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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Wojciecha Grabinskiego
zatytutowanej ,,System drozdzowy do przeszukiwania inhibitoréw giéwnej proteazy
SARS-CoV-2"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Wojciecha Grabinskiego zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Andonisa Karachitosa w Zakiadzie Bioenergetyki Instytutu
Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Trwajaca od 2019r pandemia Covid19 (ang. Coronavirus disease 2019) wywotana przez
nalezacy do grupy beta-koronawiruséw wirus SARS-CoV-2 stanowi ogromny problem nie tylko
zdrowotny i epidemiologiczny, ale réwniez gospodarczy. Swiatowa organizacja zdrowia WHO
podaje, ze w konsekwencji infekcji SARS-CoV-2 na $wiecie zmarto juz ponad 7 min ludzi
(httDs://data.who.int/dashboards/covid19/deaths?n=o). Pacjenci z tzw. long Covid odczuwaja
problemy zdrowotne nawet rok po infekcji. Opracowanie leku antywirusowego przeciw SARS-
CoV-2, ale réwniez innym koronawirusom (np. MERS, SARS), ograniczajgcego $miertelnosé i
eliminujacego/tagodzacego objawy jest Swiatowym wyzwaniem. W celu zaprojektowania
efektywnych terapii niezbedne sg szczegétowe badania molekularne, ktérych celem jest
zrozumienie patogenezy SARS-CoV-2, w tym roli poszczegdlnych biatek wirusowych.
Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska wpisuje sie w te istotng i aktualng tematyke
badawczg, stanowi bowiem prébe wykorzystania systemu drozdzy Saccharomyces cerevisiae do
ekspresji genéw wirusowych i identyfikacji potencjalnych inhibitoréw gtéwnej proteazy SARS-
CoV-2 (MPr), Biatko MP™ to funkcjonujaca w formie homodimeru proteaza o strukturze silnie
konserwowanej wérdd ludzkich koronawiruséw, a réznej od znanych ludzkich proteaz. Cecha ta
jest wykorzystywana przy projektowaniu skutecznych lekéw przeciwwirusowych z jednoczesnym
zachowaniem bezpieczeristwa dla cztowieka.

Praca doktorska mgra Wojciecha Grabinskiego to praca pisemna, ktdéra zostata
opracowana i przedtozona mi do recenzji jako rozprawa doktorska. Rozprawa ma charakter pracy
pisemnej mieszanej tj. zawiera cze$é stanowiaca opracowanie w j. polskim oraz wyniki badan
eksperymentalnych w postaci zataczonych manuskryptdw w j. angielskim. Opracowanie sktada
sig z 35 stron i zawiera: zyciorys, dane o aktywnosci naukowej i osiggnieciach, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, opis wynikéw rozprawy doktorskiej, informacje o finansowaniu. W
rozprawie doktorskiej zawarto 3 powigzane tematycznie manuskrypty/publikacje, we wszystkich
mgr Wojciech Grabiriski jest pierwszym autorem. Jedna z prac to artykut przegladowy
opublikowany w 2024r w czasopi$mie International Journal of Molecular Science
(https://doi.org/10.3390/ijms252312661; IIMS., 25(23), 12661. oznaczony jako Publikacja 3).
Ponadtodo rozprawy doktorskiej zataczono materiaty w formie przygotowanych manuskryptow.




Sa to odpowiednio: (1) manuskrypt zdeponowany w bazie bioRxiv, stanowigcy ogdlnie dostepny
tzw. preprint (doi.org/10.1101/2023.09.03.5555867; wersja z 26 sierpnia 2024r; oznaczony
jako Publikacja 1), (2) manuskrypt przygotowany z zachowaniem wymogow stawianych
publikacji naukowej, nieopublikowany, opatrzony przez autora komentarzem: ,praca zostanie
stozona do czasopisma Scientific Reports” (oznaczony jako Publikacja 2). W przypadku
wszystkich prac dotgczono oéwiadczenia wspoétautoréw o ich udziale w tworzeniu
publikacji/manuskryptu. Badania zaprezentowane w rozprawie doktorskiej byty finansowane w
ramach subwencji badawczej Zaktadu Bioenergetyki UAM i w ramach projektu nr 6/2020
finansowanego przez Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, ktérego kierownikiem byt
dr hab. Andonis Karachitos. Badania naukowe Doktoranta finansowane byly rowniez w ramach
projektéw NCN OPUS11 (2016/21/B/NZ4/00131, kierownik: dr hab. Hanna Kmita) i SONATA13
(2017/26/D/NZ1/00075; kierownik dr hab. Andonis Karachitos).

