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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Patryka Cierpisza

pt. ,Charakterystyka bialka HmuS bakterii Porphyromonas gingivalis”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Patryka Cierpisza zostala wykonana
w Pracowni Biologii Medycznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Teresy Olczak oraz przy udziale promotora pomocniczego dr. Michata
Smigi. Tematyka rozprawy wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych od wielu lat przez zespot
kierowany przez Panig Profesor, ktorych wyniki dostarczyly licznych oryginalnych i cennych
informacji dotyczacych mechanizméw pozyskiwania oraz metabolizmu Zelaza i hemu przez
bakterie zwigzane z rozwojem choréb przyzebia. Realizacja badan w tak doswiadczonym
zespole naukowym, a takze mozliwo$¢ korzystania z jego bogatego zaplecza metodologicznego
1 eksperckiego, umozliwity Doktorantowi przeprowadzenie kompleksowych badan, ktérych
efektem jest rozprawa doktorska reprezentujgca wysoki poziom naukowy oraz znaczna wartosé

pPoOznawczg.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Patryka Cierpisza zostala
poswigcona charakterystyce biatka HmuS bakterii Porphyromonas gingivalis, jednego z

najwazniejszych periodontopatogenéw odpowiedzialnych za rozwéj przewlektych chordb



przyzebia. Tematyka pracy wpisuje si¢ W aktualny nurt badaf dotyczacych mechanizmow
pozyskiwania i metabolizmu hemu przez bakterie patogenne oraz znaczenia tych procesow dla
wirulencji drobnoustrojow. Z uwagi na kluczowa role zelaza i hemu w funkcjonowaniu bakterii
oraz ich ograniczong dostgpnos¢ w organizmie gospodarza, poznanie molekularnych
mechanizméw zaangazowanych w ich pozyskiwanie ma istotne znaczenie zarOwno poznawcze,

jak i potencjalnie aplikacyjne.

Rozprawa liczy 137 stron i ma klasyczny uktad pracy eksperymentalnej. Obejmuje
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, obszerny wstep literaturowy, jasno sformulowany
cel badaf, szczegdtowy opis materiatow i metod, wyniki badan, dyskusje, wnioski oraz
bibliografie. W pracy zamieszczono liczne ryciny i tabele ulatwiajace interpretacje uzyskanych

wynikow.

P. gingivalis jest bakteria catkowicie zalezna od egzogennych zrodet hemu, poniewaz
nie posiada pelmego szlaku jego biosyntezy. Pomimo stosunkowo dobrego poznania
mechanizmow pobierahia hemu przez ten drobnoustréj, jego dalszy metabolizm pozostaje stabo
scharakteryzowany. Doktorant skoncentrowal si¢ na biatku HmuS, nalezacym do rodziny
biatek spokrewnionych z kobaltochelatazami CobN, ktérego funkcja biologiczna nie zostata
dotychczas jednoznacznie okreslona. Postawiona hipoteza zakladajaca udzial HmuS w
metabolizmie hemu jako potencjalnej dechelatazy byla interesujaca, ambitna i dobrze

uzasadniona aktualnym stanem wiedzy.

Cel pracy zostal sformutowany jasno i obejmowat kompleksowg charakterystyke biatka
Hmus, analize jego whasciwosci biochemicznych, lokalizacji komorkowej, zdolnosci wigzania

hemu oraz ocene wpltywu delecji genu AmusS na fenotyp i wirulencje bakterii.

W pierwszej czgsei badan Doktorant przeprowadzit analizy bioinformatyczne sekwencji
aminokwasowej biatka HmuS. Uzyskane wyniki wskazaty, ze bialka z rodziny HmuS sa
filogenetycznie oddalone od klasycznych biatek CobN i mogg stanowi¢ odrgbng grupe w
obrebie rodziny chelataz. Jest to obserwacja interesujaca, poniewaz sugeruje specjalizacje
funkcjonalng tych biatek w metabolizmie hemu u bakterii zaleznych od jego zewnetrznych
srodel. Autor wykazal réwniez, ze biatko HmuS posiada cechy biatka blonowego,
zawierajacego fragmenty transblonowe na koncu N- 1 C-terminalnym. Wyniki analiz lokalizacji
potwierdzily, ze HmuS jest zakotwiczone w blonie wewnetrznej bakterii, a zasadnicza czgs¢

bialka jest skierowana do przestrzeni peryplazmatycznej. Taka lokalizacja jest spojna z



proponowang funkcjg biatka, poniewaz po przejsciu hemu przez receptor btony zewnetrznej
HmuR dalsze etapy jego transportu i metabolizmu powinny zachodzi¢ wlasnie w obrebie

peryplazmy lub btony wewnetrzne;.

