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Warszawa, 29.07.2026.

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Patryka Cierpisza

Pan mgr inz. Patryk Cierpisz przedstawit do oceny rozprawg doktorska zatyhlowanq
. Charakterystyka biatka HmusS bakterii Porphyromonas gingivalis”, wykonana w Pracowni Biologii
Medycznej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod kierunkiem prof. dr hab.
Teresy Olczak oraz przy udziale promotora pomocniczego dr. Michata Smigi. Rozprawa napisana
jest w jezyku polskim. Ma uklad klasyczny, zawierajac kolejno Streszczenie, Wstep, Cel pracy,
Materiaty 1 Metody, Wyniki, Dyskusje, Wnioski i Bibliografie.

Wstep do rozprawy, zawarty na 24 stronach, porusza zagadnienia wazne dla czgdci
do$wiadczalnej. Doktorant oméwit w nim role zelaza i hemu w procesach zyciowych, nastgpnie
zwigZzle opisal choroby przyzgbia, podajac kontekst dla mechanizméw wirulencji bakterii
Porphyromonas gingivalis, nastgpnie opisat znane sposoby przyswajania zelaza i hemu u bakterii
Gram-ujemnych ogélnie i P. gingivalis w szczegdlnosci, przedstawiajgc operony Hmu, Hus oraz Iht
i wzajemne relacje systemow biatek kodowanych przez te operony, by skonczy¢ na przedstawieniu
znanych faktow w dziedzinie metabolizmu hemu i zelaza u P. gingivalis.

Wstep jest dobrze napisany i kompletny, stanowigc podreczne kompendium wiedzy na temat
pozyskiwania Zelaza przez patogeny jamy ustnej i szerzej bakterie Gram-ujemne.

Na str. 36 Doktorant opisat Cel Pracy: ,,Celem pracy doktorskiej byla charakterystyka biatka
HmuS bakterii P. gingivalis (HmuSprg) jako biatka o potencjalnych wiasciwosciach dechelatazy,
biorqcego udzial w metabolizmie hemu.” Podaje tez zwigzte uzasadnienie wazno$ci podjgtych badan, a

takze wylicza pigé pytan szczegotowych, sktadajacych si¢ na powyzszy cel, mianowicie:

. Jak usunigcie genu AmuSpre wptywa na fenotyp bakterii P. gingivalis?
. Jaka jest lokalizacja komérkowa biatka HmuS?e?

. Jaka jest charakterystyka oddziatywania biatka HmuS*2z hemem?

. Jaka jest rola biatka HmuS®2 w metabolizmie hemu?

. Czy biatko Hmus’® wykazuje aktywno$¢ dechelatazy?
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Cytuje te pytania z przyjemnoscig, gdyz nie kazdy Doktorant/ka potrafi sformutowac
przedmiot i cel swoich badafi z por6wnywalng jasnoscia.

Nastepna czescia rozprawy jest przedstawiony na 23 stronach opis wykorzystanych przy jej
realizacji materiatow i zastosowanych metod badawczych. Doktorant przedstawit listy odczynnikow,
oligonukleotydéw, pozywek i buforéw uzywanych w roznych typach eksperymentow, omowit
uzywane szczepy bakterii i plazmidy. Nastepnie szczegdlowo przedstawil protokoty do$wiadczalne
dla wszystkich zastosowanych przez siebie procedur. Zazwyczaj celem doktadnego opisu materialow
i metod jest umozliwienie powtérzenia opisywanych eksperymentéw nastepnym badaczom. Opis
przygotowany przez mgr. inz. Cierpisza z pewnoscig spetnia ten cel.

