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RECENZIA
osiggniecia naukowego i aktywnosci naukowej, dydaktycznej i wspotpracy naukowej
Pana dra Krzysztofa Pawlika
ubiegajgcego sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w

dyscyplinie nauki biologiczne

Sylwetka Habilitanta

Pan dr Krzysztof Pawlik jest absolwentem Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroclawskiego. Tytut magistra uzyskat w roku 1995, na podstawie pracy pt: ,Charakterystyka macierzy
jadrowych otrzymanych trzema metodami”. W 2002 roku Rada Naukowa Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej (IITD} Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu nadata Habilitantowi stopien doktora nauk
biclogicznych. Podstawg jego nadania byla rozprawa doktorska zatytulowana ,Ekspresja gendw syntazy
poliketydowej typu | Streptomyces coelicalor A3{2)”.

Prace zawodowa dr Krzysztof Pawlik rozpoczat w 1994 roku, kiedy to zostal zatrudniony w IITD
w Zakladzie Mikrobioiogii, Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizmow na stanowisku
biotechnologa. W kolejnych latach pracowal na stanowisku asystenta {1996-2007), adiunkta (2007-2016),
ponownie asystenta (2016-2021), a obecnie adiunkta {od 01.04.2021 r.). Od 01.02.2021 jest réwniez
czfonkiem zespotu Miedzyzaktadowe] Pracowni Analizy Instrumentalnej i Preparatyki. Przez trzy lata,
w okresie 1.10.2009 - 30.9.2010 oraz 1.10.2012 - 30.09.2014, dr Krzysztof Pawlik tgczyt prace w {ITD z praca
na ¥ etatu na stanowisku adiunkta w Katedrze i Zakladzie Toksykologii na Uniwersytecie Medycznym im.
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Ocena oslagnieda naukowego

Jako osiagniecie naukowe Pan dr Krzysztof Pawlik przedstawit cykl 6 publikacji, wydanych
w latach 2009-2021, pod wspdlnym tytutem:

Odkrycie nowego zwigzku pollketydowego — coelimycyny i rola wybranych biatek zespotu genéw cpk w
metabolizmie Streptomyces coelicolor A3(2)

Prezentowane osiggniecie naukowe sktada sie z pieciu prac eksperymentainych i jednej pracy
przegladowej. Wyniki prac dodwiadczainych opublikowane zostaty w Applied and Environmental
Microbiclogy, Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, Acta Biochimica Polonica, Frontiers in
Microbiclogy oraz International Journal of Molecular Sciences, a publikacja przegladowa w Applied
Microbiology and Biotechnology. Wszystkie publikacje wchodzace w skiad osiggniecia naukowego s3
wspolautorskie, w dwoch z nich Habilitant jest pierwszym | korespondencyjnym autorem, w trzech
kolejnych, jest autorem ostatnim i korespondencyjnym, a w ostatniej publikacji drugim autorem. Kolejnoséé
autordw oraz zafgczona dokumentacja jednoznacznie wskazujg, ze udziat dra Krzysztofa Pawlika w realizacji
badan i publikacji uzyskanych wynikéw byt kluczowy. We wszystkich pracach doswiadczalnych Habilitant brat
udziat w opracowaniu koncepcji i planu badan, prowadzit doswiadczenia obejmujgce miedzy innymi:
przygotowanie konstruktow plazmidowych, oznaczanie iloéci produkowanych przez S. coeficolor A3(2)
poliketydéw, tworzenie szczepdw delecyinych czy przygotowanie materiatéw do badan proteomicznych.
Uczestniczyt takze w analizie i dyskusji wynikéw, przygotowaniu manuskryptow i udzielaniu odpowiedzi na
uwagi recenzentéw. Warto podkresli¢, e badania, ktérych wyniki stanowig podstawe trzech pierwszych
publikacji byty finansowane przez granty uzyskane z Komitetu Badan Naukowych oraz Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyiszego. W dwdch z nich dr Krzysztof Pawlik byt kierownikiem, w jednym wykonawcy.
Powodzeniem zakoriczyly sie rowniei Jego starania o sfinansowanie analiz proteomicznych z funduszy
Krajowego Naukowego Osrodka Wicdacego, ktdrego status IITD miat w latach 2014-2018.

