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Bfony biologiczne to ziozone struktury, ktére tworzg sig m.in. dzigki spontanicznej
samoorganizacji czgsteczek lipidow w $rodowisku wodnym. Podstawowg rolg bton jest zapewnienie
bariery ochronnej dla komérek poprzez utrzymanie ich integralno$ci i autonomii. Btony biologiczne wraz
z wbudowanymi w nie strukturami zapewniajg stan rownowagi wewnatrz komérki niezaleznie od sytuacii
w otaczajgcym komoérke srodowisku. Kompozycja bton jest bardzo ziozona, jej skiad (lipidowy
i biatkowy) ma bardzo istotne znaczenie m.in. dla wybiérczego transportu substancji oraz komunikacji
miedzykomérkowej. W btonach komérkowych wystepuja lokalne, przestrzenne niejednorodnosci, ktére
tworza sie w obecnosci lipidow, steroli i bardzo czesto biatek. Takie domeny moga by¢ centrami
wigzacymi dla okres$lonych biomolekut (np. biatek), a takze biorg udziat w wielu procesach na poziomie
komérkowym (funkcjonowanie kanatéw jonowych, sygnalizacja komérkowa, transport btonowy, reakcje
enzymatyczne). Dodatkowo obszary domen (i ich granice) mogg preferencyjnie wiazac np. toksyny czy
tez stanowi¢ dla nich szlaki migracji do wnetrza komérki. Niezaprzeczalne znaczenie tych tratwo-
podobnych regionéw w aktywnosci komoérkowej sprawia, ze badania nad ich formowaniem
i kontrolowaniem parametréw dotyczgcych ich heterogenicznosci w modelowych uktadach
membranowych jest jednym w wiodacych kierunkéw wspotczesnej nauki. W wielu laboratoriach
modelowe btony lipidowe sg podstawowym poligonem do$wiadczalnym, na ktérym w kontrolowanych
warunkach weryfikowane sg hipotezy badawcze dotyczace tego obszaru. Wiedza, ktora ptynie z tego
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Zrédta wzbudza zainteresowanie wéréd naukowcéw m.in. ztakich dziedzin jak biofizyka, biologia

molekularna i medycyna.

Z tej perspektywy rozprawa doktorska Pani mgr Emilii Krok jest opracowaniem bardzo
interesujgcym i niezmiernie waznym. Pani magister w swojej pracy postanowita wyjasni¢
skomplikowane mechanizmy lezgce u podstaw separacji fazowej i powstawania lokalnych
heterogeniczno$ci w modelowych btonach komérkowych, zaréwno  prokariotycznych jak
i eukariotycznych. Przedstawione przez Doktorantke badania istotnie przesuwajg granice nauki
i pozwalajg lepiej zrozumie¢ mechanizmy molekularne odpowiedzialne za formowanie sie lokalnych
niejednorodnosci w btonach, a takze dostarczajg nam nowych mozliwoéci wplywania na rozmiar, ksztatt,
krzywizne i rozmieszczenie domen btonowych.

Praca doktorska zostata przygotowana w Zakfadzie Fizyki Molekularnej kierowanym przez
Panig prof. dr hab. Aling Dudkowiak, w Instytucie Fizyki na Wydziale Inzynierii Materiatowej i Fizyki
Technicznej Politechniki Poznanskiej w samodzielnej grupie badawczej zatozonej i prowadzonej przez
uznanego naukowca specjalizujgcego sie w badaniach mikroskopowych — dra hab. tukasza
Pigtkowskiego, profesora PP. Jednostka badawcza, w ktorej przygotowana zostata rozprawa, jest
wiodacym osrodkiem, w ktdrym prowadzone sg badania spektroskopowe biomimetycznych uktadéw
bfonowych na absolutnie $wiatowym poziomie. W przedstawionej pracy doktorskiej znakomicie widaé
wykorzystanie przez Autorke potencjatu badawczego jednostki macierzystej i oferowanych przez nig
zasobow zwigzanych z zapleczem aparaturowym i do$wiadczeniem kadry.

