne mikroorganizmy. Zagadnienie to bylo kontynuowane
w czesci 5.3 Metody remediacji gleb. Bioaugmentacja., w ktorej Pani mgr Perczyk opisata
strategie stosowane w oczyszczaniu gleb, skupiajac si¢ w szczegdlno$ci na zasadach
prowadzenia skutecznej bioaugmentacji gleby. Nastepnie, w podrozdziale 5.4 Fosfolipazy
Autorka przedstawita t¢ grupe enzymoéw, opisujac ich funkcje oraz podziat w odniesieniu
do hydrolizowanych wigzan estrowych. Dopiero pod koniec czesci 5.4 Doktorantka wyjasnita
role fosfolipaz w procesie bioaugmentacji, sygnalizujac jednocze$nie motywacje podjetych
badan. Kolejny podrozdzial - 5.5 Bfony komorkowe organizmow zywych. Model plynnej
mozaiki po§wigcony zostal budowie blon biologicznych, gdzie Autorka pokrotce wyjasnita
zasade modelu plynnej mozaiki Singer’a - Nicolson’a, omawiajac jego trzy podstawowe
zatozenia. Nastepnie, w podrozdziale 5.6 Budowa bion komorkowych mikroorganizmow
glebowych Pani mgr Paulina Perczyk scharakteryzowata typy lipidow najbardziej
rozpowszechnione w btonach komoérkowych bakterii i grzybow. Opisata roéwniez budowe
takich bton, wskazujac réznice miedzy nimi. Kolejny podrozdziat 5.7 Modelowanie bion
komorkowych jest najbardziej obszerny tematycznie i w zwigzku z tym zostat podzielony na
dziesig¢ czgsci, w ktorych scharakteryzowano funkcjonujagce modele blon lipidowych.
Najwiece] uwagi zostalo pos§wiecone monowarstwom Langmuira jako jednowarstwowemu
modelowi blon biologicznych, ktoéry Doktorantka wykorzystywata w swoich badaniach.
Autorka przedstawila sposob ich tworzenia przy pomocy wagi Langmuira, skupiajac si¢ na
doktadnym wyjasnieniu poszczegélnych standéw monowarstwy w zaleznosci od stopnia jej
kompresji. Wyjasnita znaczenie parametru $cisliwosci w ocenie stanu fizycznego
monowarstwy oraz sposob analizy oddzialywan pomiedzy skladnikami w monowarstwie
w oparciu o termodynamiczne funkcje mieszania. Czes¢ Literaturowg zamyka podrozdziat
5.8. Metody badania monowarstw Langmuira, w ktorym omowiono pokrdtce wybrane techniki
wykorzystywane do charakterystyki monowarstw Langmuira i opisano bardziej szczegdétowo
te, ktore Doktorantka wykorzystywala w swojej pracy badawczej. Podsumowujac, czesé
literaturowg uznaje za poprawng w $wietle prowadzonej tematyki naukowej. Pozwolg sobie,
ul. Niezapominajek 8, 30-239 Krakow, Polska 3 Nr konta: Bank Gospodarstwa Krajowego

tel. +48 12 639 51 01, +48 12 425 19 23 PL 36 1130 1150 0012 1186 5820 0004
fax +48 124251923 NIP: 6750001805, REGON: P-000326351



PAN

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera

eI s HR EXCELLENCE IN RESEARCH
jedynie, podnie$¢ kwesti¢ wybranej przed Autorke struktury tej czesci. Mysle, ze korzystniej
byloby scali¢ trzy pierwsze podrozdzialy, tj.: 5.1, 5.2 i 5.3 w jeden, o wspdlnym tytule Wstep.
Taka zmiana pozwolitoby lepiej skupi¢ uwage na mysli przewodniej Dysertacji.