Sumaryczny Impact Factor {IF) czasopism, w ktoérych ukazaty sie publikacie wchodzace w skiad
osiagniecia naukowego wynosi 22,581, natomiast liczba ich cytowan jest rowna 75 (wg bazy Web of Science,
stan na dzieri 04.08.2022). Liczba punktéw MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 414. Warto
podkresii¢, ze cztery artykuly cyklu ukazaly sie w czasopismach mieszczacych sie w pierwszym (3 prace)
i drugim kwartylu (1praca} czasopism publikujgcych z zakresu mikrobiologii, biochemii i  mikrobiclogii

molekularne;j.
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Giownym problemem badawczym, ktorego rozwigzania podjat sie dr Krzysztof Pawlik bylo
poznanie funkcji gendw cpk kodujacych syntaze coelimycyny (CPK) u Streptomyces coelicolor A3(2). Obiekt
badan Habilitanta to modelowy gatunek dla rodzaju Streptomyces, ktory moie syntetyzowaé ponad 20
metabolitdw wtornych,

W publikacji ,Streptomyces coelicofor A3(2) produces a new yellow pigment associated with the
polyketide synthase Cpk” dr Pawlik poszukiwat warunkéw, ktdre indukujg u tej bakterii synteze iditego
pigmentu (nazwanego poiZniej coelimycyng), ktorego produkcje zaobserwowat we wezedniejszych
badaniach. Dzieki zastosowaniu szeregu rdinych podidi hodowlanych oraz rdinych warunkow hodowli
Habilitant wykazal, ze synteza pigmentu zachodzi jedynie przy odpowiedniej gestosci hodowli. Autorzy
tlumacza tg obserwacje faktem regulacji syntezy badanego produktu mechanizmem quorum-sensing
opartego na y-butyrolaktonach. Wyniki eksperymentow pokazaty rowniez, ze produkeja pigmentu, zachodzi
w bogatym poditoiu pozbawionym glukozy | w warunkach silnego napowietrzania hodowli ptynnych. Dr
Pawlik oceniat rowniez aktywnosc biologiczng coelimycyny wobec wybranych mikroorganizmow oraz jej
cytotoksycznosc. Wyniki tych badan wskazuja, ie nie wykazuje ona istotnej aktywnosci bojczej wobec
testowanych mikroorganizmow i linii komorkowych.

W interesujgcej publikacji pt: ,Multi-level regulation of coelimycin synthesis in Streptomyces
coelicolor A3(2). Review” {2019} autorzy dokonali gruntownego przegladu literatury dotyczgcego regulaci
procesu syntezy coelimycyny. Omdwili dziatanie szeregu czynnikdw regulatorowych, takich jak biatka typu
SARP, regulatory plejotropowe oraz dwuskfadnikowe systemy regulacyjne w aktywacji gendw klastra CPK .
Przeglad ten pokazuje, ie Autorzy doskonale znajg mechanizmy determinujace funkcjonowanie CPK, Praca
ta jest doskonatym wstepem i podstawa do badan, ktére Habilitant przeprowadzit w kolejnych latach.

Celem kolejnej pracy pt: Coelimycin synthesis activatory proteins are key regulators of specialized
metabolism and precursor flux in Streptomyces coeficolor A3(2) (2021) bylo poznanie funkcji biatek CpkN i
CpkO w indukcji biosyntezy coelimycyny u badanego szczepu. Wyniki szeroko przeprowadzonych badan,
obejmujgcych analizy proteomiczne, wykorzystanie sond reporterowych, jak i obserwacje fentotypow
wykazaly, ze oba badane biatka pefnig waing role w regulacji klastra CPK. Petnig one funkcje aktywatorow
syntezy coelimycyny, przy czym biatke CpkO aktywuje wiekszos¢ gendw zespotu CPK, a takie geny
strukturalne. Przeprowadzone badania pozwolily Autorom na zaproponowanie nastepujacych
mechanizmow dziatania badanych biatek, CpkO jest aktywatorem genu ¢pkN, z kolei biatko CpkN jest

aktywatorem scoT. Istotnym wnioskiem wynikajagcym z zaprezentowanych badan jest udziat biatek CpkN
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i CpkO w regulacji nie tvlk.o CPK, ale réwniez innych szlakéw metabolizmu podstawowego i wtérnego S.
coelicolor A3(2).