Kolejnym  waznym  etapem pracy byla biochemiczna  charakterystyka
rekombinowanego biatka HmuS oraz jego wariantow. Doktorant wykazal, ze biatko HmuS
oddziatuje z hemem, protoporfiryng IX oraz innymi metaloporfirynami. Istotne jest takze to, ze
wigzanie hemu zachodzilo preferencyjnie w warunkach redukujacych, co moze mie¢ znaczenie
fizjologiczne, poniewaz $rodowisko kieszonki przyzebowej i biofilmu bakteryjnego
charakteryzuje si¢ zmiennymi warunkami redoks. Autor wskazal réwniez potencjalne reszty
aminokwasowe zaangazowane w wigzanie hemu, w tym Met75, His252, His544 oraz His1217.
Wyniki te wzmacniaja hipoteze, ze HmusS nie jest jedynie biatkiem strukturalnie podobnym do
chelataz, lecz rzeczywiscie moze bezposrednio uczestniczyé w oddziatywaniu z hemem i jego

pochodnymi.

Szczegblnie interesujgca cze$¢ rozprawy stanowig badania dotyczace potencjalnej
aktywnosci enzymatycznej HmuS. Autor zaobserwowat postepujaca zmiane widma kompleksu
biatko-hem, co zinterpretowat jako zanik kompleksu w czasie trwania reakcji i mozliwy
przejaw aktywnosci enzymatycznej biatka. Wyniki te nie pozwalaja jeszcze na catkowicie
jednoznaczne okreslenie mechanizmu reakcji, ale stanowia mocny argument na rzecz udziatu
HmuS w przemianach hemu. Bardzo waznym uzupelnieniem tych obserwacji byty
doswiadczenia prowadzone z mutantem pozbawionym funkcjonalnego genu zmuS. W szczepie
tym nie stwierdzono prostego, oczekiwanego spadku poziomu zelaza i wzrostu ilogci hemu, co
Autor stusznie thumaczy mozliwoscia dziatania mechanizméw kompensacyjnych. Jednoczesnie
wykazano istotne obnizenie poziomu protoporfiryny IX (PPIX), co dobrze wspiera hipoteze, ze

HmuS bierze udziat w powstawaniu lub utrzymywaniu puli PPIX w komorce.

Doktorant szczegétowo przeanalizowat rowniez wptyw delecji genu AmusS na fizjologie
bakterii. Badania wzrostu szczepu dzikiego i mutanta AhmuS w réznych warunkach
dostgpnosci hemu, zelaza i metaloporfiryn wykazaty, ze brak HmuS nie prowadzi do prostego,
jednoznacznego fenotypu wzrostowego. Tego typu wyniki sa biologicznie cickawe, poniewaz
sugerujg, ze rola HmuS moze by¢ zalezna od warunkéw srodowiskowych i od rownowagi

pomigdzy pobieraniem, magazynowaniem, detoksykacja i metabolizmem hemu.



Bardzo warto$ciowa czescig rozprawy sg analizy ekspresji genow. Autor wykazal, ze
brak funkcjonalnego HmuS wplywa na ekspresj¢ genow zwigzanych z pobieraniem hemu i
zelaza, w tym elementéw systeméw Hmu, Hus i Iht. Szczegélnie interesujace jest to, ze W
mutancie AhmuS ekspresja genéw operonu kmu wzrastala, podczas gdy ekspresja niektérych
genéw innych systemow pobierania hemu i zelaza ulegata obnizeniu. Zaobserwowano rowniez
zmiany ekspresji genéw zwiazanych z homeostaza hemu i zelaza, a takze genow zwigzanych z
wirulencja. Wyniki te Wskazuj a, ze HmuS moze wptywac nie tylko na sam metabolizm hemu,
ale réwniez na szersza sie¢ regulacyjng obejmujgcg procesy adaptacji bakterii do dostgpnosci

srodet zelaza oraz ekspresje czynnikéw wirulencji.

[stotnym elementem pracy byla takze analiza cech fenotypowych zwiazanych z
wirulencja P. gingivalis. Doktorant wykazat, ze delecja genu hmuS zmniejsza zdolnos¢ bakterii
do tworzenia biofilmu oraz wplywa na aktywnos¢ gingipain. Poniewaz gingipainy pelnig
kluczowa role w pozyskiwaniu hemu z hemoprotein gospodarza oraz sg jednymi z
wazniejszych czynnikéw wirulencji P. gingivalis, uzyskane wyniki znaczaco poszerzaja
interpretacje funkcji HmuS. Biatko to nalezy wiec postrzega¢ nie tylko jako element
metabolizmu hemu, ale takze jako czynnik posrednio wplywajacy na wlasciwosci patogenne

bakterii.