Dokonany przeglad literaturowy, podparty dobrze wybrang i aktualng bibliografia, stal
si¢ podstawg do zdefiniowania celu naukowego pracy Pani mgr Pauliny Perczyk, ktérym byto
opracowanie modeli blon komdrkowych bakterii i grzybow glebowych odpornych na dziatanie
wybranych fosfolipaz. Dodatkowo Doktorantka postanowita zbada¢ wplyw obecnosci
czasteczek trwatych zanieczyszczen organicznych (TZO) w membranie na ich podatno$¢ na
dziatanie fosfolipaz. Zostalo to opisane przez Autorke w rozdziale 6. Cel naukowy.

Wyszczegblnione przez Pania mgr Pauling Perczyk cele zostaly zrealizowane
w prowadzonych przez Nig badaniach, opisanych w rozdziatach 7. Omowienie artykutow. oraz
10. Publikacje wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej. W pracy oznaczonej 7.1.; 10.1.
Publikacja 1 zbadano wptyw sktadu modelowej grzybiczej btony komoérkowej w postaci
monowarstwy Langmuira na jej odporno$¢ na dziatanie fosfolipazy A2. Wytypowane modele
byly zbudowane wylacznie z fosfolipidow (cztery roznigce sie skladem typy blon)
lub z fosfolipidow i1 zadanej ilosSci ergosterolu. Doktorantka z powodzeniem wytypowata
modele o najwigkszej odpornosci na degradacje enzymatyczng oraz jednoznacznie udowodnita
pozytywny wplyw ergosterolu na odporno$¢ blony poprzez zwigkszanie stopnia jej
kondensacji. Dodatkowo, Autorka zdefiniowata trzy dwuwymiarowe fazy krystaliczne zalezne
od zawartosci ergosterolu. W 7.2.; 10.2. Publikacji 2 Pani mgr Paulina Perczyk kontynuowata
badania modelowych bton destruentow glebowych oraz ich oddziatywan z fosfolipaza A2,
odwzorowujac tym razem btony plazmatyczne bakterii Gram dodatnich oraz Gram ujemnych.
Wytypowane do badan dziewig¢ modeli réznilo si¢ sktadem trzech gtownych typoéw
fosfolipidow. Doktorantka w swojej pracy skupita si¢ na okresleniu, jak wzajemna proporcja
fosfolipidow z tych trzech klas wptywa na degradacj¢ enzymatyczng. Autorka wykazala,
iz obecnos¢ kardiolipiny w sktadzie btony zwigksza jej odpornos$¢ na dziatanie fosfatazy A2
oraz, ze najwazniejszg rol¢ w podnoszeniu odpornosci btony ma interakcja kardiolipiny
z fosfatydyloetanolaming. W kolejnej pracy, umieszczonej w omawianym cyklu, 7.3.; 10.3.
Publikacja 3. Autorka poszerzyta zakres swoich badan o inne lipazy, tj. a-toksyne (model
fosfolipazy C) oraz lipaze wyizolowang z grzyba glebowego Candida rugosa, skupiajac si¢
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na ich interakcjach z monowarstwami Langmuira o skladzie typowym dla bton komorek
bakterii i grzyboéw. Na podstawie przeprowadzonych prac Doktorantce udato si¢ uszeregowac
badane lipidy pod wzgledem stopnia odpornosci na dziatanie fosfolipazy C, szacujac stopien
hydrolizy wybranych lipidow w kontakcie z badanym enzymem. Jednocze$nie zaobserwowano
pozytywny wptyw kardiolipin na ochron¢ btony przed rozkladem katalizowanym przez
fosfolipazg C. Pozwolito to wytypowaé bakterie Gram dodatnie, zbudowane gtéwnie
z kardiolipin, jako potencjalnych kandydatow do wykorzystania w procesie bioaugmentacji.
W Publikacji 4 (podrozdziat 7.4 i 10.4) oraz Publikacji 5 (podrozdziat 7.5 i 10.5) Pani mgr
Paulina Perczyk opisata oddzialywanie innego enzymu pochodzenia grzybiczego o aktywnosci
Al — Lecitase ultra z réznymi klasami fosfolipidow btonowych. W pierwszej z nich
Doktorantka potwierdzita wpltyw stopnia kondensacji monowarstwy na aktywno$¢
enzymatyczng fosfolipazy. Podobnie jak w poprzedniej pracy, uszeregowata klasy fosfolipidow
pod wzgledem powinowactwa do badanego enzymu. Dodatkowy, istotny, wniosek
z prowadzonych badan dotyczyl powigzania szybkosci hydrolizy ze strukturg fancuchow
kwasow thuszczowych, od ktérej zalezy stopien kondensacji monowarstwy. W Publikacji 5
Autorka skupita si¢ na interakcji lipazy z jedno-, dwu- i wielosktadnikowymi modelami bton
cyjanobakterii, wykazujac, iz badany enzym degraduje glikolipidy budujace monowarstwy
oraz, ze preferencja substratowa zalezy od struktury polarnej czesci glikolipidu. Autorka
wytypowala réwniez uktad o najwigkszej odpornosci na degradacj¢ enzymatyczna.