Funkecji innego czynnika, regulujgcego aktywnosé klastra gendw CPK u S, coeficolor A3(2),
poswiecona jest publikacja pt: ,GntR-like 5C03932 protein provides a link between actinomycete
integrative and conjugative elements and secondary metabolism” (2021}. Autorzy tej pracy skupili sie na
poznaniu roli biatka 5C03932, kodowanego przez gen znajdujgcy sie w elemencie genetycznym, bedgcym
homologiem plazmidu pSam2, bioracym udziat w regulacji syntezy metabolitdéw wtdrnych u Streptomyces
coelicolor A3{2). W eksperymentach przeprowadzonych w warunkach in vivo i in vitro Autorzy wykazali, ie
badany czynnik transkrypcyjny SC03932 wigle sie do promotora wiasnego genu i przylegajacego do niego
genu 03933, a takie gendw cpkD i actli-ORF4, Uzyskane wyniki dowodza, Zze na poziomie molekularnym
istnieje $cista interakcja pomiedzy procesami syntezy metabolitdw wtornych a aktywnoscia elementéw
insercyjnych wystepujacych u Streptomyces.

Dwie pozostate prace wchodzace w sktad osiggniecia naukowego zawierajg wyniki badan
prowadzonych przez Habilitanta | wspdfautoréw nad tioesterazg typu ll {ScoT), kodowang przez gen
wchodzacy w skiad zespolu gendw CPK. W pierwszej z tych prac zatytulowanej ,Type lI thioesterase ScoT,
associated with Streptomyces coeficolor A3(2) modular poiyketide synthase Cpk, hydrolyzes acyl residues
and has a preference for propionate” Habilitant | wspdtautorzy badali specyficznodé substratowg tego
enzymu. W trakcie badan przeprowadzono testy powinowactwa dzikiego biatka ScoT do rdinych
substratow. Wyznaczone wartosci parametrow kinetycznych reakcji wykazaty, 2e badana tioesteraza ma
najwieksze preferencje wobec pochodnych kwasu propionowego. W pracy podjeto tei probe ustalenia
skiadu aminokwasowego centrum aktywnege ScoT. Analiza uzyskanych biatek rekombinowanych pozwolila
Autorom na ustalenie, ie seryna 90 jest aminokwasem koniecznym do aktywnosci katalitycznej ScoT,
a histydyna 224 tworzy jego centrum aktywne.

Wyniki dalszych badari nad enzymem $coT zaprezentowano w publikacji pt: “Type II thioesterase
ScoT is required for coelimycin production by the modular polyketide synthase Cpk of Streptomyces
coelicolor A3(2)” (2014). Ocena poziomu syntezy coelimycyny u mutanta delecyjnego genu scoT i szczepie
komplementacyjnym tego genu pozwolita autorom tej pracy na potwierdzenie bezposredniej roli
tioesterazy 5coT w procesie syntezy coelimycyny. Na potrzeby tych badan Autorzy opracowali szybkg i
precyzying metode, z wykorzystaniem HPLC, do oznaczania poziomu coelimycyny w podtozu hodowlanym.

Do najwazniejszych osiagnie¢ HabHitanta zaliczam: (1) odkrycie nowego zwiazku poliketydowego

produkowanego przez Streptomyces coelicolor A3(2) i ustalenie warunkdw aktywacji zespotu gendéw CPK
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odpowiedzialnych za synteze tego metabolitu wtornego (2) wyjasnienie roli biatek CpkQ i CpkN w regulacji
syntezy coelimycyny, (3} wykazanie, ze elementy integracyjne i koniugacyjne promieniowcow mogg
wplywac na synteze coelimycyny i aktynorydyny.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze publikacje dra Krzysztofa Pawlika, wskazane jako osiggniecie
habilitacyjne, stanowia oryginalny wktad w rozwdj mikrobiologii i biotechnologii. Przedstawione wyniki
poszerzajg nasza wiedze o poliketydowym zwigzku produkowanym przez S. coelicofor A3(2), coelimycynie,
oraz mechanizmach regulacji zespotu gendw cpk odpowiedzialnych za synteze tego zwigzku. Wyniki tych
badan, obok znaczenia poznawczego majg duzy potencjat aplikacyjny. Do realizacji postawionych celow
Habilitant wykorzystywat szereg metod obejmujacych klasyczne techniki mikrobiologii i biochemii, a takie
techniki biologii molekularnej, bioinformatyczne oraz zaawansowane metody analizy instrumentainej.
Pozostaly dorobek naukowy