Doktorantka zdobywata dos$wiadczenie badawcze biorac udziat w trzech aplikacjach
patentowych, szesciu grantach jako wykonawca (co-investigator): dwa projekty EMBO, grant FNP First
TEAM, trzy granty wewnetrzne PP oraz trzech projektach badawczych, w ktérych byta liderem (Pl): dwa
granty wewnetrzne PP i trwajgcy projekt Preludium finansowany przez NCN. Rezultaty, m.in. tych badan
ukazaty sig nie tylko w trzech publikacjach naukowych, stanowigcych podstawowy wkiad do recenzo-
wanej rozprawy doktorskiej, ale tez w pieciu innych, oryginalnych pracach badawczych. Artykuty
te opublikowane zostaty w czasopismach o bardzo wysokich wskaznikach wptywu, jak np. Journal of the
American Chemical Society (IF 16,383), Chemical Science (IF 9,969), Nanoscale (6.7) czy Journal
of Molecular Lipids (IF 6,0).

Rozprawa doktorska ma charakter spéjnego tematycznie cyklu trzech wieloautorskich prac
oryginalnych opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych, poprzedzonego
komentarzem autorskim. Wszystkie czasopisma, w ktorych pojawity sie artykuty z cyklu znajdujg sie
w aktualnym wykazie czasopism i sg to bardzo dobre, miedzynarodowe periodyki o wysokim
wspotczynniku wptywu (IF odpowiednio: 6.7; 6.0; 3.4). Do rozprawy dotgczony jest kompletny zbiodr
o$wiadczen wspoétautoréw, z ktérych wynika, ze udziat Doktorantki w przediozonych w ramach rozprawy
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pracach jest znaczacy i jednoznacznie wyodrgbniony. Udziat ten wynika réwniez z pozycji Doktorantki
wérdéd wspdtautorédw artykutow, gdyz we wszystkich pracach rozprawy Doktorantka jest nie tylko
pierwszym autorem, ale tez autorem korespondencyjnym. Autoreferat poprzedzajacy cykl stanowi
znakomicie napisane opracowanie, zredagowane w jgzyku angielskim na 63 stronach, obejmujgce:
cztery rozdziaty zawierajace: wstgp, omowienie bion komoérkowych i bton modelowych oraz stosowane
techniki badawcze, trzy kolejne rozdziaty to zasadnicze publikacje cyklu, kazda z nich wprowadzona
jest krotkim wstepem. Rozdziat ostatni to podsumowanie najwazniejszych wynikéw i perspektywy
dalszych badan. Autoreferat poprzedza spis tresci, spis zrodet finansowania doktoratu oraz wykaz
skrétéw i akroniméw, a takze, zgodnie z wymogami formalnymi, praca zawiera streszczenia
przygotowane w jezyku polskim i angielskim. Prace zamyka obszerne zestawienie dotychczasowej
aktywnosci naukowej oraz obszerna, zlozona z ponad 200 pozyciji literatura. Jest tu jedynie niewielki
odsetek prac sprzed roku 2000, a wéréd nich znaczna czgs$¢ to klasyczne prace historyczne np. Stokesa
z 1852 r., Rayleigha z 1879 r., Smoluchowskiego z 1921 r. czy Jabtonskiego z 1933 r. Wigkszos¢
to prace wspotczesne, prezentujgce aktualny stan wiedzy naukowej (10% to prace nie starsze niz 5 lat).
Wszystkie cytacje sa to odniesienia do literatury fachowej, w wiekszoséci do artykutéw naukowych
w uznanych i liczacych sie czasopismach. Wykorzystanie cytowanego pismiennictwa (zaréwno
w autoreferacie jak i w artykutach cyklu) bezdyskusyjnie $wiadczy o umiejetnos$ci korzystania z literatury
naukowej i dobrej orientacji w tematyce prowadzonych badan.

