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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Patryka Cierpisza

Praca doktorska pana mgr inz. Patryka Cierpisza zatytutowana ,,Charakterystyka biatka
HmuS bakterii Porphyromonas gingivalis” wykonana zostata pod kierunkiem pani promotor
prof. dr hab. Teresy Olczak oraz promotora pomocniczego dr. hab. Michata Smigi w Pracowni

Biologii Medycznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Tematyka rozprawy doktorskiej pana Patryka Cierpisza skupiona zostala na poznaniu
budowy i funkcji biologicznej biatka HmuS pochodzacego z gatunku bakterii Porphyromonas
gingivalis. Drobnoustréj ten jest jednym z gtéwnych patogenow przyzebia, a jego kolonizacja
w srodowisku kieszonek dzigstowych u ludzi prowadzi do dysbiozy mikrobioty. W efekcie
dochodzi do rozwoju chronicznego zapalenia, ktére skutkuje resorpcja koéci przyzebia,
rozchwianiem zgbéw a ostatecznie ich utrata. Dane ostatnich lat donosza, ze zapalenie
przyzgbia a zwlaszcza obecno$¢ P. gingivalis wigza si¢ rdwniez z szeregiem systemowych
manifestacji, jakimi moze by¢ rozw6j schorzen z autoagresji np. reumatoidalnego zapalenia
stawow, ale takze nowotwordw, miazdzycy czy choréb neurodegeneracyjnych. Z powyzszych
wzgledow poznanie molekularnych podstaw zjadliwosci wspomnianego gatunku bakterii
stanowi wazne zagadnienie, nie tylko ze strony poszerzenia naszej wiedzy na temat biologii
mikroorganizméw, ale takze ze wzgledu na konieczno§¢ zrozumienia etiologii choréb
systemowych u pacjentéw cierpigcych na paradontoze. Ponadto, poznanie mechanizmow
pozyskiwania Zelaza przez drobnoustroje, zwlaszcza chorobotwoércze, wspomaga rozwoj
potencjalnych $ciezek terapeutycznych. Badania realizowane przez Doktoranta dotycza
kluczowego dla biologii drobnoustrojéw chorobotworczych zjawiska jakim jest pozyskiwanie
zelaza. W przypadku P. gingivalis jego gléwnym zrédtem jest hem, ale nadal nie wiadomo, jak
przebiega proces przyswajania zelaza i metabolizmu hemu wewnatrz bakterii. Doktorant w
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swojej pracy podjat prébe odpowiedzi na to pytanie przeprowadzajac kompleksowa analize
biatka HmuS. Przedstawiona do oceny praca opisuje przynaleznosé, strukture, lokalizacje
subkomoérkowa, ale takze wiasciwosci biatka HmuS. Ponadto, doktorant podjat probe analizy
znaczenia wspomnianego biatka w biologii gatunku P. gingivalis, zwlaszcza tych cech, ktore
determinuja zjadliwoé¢ tego patogenu. Bioragc pod uwage powyzsze, tematyka rozprawy

doktorskiej dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona w formie monografii, liczy 137 stron ima
uktad standardowy z wyszczegdlnionymi w formie podrozdziatow streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim, wstgpem, opisem zastosowanych materialow i metod, wynikami
przeprowadzonych eksperymentéw oraz ich dyskusja. Zawiera takze spis literatury oraz
whioski. Zamieszczony w pracy suplement podsumowuje aktywno$¢ naukowg Doktoranta, w
tym publikacje z Jego wspolautorstwem i konferencje naukowe, podczas ktorych prezentowane

byty wyniki badan.

Lektura rozprawy zwlaszcza wstepu i dyskusji pracy wskazuje na bardzo dobrg wiedze
teoretyczng Kandydata. Na uwage zastuguje konsekwentna i przejrzysta logika wywodu, ktéra
jak pozostaje sie domysla¢ jest efektem dobrego zaplanowania badan. Swiadczy o tym
kolejnoéé¢ prezentowanych badan i solidna prezentacja wynikéw, ktére zostaty szczegblowo
opisane. Jakiekolwiek watpliwosci, co do zasadnosci wykonywanych oznaczen, czy ich
interpretacji znajduja wyjasnienie w dyskusji pracy, ktéra zostata przeprowadzona na wysokim
poziomie, dojrzale i w odniesieniu do dostepnych literaturowo danych. Wiasnie ta czeS¢ pracy
najdosadniej potwierdza dojrzato$¢ Kandydata, a czyta sic ja z wielkg przyjemnoscig.
Prezentowany w pracy warsztat badawczy odzwierciedla mnogosé stosowanych metod, ale
takze umiejetnoé ich wiasciwego zastosowania do weryfikacji hipotez pracy. Nalezy
podkresli¢ rozpietosé stosowanych metod, ktore sa konsekwencja zatozen pracy, ktéra miata za
zadanie opisa¢ biatko Hmus$, ale tez odpowiedzie¢ na pytanie o jego funkcje. Podsumowujac,
powyzsze wskazujg na bardzo dobra znajomo$¢ tematu 1 wiedze ogolng Kandydata. Ponadto,
rozprawa doktorska a zwlaszcza sposdb prowadzenia narracji wskazuje, ze Kandydat potrafi:

- stawia¢ hipotezy badawcze,
- planowaé badania naukowe zmierzajace do ich rzetelnej weryfikacji (czgsto stosowanych jest
kilka alternatywnych metod, aby potwierdzi¢ jednoznacznie poczynione obserwacje),
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- samodzielnie wykonywaé eksperymenty naukowe z wykorzystaniem licznych technik
bioinformatycznych, biofizycznych, biochemicznych czy mikrobiologicznych (w kilku
przypadkach zamieszczono informacje na temat pomocy udzielonej Doktorantowi w trakcie
prowadzenia badan),

- wlasciwie przedstawiaé uzyskane wyniki,

- a takzZe interpretowac je w rozsadny sposob.

Wskazuje to na dojrzato$¢ Kandydata i rodzi perspektywe petnej samodzielno$ci naukowej w

niedalekiej przysztosci.

Biologia biatka HmuS P. gingivalis opisana w rozprawie stanowi istotny element
uzupetniajgcy nasza wiedze na temat metabolizmu hemu z udzi;ﬁem systemu biatek Hmu.
Zalozeniem pracy byta weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze badane bialko pelni role
dechelatazy. Doktorant podjat probe opisu pochodzenia ewolucyjnego biatka
HmuS, wskazujac, ze biatka z rodziny HmuS stanowia odrebna grupg w obrebie nadrodziny
chelataz. Wykonana zostala analiza struktury przestrzennej tego biatka i okreslono jego
lokalizacj¢ subkomorkows udowadniajgc, ze biatko HmuS jest zakotwiczone w blonie
wewnetrznej bakterii gram-ujemne;j i skierowane ku przestrzeni peryplazmatycznej. Doktorant
wykazal, Ze Biatko HmuS wigze hem, PPIX i porfiryny nie Zzelazowe oraz wskazal potencjalne
reszty aminokwasowe istotne dla tego wigzania. Wykorzystujac szczepy bakteryjne
pozbawione ekspresji HmuS udowodnit jego wptyw na akumulacje wewnatrzkomorkowe;
PPIX oraz pigmentacje komorek gatunku P. gingivalis zalezng od depozycji PPIX oraz porfiryn
nie zelazowych. Analiza funkcjonalnego znaczenia biatka HmuS w wirulencji P. gingivalis
byla oceniana poprzez ocen¢ wzrostu tego drobnoustroju, ale przede wszystkim jego zdolnoéé
do formowania biofilmu oraz aktywos¢ kluczowych dla zjadliwosci tego patogenu proteaz
cysteinowych — gingipain. Dane te stanowity probe wyjasnienia obserwowanych dla badanego
szczepu delecyjnego zmian ekspresji genow. Wzigwszy pod uwage powyzsze, prezentowana
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego udowadniajac,
ze bialko HmusS jest istotne w metabolizmie hemu w bakteriach gatunku P. gingivalis pemiac

role dechelatazy. Ponadto, moze determinowac zjadliwo$¢ tego drobnoustroju.

W nawigzaniu do prezentowanej pracy mam pytania:
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1. Czy obnizenie zdolnoci P. gingivalis do tworzenia biofilmu w szczepie pozbawionym
ekspresji biatka HmuS moze by¢ interpretowana inaczej niz proponowane obnizenie
poziomu fimbrii warunkujgcych adhezjg (str. 97)? Jaka inng metode mozna zastosowac,
aby zweryfikowa¢, czy mniejszy biofilm jest efektem redukeji zdolnosci do adhezji?

2. Jak wyjasnié fakt, ze glodzenie bakterii poprzez odebranie im zrédet zelaza i hemu

niweluje wptyw delecji genu AmuS na zmiany poziomow ekspresji wiekszo$ci genow?

Podsumowujac, stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Patryka
Cierpisza spetnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie
mgr inz. Patryka Cierpisza do dalszych etapoéw postgpowania ws. nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Ponadto, ze
wzgledu na wysoka warto$§¢ merytoryczng pracy, kompleksowe podejécie do badanego

zagadnienia oraz bardzo dojrzata naukowo forme rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie.

Prof. dr hab. Joanna Koziet
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