Dorobek naukowy dra Krzysztofa Pawlika, wliczajac cykl artykutow tworzacych osiggniecie
naukowe, obejmuje 41 publikacji. Cztery z nich Habilitant opublikowat przed uzyskaniem stopnia doktora.
Sumaryczna wartos¢ wspofczynnika Impact Factor wynosi 121,35, a liczba punktow MNiSW i MEIN 1570,
Biorac pod uwage, ie w trakcie pracy zawodowej Habilitanta punkty przyznawane przez Ministerstwo
zmienialy sie wielokrotnie, trudno oceni¢ podang przez Habilitanta wartoéé. Nalezy jednak podkreslié, ie
wyniki wielu badan, w realizacji ktorych uczestniczyt dr Pawlik, opublikowane zostaty w dobrych i bardzo
dobrych czasopismach, takich jak Applied Microbiology and Biotechnology, Chemistry-A European lournal,
Biosensors and Bioelectronics, PLOS One, Scientific Reports, lournal of Physical Chemistry Letters, Flexible
Electronics, International Journal of Molecular S$ciences czy Frontiers in  Microbiology. Prace
wspdtautorstwa Habilitanta byly cytowane, bez autocytowan, 484 razy (wg bazy Web of Science), a wartosé
wspotczynnika h wynosi 14, co pokazuje, ze prace Habilitanta wzbudzajg zainteresowanie naukowcow.
Tematyka badawcza publikacji Habilitanta jest bardze rdinorodna i cbejmuje zagadnienia nie tylko
zwiazane z metabolitami wtdrnymi produkowanymi przez promieniowce i genetyczng regulacjg ich syntezy,
ale wieloma aspektami badan nad bakteriofagami i patogennymi mikroorganizmami. Wyniki badan, w
ktérych uczestniczyl Habilitant prezentowane byly na wielu krajowych i miedzynarodowych konferencjach
naukowych (79 doniesien po uzyskaniu stopnia doktora). Na dwoch konferencjach wyglosit wyktady.
Dorobek naukowy dr Pawlika obejmuje réwniet wspotautorstwo 3 patentéw i jedno zgloszenie patentu
miedzynarodowego.

Do istotnych osiggnie¢ naukowych Habilitanta zaliczam uczestnictwo w pracach zespoldw

badawczych realizujgcych projekty finansowane w drodze konkursdw, czego owocem jest czesé ocenianego
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wiaénie dorobku naukowego. Pozytywnie oceniam starania Habilitanta o fundusze na prowadzenie
projektéw badawezych. Po uzyskaniu stopnia doktora Habilitant kierowat trzema projektami. Dwa z nich
finansowane przez KBN i MNiSW dotyczyty odpowiednio: analizy aktywnosci kinetycznej tioesterazy typu li
ze Streptomyces coelicolor A3(2) oraz poznania struktury | procesu biosyntezy zwiazku poliketydowego u
tego samego szczepu bakterii. Trzeci, bardzo duiy projekt, zatytutowany ,Baza Informacji Naukowych
Wspierajacych Innowacyjne Terapie — BINWIT” finansowany byt przez Centrum Projektow Polska Cyfrowa.
W kolejnym projekcie, pozyskanym z NCBiR, dedykowanym utworzeniu bazy danych immunogenetycznych
polskiej populacji, Habilitant petnit funkcje kierownika zespotu mikrobiologow. Fundusze na opracowanie
tej bazy pochodzity z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Z kolei, w grancie Harmonia (NCN)
realizowanym przez Konsorcjum Politechniki Wroctawskiej oraz HTD, Habilitant byt kierownikiem zadan
realizowanych przez IITD. Obecnie Habilitant zaangazowany jest, jako wykonawca, w realizacje projektu
badawczo-rozwojowego, ktorego celem jest opracowanie biopreparatu fagowego do zwalczania
lekoopornych bakterii z rodzaju Kiebsiello. Fundusze na ten projekt pozyskane zostaty w ramach
Regionalnego Programu Operacyjnego Wojewadztwa Podkarpackiego na fata 2014-2020. Jako wykonawca
uczestniczyf takie w projekcie dotyczacym systemu regulacji biosyntezy nowego antybiotyku u S. coelicolor
A3(2).