W artykule zamykajacym cykl, Publikacja 6 (podrozdziat 7.6, 10.6) Pani mgr Paulina Perczyk
zbadala wplyw pewnych trwatych zanieczyszczen organicznych (TZO) na wlasciwosci
fizyczne wybranych modelowych bton oraz na ich interakcje z fosfolipazami C 1 Al.
Doktorantka wykazata, iz wlaczenie TZO do modelowych bton grzyboéw nieligninolitycznych
nie ma wpltywu na zmiany strukturalne blon pod wplywem fosfolipaz, co stanowi bardzo
obiecujace odkrycie w konteks$cie potencjalnej bioremediacji gleby.

Na uznanie zastuguje zmierzenie si¢ z tematyka nowatorska, nie majaca szerokiej bazy
literaturowej, zwlaszcza w kontek$cie duzego stopnia zlozonosci sktadu jakosciowego
membran i1 wptywu réznych czynnikow na zachodzace reakcje enzymatyczne. Potwierdza to
oryginalno$¢ badan Doktorantki. Prowadzone prace obejmowaly wiele aspektow
eksperymentalnych i zostalty przeprowadzone w sposob szczegdtowy 1 zgodny
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ze wspolczesnym stanem wiedzy przy poprawnym doborze metod i technik badawczych. Co
wigcej, wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej w znacznym stopniu
poszerzaja wiedz¢ w zakresie interakcji modelowych blon mikroorganizmoéw glebowych
z roznymi fosfolipazami. Pani mgr Paulina Perczyk wykazala si¢ dojrzata postawa naukowa
prowadzac badania w sposéb kompleksowy, pordwnujac wptyw wytypowanych enzymow
hydrolitycznych na wybrane typy destruentow o réznym (kontrolowanym) jako$ciowo
i ilosciowo sktadzie. Dzigki takiemu podej$ciu Doktorantce udato sie uzyskaé szczegdtowy
wglad w badane oddziatywania oraz opracowa¢ modele blon komdrkowych grzybow i bakterii
glebowych o znacznym stopniu odpornosci na rozktad hydrolityczny. Potwierdzeniem tego jest
rozdziat 8. Podsumowanie, w ktorym Autorka sformutowala najwazniejsze konkluzje
wynikajace z Jej pracy, udowadniajagc tym samym umiej¢tno$¢ poprawnej interpretacji
wynikow. Na szczegdlne podkreslenie zastuguja badania wpltywu pewnych trwatych
zanieczyszczen organicznych na wtasciwosci fizyczne blon oraz na ich odporno$¢ na hydrolize
katalizowang fosfolipazami PLC i PLA1.

Wyniki zawarte w rozprawie Pani mgr Pauliny Perczyk wraz z ich dyskusja rozbudzaja
ciekawo$¢ poznawcza i prowokuja do pewnych pytan. Najistotniejsze z nich przedstawie
ponizej.

1. Czy potrafi Pani skomentowa¢ (lub zna wyniki takich badan) jak na interakcje enzym-
lipidy wptyngtoby zastosowanie innego modelu btony lipidowej niz monowarstwa
Langmuira — np. biwarstwy lipidowe?