Gtéowna cze$é rozprawy doktorskiej stanowi ,Opis wynikéw rozprawy doktorskiej”
podzielony na podrozdziaty: cel pracy, wstep, gtéwne tezy i osiggnigcia rozprawy doktorskiej,
podsumowanie, bibliografia.

Cele pracy zostaty jasno okreslone i w petni odpowiadajg tematowi rozprawy.

W tematyke projektu rozprawy doktorskiej wprowadza Wstep, w ktorym Doktorant
pokrétce opisat strukture genomu SARS-CoV-2 i kluczowg role biatka 3-chymotrypsyno-
podobnej proteazy (MP™®) w cyklu replikacyjnym wirusa SARS-CoV-2. Uzasadniono, dlaczego
proteaza MP™ stanowi atrakcyjny cel w terapii Covid 19. W tym rozdziale scharakteryzowano
réwniez drozdze Saccharomyces cerevisiae jako dogodny model badawczy do badania
potencjalnych lekéw i do heterologicznej ekspresji, w tym ekspresji genéw wirusowych. Catosc
przedstawiono w sposéb bardzo okrojony. Choé¢ jest to tylko opracowanie do zestawu
zataczonych prac i wiele dodatkowych informacji wprowadzajacych znajduje sig w odpowiednich
zatgczonych manuskryptach, brakuje informaciji o strukturze i mechanizmach toksycznosci MP™,
opisanych juz mutacjach wptywajacych na aktywnos$é biatka, stosowanych obecnie inhibitorach
SARS-CoV-2.

Kolejna czeéé opracowania ,Gfowne tezy i osiagniecia rozprawy doktorskiej” zostata
podzielona na trzy sekcje charakteryzujace osiagnigcia opisane w poszczegdlnych dotaczonych
pracach (Publikacje 1-3).