Autorka wykazata sie znakomita aktywnoscig naukowa: (i) wraz z cyklem prac ujetych
w doktoracie (trzy artykuty) jest wspotautorkg tgcznie 8 publikacii (h-index 4 wg wg WoS i Scopus)
atakze 8 opublikowanych doniesien konferencyjnych; (ii) aktywnie uczestniczyta w konferencjach
naukowych (7 krajowych, 11 zagranicznych), prezentujac tam wyniki swoich badarn podczas wystapien
ustnych (7 wyktadéw) oraz sesji posterowych (11 plakatow); (iii) jest wspotautorem trzech patentow
krajowych; (iv) byta gtownym wykonawcg w trzech projektach, jednym finansowanym przez NCN
(Preludium) i dwu wewnetrznych grantach Politechniki Poznanskiej, dodatkowo byta wspélwykonawcg
w szesciu grantach (FNP-First TEAM, dwu EMBO, trzech wewnetrznych); (v) brata udziat w pieciu,
érednioterminowych stazach zagranicznych (tgcznie ponad rok) (vi) byta stypendystka i laureatkg kilku
programéw (EBSA, NAVA, DAA, MIT); (vii) uczestniczyta w kilku kursach i szkoleniach (zaréwno
naukowo-badawczych jak i skierowanych do recenzentéw oraz autoréw artykutébw naukowych);
(viii) podejmowata obowigzki recenzenta w kilku prestizowych periodykach (IF m.in. 7.7, 6.1 czy 4.7).
Powyzsza aktywno$¢, nie tylko w zupetnosci wypetnia tradycyjne wymagania stawiang przed

kandydatami na stopieni doktora, ale w mojej ocenie znacznie je przewyzsza.

Rozdziaty wstepne stanowig wprowadzenie do tematu i jednoczes$nie jasno definiujg motywacje
Autorki i cele jakie sobie postawita na poczatku swojego doktoratu. Autorka w sposob klarowny,

obszerny, znakomicie zilustrowany graficznie omawia najwazniejsze zagadnienia zwigzane z tematem




rozprawy doktorskiej, skupiajgc si¢ na charakterystyce dwuwarstw lipidowych, zréznicowaniu bton
lipidowych, czy specyfice blony eukariotycznej i prokariotycznej. W dalszej cze$ci, Autorka omawia
réwniez wykorzystywane techniki spektroskopowe i mikroskopowe, ktdre byly istotne podczas realizacji
zaplanowanych przez nig zadar badawczych. Przy tej okazji zwréci¢ chciatbym réwniez uwage, ze do
swoich badan Doktorantka zastosowata zestaw zaawansowanych, komplementarnych i precyzyjnie
dobranych technik badawczych, miedzy innymi takich jak: techniki obrazowania przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej czy tez mikroskopii sit atomowych. Przywotanie tych technik daje czytelnikowi wglad
w metodyke pracy autorki i stanowi podstawe dla dalszych rozwazan naukowych przedstawionych
wrozprawie. W trakcie omawiania poszczegélnych zagadnien Autorka nie tylko precyzyjnie
i szczegdtowo je opisuje, odnoszac sie do istniejgcych doniesien naukowych i aktualnych badan, ale tez
trafnie akcentuje wazne a czesto intrygujace aspekty. W tej czesci rozprawy, autorce udaje sie rowniez
umiejetnie wprowadzi¢ czytelnika w problemy, z jakimi zmagajg sie wspotcze$ni badacze bton
komérkowych. Ta czg$¢ pracy $wiadczy o duzej wiedzy Autorki, a takze tym, ze ma ona duzag
Swiadomos$¢ rozlegtosci poruszanych probleméw.

Rozdzialy 5-7 ocenianej rozprawy doktorskiej zawierajg oryginalne artykuty naukowe (wraz
z materiatami dodatkowymi) stanowigce elementy cyklu. Kazdy z nich poprzedza krétki wstep, ktory
syntetycznie streszcza prace, akcentujac jej najistotniejsze eleménty oraz graficznie jg podsumowuje.
Pierwsza publikacja koncentruje sie na tym jak zmiana pH $rodowiska wplywa na powstawanie,
dynamike i stabilno$¢ biomimetycznych bton komérkowych z separacjg faz. Badania przeprowadzone
przez Doktorantke dotyczyly tego jak domeny fazy uporzagdkowanej zmieniajg sie w szerokim
zakresie pH. Stwierdzita Ona wzrost wielko$ci domen nastgpujacy wraz ze wzrostem pH oraz
odnotowata, ze wspdiczynnik dyfuzji (zaréwno dla fazy uporzadkowanej, jak i nieuporzadkowane;j)
pozostaje bez zmian. Warto tu wspomnieé, ze badania te wykorzystujg nowatorskg metode tworzenia
biomimetycznych bton komorkowych z separacig faz, opracowang w grupie badawczej prof. tukasza
Pigtkowskiego.