Opis wynikow rozprawy zaczyna sig od str. 60 i koficzy na str. 108. Doktorant rozpoczyna od
analizy bioinformatycznej sekwencji biatka HmuS"e, dochodzac do wniosku, ze jest ono, wraz z innymi
biatkami HmuS, doé¢ odmienne od biatek CobN oraz ChlH, dla ktérych opisana jest funkcja chelatazy,
czyli insercji jonéw metali w pierécienie tetrapirolowe. Nastgpnie Doktorant otrzymat model 3D HmuS?g,
za pomocg programu AlphaFold 3.0. W wyniku dalszych analiz poréwnawczych sekwencji i struktury
drugorzedowej zaproponowal lokalizacje biatka w btonie wewnetrznej komorki bakterii i przestrzeni
periplazmatyczne;.

W dalszych badaniach Doktorant podjgt probe eksperymentalnego potwierdzenia tej
propozycji. W tym celu zastosowat kilka podejé¢. Préby lokalizacji biatka HmuSP’® w bakteriach P.
gingivalis nie powiodty sig, co Doktorant przypisuje niskiej ekspresji biatka i matej specyficznosei
przeciwciat. Ten cel zostal osiggniety w warunkach nadekspresji HmuSP® w bakteriach Escherichia
coli, potwierdzajac hipoteze sformutowana w badaniach bioinformatycznych. Nadekspresja w E. coli
byta na tyle udana, ze podjgto zakoniczong sukcesem probe otrzymania rekombinowanego HmuSPe w
tych bakteriach. Otrzymano réwniez pokrewne biatko HmuS®® z Bacteroides fragilis.

W kolejnych badaniach mgr inz. P. Cierpisz sprawdzit, czy otrzymane przez siebie biatka
istotnie wigza hem. Wiazanie to zostato potwierdzone dla HmuSF® i HmuSBf zaréwno w warunkach
redukujacych — Fe(Il), jak i utleniajacych — Fe(IlI), za pomoca spektroskopii elektronowej, dzieki

znajomosci potozen charakterystycznych pasm absorpcyjnych hemu (pasma Soreta i Q) w zaleznoéci
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od warunkow, Wigzanie to nie jest jednak zbyt specyficzne, co wykazano w reakcjach z porfirynami
zawierajacymi inne jony metali.

W nastgpnym etapie badan Doktorant podjat probe lokalizacji miejsca wigzania hemu w
czasteczce HmuSPe, W tym celu sporzadzit sze§¢ mutantdw punktowych tego biatka, inspirowanych
geometrig dwoch potencjalnych miejsc wigzania hemu, zaproponowana przez AlphaFold. Wyniki
do$wiadczalne nie daly jednak jednoznacznych wynikdéw. Zmiany widma UV-VIS nie wskazywaly
na calkowitg utrat¢ wigzania hemu w zadnym z mutantéw, pomimo réznic w obserwowanych
widmach. Dla wyjaénienia tej obserwacji Doktorant zaproponowat rownowazne wigzanie hemu do
HmuSP# w obu tych miejscach. Nie podat jednak, dlaczego nie zastosowano w tej sytuacji mutacji,
ktore moglyby zlikwidowa¢ zdolno$¢ wigzania hemu przez badane biatko w obu wskazanych
kieszeniach, np. His252Ala/His544/Ala. W ostatniej serii eksperymentéw z rekombinowanym
biatkiem HmuS®%, a takze HmuSB! sprawdzono, czy biatka te w istocie s enzymami odbierajgcymi
jon zelaza ze struktury hemu. Udato si¢ ten fakt potwierdzié, ale tylko jako$ciowo, na podstawie
ubytku intensywnosci pasm Q i Soreta. Proces ten jest zalezny od NADH i obecno$ci w mieszaninie
reakcyjnej frakcji blony wewngtrznej lizatu E. coli. Doktorantowi nie powiodly si¢ proby
alternatywnego zmierzenia produktow reakcji, jonéw zelaza i PPIX,