Wysoko oceniam wspdtprace dra Krzysztofa Pawlika z pracownikami roznych jednostek naukowych.
W zalaczonym autoreferacie Habilitant prezentuje sie jako pracownik otwarty na wspotprace i poszukujgcy
badaczy, z ktorymi moie rozwigzywal réinorodne problemy naukowe. W najblizszej przysziosci warto
bytoby zadbaé o staz w zagranicznej instytucji naukowej, ktéry mégtby utatwié poszerzenie kompetenciji i
zapewni dalsza, owocng kariere naukowas.
Aktywnos¢ naukowa realizowana poza macierzystym Instytutem

Dr Krzysztof Pawlik prowadzit badania naukowe w kilku roznych jednostkach naukowych. Przed
uzyskaniem stopnia doktora badania nad genem cpkC prowadzit w Norwich, John innes Centre (Anglia). Juz
po obronie doktoratu, w trakcie rocznego stazu podoktorskiego (01.12.2002 do 30.11.2003) w instytucie
Genetyki i Mikrobiclogii, Uniwersytetu w Paryzu {Francja) realizowat projekt badawczy dotyczacy transferu
plazmidow zintegrowanych z chromosomem S. coelicolor. Kolejna instytucja, w ktorej Habilitant zdobywat
doswiadczenie zawodowe to Unjwersytet Eberharda Karola w Tybindze, gdzie prowadzit badania nad
aktywnoscia gendw syntazy poliketydowej CPX. Przez trzy lata, rdwnolegle z pracg w IITD, dr Krzysztof
Pawlik zatrudniony byt na etacie adiunkta w Katedrze i Zakladzie Toksykologii Wydziatu Farmaceutyczhego

z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastdw Slgskich we Wroctawiu.
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W Uniwersytecie Medycznym aktywnos¢ naukowa Habilitanta zwigzana byta z Jego udziatem w realizacji
projektu pt.. ,Badanie wiasnosci biologicznych nowych pochodnych izoksazolo- i pirazolopirydyny” oraz
prowadzeniem badan nad peroksydacjg lipidow i polimorfizmem genu NAT 2.
Dziatalno$¢ dydaktyczna | organizacy|na

Dr Krzysztof Pawlik przez trzy lata zatrudniony byl na etacie adiunkta w Uniwersytecie Medycznym we
Wroctawiu, co wigzato sie z obowigzkiem prowadzenia zajec dydaktycznych. Habilitant prowadzit cwiczenia
1 toksykologii dla studentéw Wydziatuy Farmacji. Dr Pawlik ma istotne osiggniecia w zakresie opieki nad
mtodymi adeptami nauki. Petnit funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim dr Bartosza
Bednarza oraz byt promotorem 18 prac magisterskich. Ponadto, byt promotorem trzech prac licencjackich
i trzech inzynierskich. Habilitant angazowat sie rowniez w promocje osiagnieé IITP, w ramach ktdrej wraz ze
wspotpracownikami przygotowat szereg materiatow informacyjnych umieszczonych w Internecie,

W ramach dziafalnosci organizacyjnej Habilitant przygotowat koncepcje, a nastepnie zorganizowat
nowa pracownie transmisyinej mikroskopii elektronowe. Wspodtuczestniczyl rowniez w organizacii
Laboratorium Genetyki i Bioinformatyki. Udzial w utworzeniu tych jednostek naukowych w IITD zwigzany
byt z realizacjg projektu ,Baza Informacji Naukowych Wspierajgcych Innowacyjne Terapie — BINWIT",
ktorego dr Pawlik byl pomystodawcy i kierownikiem. W 2018 i 2019 roku Habilitant byt czlonkiem
komitetow organizacyjnych dwoch konferencji: || Wroctawskiej Konferencji Sekwencjonowania Nastepnej

Generacji i [ll Wroclawskiej Konferencji Sekwencjonowania Nastepnej Generacji — diagnostyka.

We wniosku koncowym stwierdzam, ie catkowity dorobek naukowy Habilitanta spetnia wszystkie
wymogi stawiane kandydatom do stopnia doktora habilitowanego, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1, pkt
1-3 ustawy prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r {Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.).
Dr Krzysztof Pawlik jest dojrzatym naukowcem, posfugujgcym sie nowoczesnymi metodami badawczymi,
gotowym budowac swoj zespot i rozwija¢ dalsza wspélprace badawcza. W oparciu o przedstawiong w
recenzji jednoznacznie pozytywna ocene dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyinego
Habilitanta stawiam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Immunologii | Terapii Doswiadczalnej PAN o
podjecie stosownej uchwaty opiniujace] pozytywnie wniosek dra Krzysztofa Pawlika o nadanie stopnia

doktora habilitowanego w dziedzinie nauk icistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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