2. Czy moze Pani wyjasni¢ jaki mechanizm odpowiada za synergizm kardiolipiny
z fosfatydyloetanolaming w ochronie membrany przed hydroliza katalizowana przez
fosfolipaze?

3. Poniewaz otrzymane wyniki 1 wnioski z Pani badan sg obiecujace w kontekscie
prowadzenia realnych procesow remediacji, czy planuje Pani poszerzy¢ zakres
prowadzonych prac o — aplikacyjne, by¢ moze przy wspotpracy z innymi jednostkami

badawczo-wdrozeniowymi?

Poza wysokim poziomem merytorycznym rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny
Perczyk wyrdznia si¢ jakoscig edytorska i dbatoscig o szczegoly. Dysertacja zawiera niewielkg
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ilo§¢ literowek 1 btedow stylistycznych, ktére absolutnie nie umniejszaja wartoSci
merytorycznej dziela. Z obowigzku recenzenta zwrdce uwage na kilka uchybien, jakie
znalaztam w ocenianej rozprawie:
e pozycja podpisow tabel: powinny by¢é one umieszczane nad tabelami,
a w polskojezycznym opisie sg pod nimi;
¢ w jezyku polskim na koncu podpiséw rysunkow i tabel nie stosuje si¢ kropki;
e Angstrom nie jest jednostkg dtugosci w uktadzie SI, cho¢ oczywiscie — zwyczajowo - jest

uzywany w analizie wielu badan.

W mojej ocenie cele rozprawy Pani mgr Pauliny Perczyk zostaty osiagnigte, a biorac
pod uwage wysoka jako$¢ opisanych w niej badan naukowych, stanowi ona bardzo
warto$ciowy wklad w obecny stan wiedzy na temat oddziatywania fosfolipaz z modelowymi
btonami destruentow glebowych, co oceniam pozytywnie. Znajomos¢ literatury przedmiotu
oraz umiejetno$¢ analizy 1 interpretacji wlasnych wynikéw na tle §wiatowych badan §wiadcza
o dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz pozwalaja jednoznacznie pozytywnie oceni¢ ogdlng
wiedzg teoretyczng Autorki. Zastosowanie w pracy nowoczesnych i poprawnie dobranych
technik eksperymentalnych wraz z wlasciwym zaplanowaniem prowadzonych eksperymentéw
wskazuje natomiast na bardzo dobre opanowanie przez Panig mgr Pauling Perczyk warsztatu
badawczego 1 potwierdza Jej umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.
Formutujac wniosek koncowy chcialabym podkresli¢, ze moje uwagi nie maja wptywu na
zdecydowanie pozytywna ocen¢ niniejszej rozprawy doktorskiej, charakteryzujacej si¢
wysokim poziomem merytorycznym oraz przejrzystym i jasnym sposobem opracowania
tematu, dzigki czemu praca ta stanowi logiczng calo$¢. Przeprowadzone badania i uzyskane
wyniki, ze wzglgdu na aktualno$¢ i wage tematu, maja ogromng warto$¢ naukowa.

Reasumujac, przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Pauliny Perczyk pt.
,Badanie oddziatywan wybranych fosfolipaz z modelowymi membranami destruentéw
glebowych”, stanowi sformutowanie oryginalnego problemu naukowego i przedstawia jego
rozwigzanie oparte na aktualnej i rzetelnej wiedzy, a tym samym spelnia wszystkie kryteria
stawiane kandydatom do stopnia doktora, okre$lone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2020 r. z pdézn. zm.). Wnosze zatem
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do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie
Pani mgr Pauliny Perczyk do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia
naukowego doktora. Jednoczesnie, biorgc pod uwage jako$¢ wykonanych badan, jak i fakt, iz
ich wyniki zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach z listy JCR oraz - wysoka
aktywno$¢ naukowg poparta bardzo duzym dorobkiem publikacyjnym Doktorantki (12

artykutéw w listy JCR), stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy Pani mgr Pauliny Perczyk.
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