Na uwage zasluguja rowniez badania pigmentu odktadanego na powierzchni komorek
P. gingivalis. Pigment ten petni funkcje rezerwuaru hemu i chroni bakterie przed stresem
oksydacyjnym. Doktorant, wykorzystujac chromatografie cienkowarstwowg, analize
fluorescencji, spektrofotometrig oraz spektrometri¢ mas, wykazat réznice w skladzie pigmentu
pomiedzy szczepem dzikim a mutantem AhmuS. Wyniki te sa spojne z wezesniejszymi
obserwacjami dotyczgcymi obnizonego poziomu wewnatrzkomorkowej PPIX i dodatkowo

potwierdzaja udzial HmuS w ksztattowaniu homeostazy porfirynowej komorki.

Podsumowujac, mgr inz. Patryk Cierpisz przedstawit spojna i dobrze udokumentowana
charakterystyke biatka HmusS, faczaca analizy bioinformatyczne, biochemiczne, molekularne i
fenotypowe. Najwicksza wartoscig rozprawy jest wykazanie, ze HmuS jest biatkiem
zaangazowanym w metabolizm hemu i PPIX, a jego brak wplywa na cechy istotne dla
wirulencji P. gingivalis, takie jak tworzenie biofilmu, aktywno$¢ gingipain oraz sktad pigmentu
powierzchniowego. Uzyskane wyniki nie tylko poszerzaja wiedze o biologii P. gingivalis, ale

réwniez otwieraja nowe pytania dotyczace metabolizmu hemu u bakterii beztlenowych i



potencjalnego wykorzystania biatek z rodziny HmuS jako celéw przyszlych strategii

terapeutycznych.

Warto podkresli¢, ze wyniki badan stanowigce podstawe rozprawy zostaty niedawno
opublikowane w renomowanym czasopi$mie Frontiers in Microbiology (Cierpisz P., Smiga
M., Tracz M., da Silva R.R., DuBois J.L., Olczak T. (2026) Biochemical and functional
characterization of Porphyromonas gingivalis HmuS protein reveals its participation in heme
metabolism. Front. Microbiol. 19;17:1788076, doi: 10.3389/fimicb.2026.1788076), ktore;
Doktorant jest pierwszym autorem. Ponadto Doktorant uczestniczyt aktywnie w konferencjach

krajowych i miedzynarodowych.

Przedstawiona rozprawa jest bardzo wartosciowa i starannie przygotowana. Moje uwagi

maja charakter dyskusyjny i nie wplywaja na wysokg ocene pracy.

1. Biatko HmuS moze uczestniczy¢ w odzyskiwaniu zelaza z hemu przez P. gingivalis. Jak
mozna wyjasni¢ fakt, ze bakteria ta wyksztalcita mechanizm wykorzystujagcy HmuS, zamiast
klasycznych oksygenaz hemowych obecnych u wielu innych bakterii? Jakie korzysci
adaptacyjne moze zapewnia¢ taki mechanizm w specyficznych warunkach $rodowiska

kieszonki przyzebowej?

2. Delecja genu hmuS P. gingivalis wptywa na zdolno$¢ tworzenia biofilmu oraz aktywno$é
gingipain. Czy obserwowane zmiany nalezy interpretowaé jako bezposrednig konsekwencie
zaburzenia metabolizmu hemu, czy raczej jako element szerszej odpowiedzi regulacyjnej
komorki na zachwianie homeostazy hemu i zelaza? Jakie mechanizmy molekularne mogtyby

odpowiada¢ za zaobserwowane efekty fenotypowe?

3. P. gingivalis funkcjonuje w obrebie ztozonego, wielogatunkowego biofilmu jamy ustne;j.
W jaki sposéb zaburzenie metabolizmu hemu wynikajace z delecji genu AmuS mogloby
wplywaé na interakcje tej bakterii z innymi cztonkami mikrobioty jamy ustnej oraz na jej

pozycje ekologiczng w strukturze biofilmu?

4. Uzyskane wyniki otwieraja nowe kierunki badan nad funkcjg biatka HmuS. Ktére
zagadnienia badawcze dotyczace biologicznej roli tego biatka nalezaloby uznaé za priorytetowe

w dalszych badaniach i dlaczego?



Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Patryka Cierpisza
stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu naukowego z zakresu mikrobiologii
molekularnej, biologii bakterii patogennych oraz metabolizmu hemu. Autor przeprowadzit
kompleksowe badania wykorzystujgce nowoczesny warsztat eksperymentalny i uzyskat wyniki
o0 wysokiej wartosci poznawczej. Rozprawa wnosi istotny wktad do wiedzy dotyczacej biologii

P. gingivalis oraz mechanizméw zwigzanych z metabolizmem hemu i wirulencja tej bakterii.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Patryka Cierpisza
spelnia wymagania okre$lone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pozn. Zm.). W zwiazku z powyzszym
wnosze o dopuszczenie Pana mgr inz. Patryka Cierpisza do dalszych etapéw postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie

nauki biologiczne.
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