Pozostate cze$ci Wynikow dotycza eksperymentow bakteriologicznych. Doktorant zbadat, na
ile delecja genu HmuS"® jest szkodliwa dla wzrostu bakterii P. gingivalis, a nastgpnie przesledzit
globalng zmiang ekspresji gendow pod jej wptywem z uzyciem RNA-Seq. Wyniki wskazujg na niewielka
role HmuS™® w ogdélnym wzro$cie i metabolizmie bakterii, ktére rosty na pozywkach bogatych i
ubogich w zelazo z podobna tatwos$cia. Natomiast delecja tego genu powoduje do$¢ znaczne zmiany
ekspresji gendw, w tym zwigzanych z transportem przezblonowym i metabolizmem Zelaza. Sugeruje
to jego uczestnictwo w procesach regulacyjnych. Nastepnym testem byto zatem sprawdzenie, czy
brak biatka (i genu) HmuS®e zaburza w konkretniejszy sposob system akwizycji Zelaza na poziomie
biatkowym. Réwniez i tu nie zaobserwowano jednak istotnych zmian. Wobec takiego stanu rzeczy,
Doktorant przeprowadzit szersze badania wptywu usuniecia genu HmuSP® na procesy metaboliczne
P. gingivalis. Wykazal znaczne obnizenie aktywnos$ci enzymatycznej gingipainy Kgp, oslabienie

zdolno$ci do tworzenia biofilmu i ogromny spadek poziomu PPIX po 6 godzinach hodowli. Nie
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zaobserwowano natomiast zaburzeh poziomu Zelaza, hemu i zdolnosci do tworzenia biofilmu. W
ostatniej serii eksperymentéw mgr inz. P. Cierpisz zbadat role HmuS™ w procesie pigmentacji
bakterii. W tym celu wyizolowal pigment powierzchniowy, opracowal metodologi¢ rozdziatu i
oszacowania jego sktadu metoda spektroskopii optycznej, a nastgpnie we wspotpracy uzyskat dane
iloSciowe metoda spektrometrii mas. Wynik wykazal wigkszg zawarto$¢ porfiryn podstawionych
jonami Zn(II), Co(Il) i Mn(Il), a takze PPIX w pigmencie ze szczepu natywnego, co Doktorant
zinterpretowat jako dowod na udziat HmuS"® w usuwaniu zelaza z hemu, dzigki czemu w pigmencie
pojawiaé si¢ mogg PPIX, produkt tej reakcji i pochodne wtérnej metalacji PPIX.

Rozprawe wieficzy 9-stronicowa dyskusja wynikéw wraz z wypunktowanymi wnioskami.
Doktorant w sposob rzetelny i systematyczny dokonuje w niej rekapitulacji uzyskanych wynikow, a
w jej drugiej czeéci odnosi swoje wyniki do podobnych badan opublikowanych dla innych bakterii.
Zgadzam si¢ z zawartym w niej wnioskiem, ze badane biatko HmuSF2 uczestniczy w rozktadzie hemu
do zelaza i porfiryny, ale nie jest jedynym enzymem, prowadzacym t¢ lub podobng reakcjg.
Powigzania biatka HmuS"® z innymi aspektami wirulencji P. | gingivalis sg niejasne, ale silne
zaburzenie wzoru ekspresji gendw, dotyczacych procesoéw transportu komoérkowego, w wyniku
delecji genu HmuS?® wskazuje ze biatko to ma jeszcze inne funkcje, ktére moga zosta¢ ujawnione w
dalszych badaniach. Doktorant wykonat duza liczb¢ eksperymentéw, ktore poprawnie opracowat i
zinterpretowat, a fakt, ze nie wszystkie wyszly w sposob przewidywany a priori to chleb powszedni
nauki. Nie mam w tej kwestii istotnych uwag krytycznych, natomiast podczas obrony chciatbym
poznaé opini¢ Doktoranta w kwestii innych podej$é badawczych, ktére moglyby poglebi¢ opis
funkcji i wla§ciwosci biatka HmuSFe.

Konkludujgc, pragne stwierdzié, ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr. inz.
Patryka Cierpisza spetnia wymogi, stawiane przed rozprawami doktorskimi przez art. 186 i 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce, z pézniejszymi zmianami i
wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Signed by / Podpisano
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