W drugiej publikacji Autorka opisata badania dotyczace odpowiedzi strukturalnej (w skali nano)
dwuwarstw lipidowych na podiozu statym (SLB) w szerokim zakresie stopnia uwodnienia, w tym
catkowitego wysuszenia (bez wprowadzania $rodkow stabilizujgcych membrany czy mechanicznych
modyfikacji podtoza). Uzywajgc mikroobrazowania fluorescencyjnego, Autorka pokazata istotne zmiany
w ksztatcie domen Lo, ktére wraz ze spadkiem uwodnienia charakteryzowaly sie bardziej postrzepionym
obwodem i ksztattem bardziej odbiegajacym od kolistego. Analizujac intensywnosci fluorescencji sondy
znakujgcej Ls (DOPE-Atto 633) w obszarach fazy Lo Doktorantka wykazata, ze istnieje zwiekszona
migracja lipidow tworzgcych fazg Ls wewnatrz domen btonowych. Zwigkszajac rozdzielczosé
obrazowania tj. wykorzystujgc technike mikroskopii sit atomowych, Autorka pokazata, ze (i) obnizenie
stanu uwodnienia btony prowadzi do wzmozonego mieszania lipidéw tworzacych faze Lq z lipidami



tworzacymi faze Lo; (ii) niedopasowanie wysokosci pomigdzy fazami zmniejsza sie 2-krotnie podczas
przejécia od membrany catkowicie uwodnionej do catkowicie wysuszonej (przy jednoczesnym, niemal
3-krotnym spadku naprezenia linii (line tension - sity wewnetrznej wystepujacej na granicy pomiedzy
dwoma obszarami lipidowymi)). Dodatkowo, dokonata bardzo waznej weryfikacji, 4. stwierdzita,
ze proces ten jest w pefni odwracalny. Rowniez w tym przypadku do pomiaréw AFM w warunkach
zmiennej wilgotnosci wykorzystano nowatorskie rozwigzania konstrukcyjne opracowane zespole
badawczym prof. Lukasza Pigtkowskiego.

W trzeciej pracy Autorka przeprowadzita rekonstrukcje biomimetycznych bton komérkowych
o rosngcym stopniu ztozonosci (dwu i tréjsktadnikowych mieszanin lipidow), charakteryzujgc m.in.
ukiady zawierajace fosfatydylocholing PC i PE lub PC i PG, gdzie wskazata réznice w organizacji
strukturalnej w poréwnaniu z modelami zawierajacymi jedynie typowe lipidy bakteryjne PE i PG
(Doktorantka pokazata, ze powszechnie stosowany model blony bakteryjnej jest niesatysfakcjonujacy).
Tworzac membrany tréjsktadnikowe zawierajace PE, PG i kardiolipine (dobierajac proporcje sktadnikéw
dla szerokiego obszaru mapy skiadu charakterystycznego dla réznych szczepOw bakterii — znakomity
diagram 2A w publikacji 3) udowodnita, ze nawet niewielkie zmiany w profilu lipidowym mogg miec¢
ogromny wplyw na podstawowe witasciwosci powstajgcych modelowych bton typu GUV (krzywizna
blony, wielko$¢, asymetria czy proporcje rozdziatu faz).

Koncowy rozdziat pracy doktorskiej zatytutowany ,Perspektywy” zarysowuje mozliwe $ciezki
dalszych badan, ktére, mam nadziejg, przerodzg si¢ w kolejne projekty naukowe, a zarazem dalsze
etapy kariery naukowej Doktorantki.