Sekcja 1, odnosi sie do opisanego w Publikacji nr 1 (manuskrypt zdeponowany w bazie bioRxiv,
stanowiacy ogdélnie dostepny tzw preprint (doi.org/10.1101/2023.09.03.5555867; wersja z 26
sierpnia 2024r) skonstruowania systemu do produkcji MP® z SARS-CoV-2 z wykorzystaniem
modelu drozdzy S. cerevisiae. System ten opiera si¢ na heterologicznej ekspresji biatka MP™ w
formie koniugowanej z biatkiem zielonej fluorescencji (EGFP). Odpowiedni fragment genomu
wirusa zostat wprowadzony do chromosomu drozdzowego z wykorzystaniem metody
CRISPR/Cas9, umozliwiajac regulowang ekspresjg pod kontrolg drozdzowego promotora genu
GAL1. Co istotne jako tgcznik GFP i MP™ wykorzystano sekwencje SAVLQ specyficznie
rozpoznawang i nacinang przez MP™ (EGFP-SAVLQ-Mpro). Wykazano cytotoksyczny charakter
MPr dla komérek drozdzowych, indukcja ekspresji proteazy wigzata sig z obnizeniem zywotnosci
komérek. Funkcjonalnoéé konstrukcji oceniano z wykorzystaniem GC376, znanego inhibitora
proteazy MP. System ten zostat nastepnie z sukcesem wykorzystany przez Doktoranta jako
narzedzie do identyfikacji potencjalnych zwiazkédw hamujacych dziatanie MP™. Na uwage
zastuguje imponujgca liczba przebadanych w ramach projektu zwigzkéw. Badaniom
przesiewowym poddano ponad 1800 inhibitoréw, spoéréd ktérych 10 wybrano do dalszych
analiz. Wynikiem tych prac bylo zidentyfikowanie meisoindigo, pochodnej Indigo naturalis,
zwiazku o wiasciwoéciach cytotoksycznych, ktéry zwiekszat przezywalno$¢ komorek drozdzy
eksprymujacych toksyczng wirusowg proteaze MP™. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze
drozdze S. cerevisie stanowig dogodny, tani, bezpieczny i wydajny system do badan funkcji
gendéw wirusowych i opracowania potencjalnych lekéw przeciwwirusowych. Co najwazniejsze,
dzieki prowadzonym przez Doktoranta badaniom po raz pierwszy wskazano hamujace aktywnos¢é
proteazy MP™ dziatanie meisoindigo. Obserwacje te zostaty potwierdzone i rozszerzone przez Gao
i wsp (2024; https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2024.116498), co potwierdza przydatnosc
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skonstruowanego przez Doktoranta systemu drozdzowego do szybkiego przeszukiwania bibliotek
lekoéw. Analiza przedstawionych w tej czedci osiagnieé nasuneta mi kilka pytari. W analizach
funkcjonalnosci skonstruowanych szczepéw wykorzystano porownanie fenotypu komdrek
produkujacych EGFP-MP® w obecnosci lub braku inhibitora proteazy. Brakuje jednak
bezposredniego dowodu na prawidtowo$é i funkcjonalnosé konstrukeiji, ktérym bytoby wykrycie
powstajacego w komorkach drozdzy biatka EGFP-MP™ np. z wykorzystaniem przeciwciat anty-
GFP. Czy przeprowadzono takie analizy? Czy meisoindigo w wyzszych stezeniach jest dla
komorek drozdzy toksyczne i czy moze byé substratem transporteréw z grupy MDR, w tym Sng2?
Zmiany intensywnosci fluorescencji GFP odnoszono bezposrednio do aktywnosci EGFP-SAVLQ-
Mpre (publikacja 1, Ryc.6), a zmiana poziomu fluorescencji moze wynikaé réwniez z toksycznego
dziatania badanych inhibitoréw. W przypadku starzejgcych sie lub martwych komdrek drozdzy
S. cerevisiae obserwuje sie pewien poziom autofluorescencji przy zastosowaniu filtréw dla GFP,
co moze zaburza¢ interpretacje wynikéw. Wykonanie analogicznych testéw dla niepodlegajacej
procesowaniu wersji EGFP-D4K-Mpro i dla komoérek eksprymujacych samo GFP, w warunkach
kontrolnych i przy obecnosci inhibitoréw, pozwolitoby na rozréznienie cytotoksycznego efektu
MP i/lub inhibitora. Czy takie badania kontrolne byly wykonane? Na Ryc. 6 przedstawiono dane
wytacznie dla wersji EGFP-SAVLQ-MPr. Czy wykorzystano inne metody do oceny przezywalnosci
komoérek? Nie jest dla mnie jasne zastosowanie w badaniach opisanych w ,Publikacja 1" biatka
mCherry. Czg$¢ wynikéw badan zostata przedstawiona w suplemencie do ,Publikacji 17, ktéry
nie zostat dotaczony do rozprawy.