Przedstawione w rozprawie wyniki istotnie przesuwajg granice nauki i sg niezwykle
interesujace. Na wiekszo$¢ pytan, ktére nasuwaty mi si¢ podczas czytania autoreferatu otrzymatem
odpowiedzi w tresci artykutéw oryginalnych. Rowniez dyskusje, w ktorych uczestniczylem podczas
prezentacji wynikow przez Doktorantke i wspotpracownikéw na wspolnych konferencjach oraz
warsztatach istotnie zmniejszyly pule moich watpliwoéci czy komentarzy. Sposrod tych, ktére pozostaty
chciatbym poprosi¢ o odpowiedz na ponizsze:

1. Autorka wspomina o korelacji pomiedzy wptywem promieniowania UV i dehydratacji na bakterie.
Czy istnieje hipoteza dotyczaca konkretnego mechanizmu, ktéry mogtby by¢ odpowiedzialny

za taki stan rzeczy? Weryfikacja takiej hipotezy na gruncie do$wiadczalnym to mogtaby by¢ bardzo
ciekawa $ciezka badawcza.

2. W pracy pani mgr Emilia Krok pokazata, ze opracowany zostat warsztat eksperymentalny, ktory
dzieki modyfikacji warunkéw uwodnienia i pH pozwala na projektowanie struktur lipidowych
o okreslonych, zadanych parametrach. Czy planowane sg (jesli tak to jakie) badania gdzie
tworzone beda konkretne, pozadane struktury lipidowe i na nich bedg testowane hipotezy
badawcze np. dotyczace transportu, przepuszczalno$ci, dokowania itp.?

3. W opisywanych badaniach do analizy procesu dyfuzji uzywana byta technika odtwarzania sygnatu
fluorescencji po wybieleniu barwnika (FRAP). W pracy Autorka pisze, ze ,procedura pomiarowa
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i analiza danych w technice FRAP s3 fatwiejsze niz w innych technikach”. Czy s3 inne przestanki
do zastosowania w tych badaniach wytgcznie tej techniki (a nie np. FCS czy SPT)? Czy w badanych
uktadach, podczas pomiaréw wstepnych, poréwnywano wyniki parametréw dyfuzyjnych
uzyskiwane z FRAP z innymi technikami?

4. W pracy Autorka uzywa stwierdzen: ,laser power [..] is adjusted to minimize the photobleaching
of the dye”, czy ,exposed to the high-intensity laser pulse” przy opisie FRAP, czy ,using fixed
imaging conditions such as detection settings and laser power” (publikacja 3). Jak duze/mate byty
odpowiednio te moce lasera? Jak je dobierano podczas pomiaréw?

5. Czy prowadzono wstepne badania pozwalajgce na stwierdzenia czy znakowanie lipidow nie
wplywato na badane struktury (ruchliwo$¢, dyfuzja, tworzone struktury), i ewentualnie jak duze
udziaty procentowe/molowe frakcji znakowanej zmieniaty istotnie uktad pomiarowy?

6. Z duzym zainteresowaniem poznatbym bardziej szczegblowy niz zawarty w publikacjach opis
autorskich rozwigzar konstrukcyjnych (pomiary AFM), ktére zostaly zastosowane w badaniach
prezentowanych w recenzowanej pracy doktorskie;.

7. Publikacje naukowe stanowigce cykl, pozostata aktywno$¢ naukowa Autorki, w tym dorobek
publikacyjny, czy stosowany zestaw technik i metod eksperymentalnych, w mojej ocenie, nie
pozostawiajg watpliwosci, ze ubieganie sie o stopierr doktora nauk inzynieryjno-technicznych
w dyscyplinie inzynieria materiatowa przez Panig mgr Emilie Krok jest w petni uprawnione, niemniej
w autorskim komentarzu do cyklu zabrakio mi krétkiego uzasadnienia czy tez wydobycia tych
aspektow i zagadnien, ktére zakotwiczajg ten doktorat wéréd nauk inzynieryjno-technicznych
we wspomnianej dyscyplinie.

Na podkreslenie zastuguje bardzo wysoki poziom edytorski rozprawy. Praca jest niezwykle
estetyczna, poczynajac od oktadki, poprzez strone tytutowa, wszystkie grafiki, rysunki, ryciny
i schematy. Praca zawiera nie tylko informacje $cisle zwigzane z merytoryczng strong prowadzonych
badan, ale wielokrotnie zawiera tlo historyczne, drobne ciekawostki czy wrecz anegdoty zwigzane
z odkryciami czy ich bohaterami. Dodatkowo Doktorantka dowiodta swojej erudycii wzbogacajgc prace
o pigkne, czgsto zaskakujgce i intrygujgce cytaty: od Richarda Feynmana poprzez Benjamina Franklina,
az do ... Agathy Christie. Rozdzialy 2., 3. i 4. moglyby, w niezmienionej niemal formie, zosta¢
przeniesione do podrecznikow akademickich w bardzo dobrych wydawnictwach. Nie posiadajgc
niezbednych kompetencji aby oceni¢ jako$¢ jezyka angielskiego, zasiegnatem zewnetrznej opinii
dwojga niezaleznych anglistéw, ktérzy zgodnie stwierdzili, ze "praca napisana jest pieknym, bogatym
i precyzyjnym jezykiem, ktérym Autorka z lekkoscig opisuje skomplikowane zagadnienia, stosujgc
zaawansowane struktury gramatyczne." W pracy znalaztem jedynie trzy bledy edytorskie (w pierwszej
linii streszczenia polskiego — literéwka; w $rodku pracy, na stronie 44, ostatni wiersz: jest Sn, a powinno
by¢ Tn; na korcu pracy, w poz. 75 literatury — formatowanie/kursywa). Biorac pod uwage pedantyczng
wrecz redakcje catosci rozprawy, nie moge oprze¢ si¢ wrazeniu, ze powyzsze uchybienia Autorka
pozostawita z premedytacija, aby zweryfikowa¢ czy recenzenci rzetelnie (‘od deski do deski’) przeczytali
prace. Drobnym uchybieniem jest tez przenoszenie niektérych wyrazéow w polskojezycznym
streszczeniu (prawdopodobnie zawinit automatyczny algorytm).
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Podsumowujgc chciatbym zaznaczy¢, iz Pani magister przedstawita bardzo warto$ciowg
rozprawe doktorskg, oparta na wynikach precyzyjnie zaplanowanych i przeprowadzonych badan
eksperymentalnych. Prace te wymagaty wszechstronnej znajomosci réznych technik badawczych
i podejé¢ metodologicznych. Rozprawa doktorska opiera sie na oryginalnych wynikach i analizach, ktore
zostaly opublikowane w renomowanych miedzynarodowych czasopismach specjalistycznych, oraz
trzech zgtoszeniach patentowych, co jednoznacznie $wiadczy o wyjatkowej dojrzatosci naukowej
Doktorantki.

W mojej opinii oceniana rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane
w postepowaniach doktorskich oraz warunki okreélone w ustawie z 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Niniejszym sktadam wniosek
do Rady Dyscypliny Inzynieria materiatowa Politechniki Poznariskiej o dopuszczenie mgr Emilii
Krok do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora nauk inZynieryjno-
technicznych w dyscyplinie inZynieria materiatowa, w tym do publicznej obrony.

Z uwagi na wszystkie, powyzej przytoczone pozytywne oceny tej pracy, aktualno$¢ tematyki,
uniwersalnych charakter rezultatow rozprawy, ktére otwieraja w zasadzie niezliczone mozliwosci
dalszych badan nad zachowaniem membran w warunkach niedoboru wody czy zmiennego pH, a takze
potencjat wdrozeniowy czy tez mozliwos¢ wykorzystania tych wynikéw w innych dziedzinach
(medycynie, farmakologii, biotechnologii czy wspotczesnej kosmetologii), ale przede wszystkim bardzo
wysoki poziom naukowy zaprezentowanych badan oraz jako$¢ warsztatu doswiadczalnego uwazam,
ze ten doktorat jest wyjatkowy. Dodatkowo aktywnosé naukowa i publikacyjna Autorki jest
zdecydowanie ponad przecigtna. W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Dyscypliny InZynieria
materialowa Politechniki Poznariskiej o uznanie przedmiotowej rozprawy doktorskiej
za wyrozniajaca.

Gratuluje Doktorantce oraz Panu Promotorowi osiagniecia tak wartosciowych wynikéw. Jest
to szczegolne osiagnigcie, ktére podkresla wysokg jako$¢ pracy badawczej ich laboratorium oraz
wytrwatoéci w dgzeniu do celu Doktorantki.

/f/?/d/ e P

fski ACE
dr hab wojciech Grudzifski, prof. UMC
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