Sekcja 2, odnosi sie do opisanych w ,Publikacji nr 2” (manuskrypt przygotowany z zachowaniem
wymogow stawianych publikacji naukowej, nieopublikowany, opatrzony przez autora
komentarzem: ,praca zostanie ztozona do czasopisma Scientific Reports”) analiz toksycznego
wptywu proteazy MP™ na komérki drozdzy S. cerevisiae. Wyniki prowadzonych badan wskazujg
na powigzanie cytotoksycznosci MP™ z dysfunkcjg mitochondriéw. W toku realizacji badan, z
wykorzystaniem metody CRISPR/Cas9, Doktorant skonstruowat szczepy drozdzowe pozwalajace
na oceng aktywnosci promotora GALI jak i ocene cytotoksycznosci MP™ w zaleznosci od uzytego
W podfozu Zrddta wegla. Zaobserwowano zwiekszony efekt toksyczny MP® w warunkach
wymagajacych wysokiej aktywnosci metabolizmu mitochondrialnego np. w hodowli na podtozu
z glicerolem. Analiza mechanizméw odpowiedzialnych za ten fenotyp obejmowata badania
zuzycia tlenu, produkcji reaktywnych form tlenu, obserwacje morfologii mitochondriéw i
potencjatu btonowego. Otrzymane przez Doktoranta wyniki wskazuja, ze produkcja aktywnej
formy proteazy MP™ negatywnie wptywa na wydajnosé fosforylacji oksydacyjnej, ale nie ma
wptywu na produkcje wolnych rodnikéw tlenowych. Ponadto przy uzyciu mikroskopii konfokalnej
wykazano, ze MP™ zaburza funkcjonowanie mitochondriéw, obniza potencjat wewnetrznej btony
mitochondrialnej, powoduje zmiany w strukturze mitochondriéw. W tej czeéci opracowania
Doktorant wskazuje na obnizenie lub brak fluorescencji GFP w niektérych komdrkach szczepu
EGFP-SALVQ-Mpro sugerujac, ze wynikac to moze np. z zaburzen translacji wirusowego MP™ w
komorkach drozdzy. Ponawiam wiec pytanie o weryfikacje konstrukcji przy uzyciu metody
Western blot i przeciwciat anty GFP? Pojawia sie tez niekonsekwencja w interpretacji wynikdéw
fluorescencji, w ,Publikacja 1” zanik fluorescencji jest odczytywany jako dowdd aktywnosci MPr,
w ,Publikacji 2" jako potencjalny problem z produkcja MP™®. Na rycinach 5 i 6 nie uwzgledniono
wynikéw dla szczepu kontrolnego promGAL1::GFP, dlaczego? Mojg ciekawos$é zwrdcity wyniki
zaprezentowane na Ryc. 6 ,Publikacji 2” - wewnatrzkomdrkowa lokalizacja sygnatu GFP-MP™ j
kolokalizacja z wybarwionymi TMRM mitochondriami. W przypadku komérek produkujgcych
forme EGFP-SAVLQ-MP™, rozproszony rownomiernie w cytoplazmie sygnat najprawdopodobniej
wynika ze $wiecenia GFP uwolnionego po proteolizie EGFP-SAVLQ-MP™, Natomiast w przypadku
ekspresji formy EGFP-D4K-Mpro, gdzie teoretycznie proteaza jest stale potaczona z GFP, wzér
fluorescencji jest inny. Wewnatrz komoérek wida¢ wyrazne regiony, gdzie sygnat fluorescencji
GFP jest zageszczony. Najprawdopodobniej jest to obszar jadra komérkowego (mozna to
zweryfikowac odpowiednim barwieniem np. DAPI), mozna wiec wnioskowaé, ze w komdrkach
drozdzowych proteaza MP™ moze bycC kierowana do jadra. Sugeruje to, ze celem molekularnym
proteazy MP™® mogg byc¢ biatka jadrowe, w tym takie, ktére sa odpowiedzialne za regulacje



homeostazy mitochondriéw. Ciekawi mnie czy taka hipoteza byta weryfikowana? Jadrowa
lokalizacja MP™ byta obserwowana np. przez Song i wsp (3. Biol. Chem;299(3):102990; 2023),
ktorzy wykazali, ze substratem proteazy jest deacetylaza histonowa 2 (HDAC2). Skonstruowana
przez Doktoranta, nietoksyczna wersja GFP-D4K-MP™, mogtaby by¢ podstawa, do identyfikacji
eukariotycznych interaktoréw proteazy MP™ przy zastosowaniu np. techniki immunoprecypitacji
w potaczeniu ze spektrometrig mas. Czy takie badania byly rozwazane? W czesci ,Discussion”
,Publikacji 2” wskazano bowiem: ,Using these data, we identified 23 proteins essential for
mitochondrial function that contain potential cleavage sites for MP® (Table S1). Niestety
suplement w postaci tabeli nie zostat zataczony do rozprawy doktorskiej, wiec tym bardziej
ciekawi mnie jakie biatka znalazty sie w tym zestawieniu.
Sekcja 3 opracowania odnosi sig do artykutu opublikowanego w 2024r w czasopismie
International Journal of Molecular Science (oznaczony jako Publikacja 3). Jest to artykut
przegladowy, w ktérym Doktorant jest pierwszym autorem. W publikacji w doskonaty, wnikliwy
i analityczny sposob przedstawiono dotychczasowy stan wiedzy na temat wykorzystania modelu
drozdzowego w badaniach nad SARS-CoV-2. Opisano najczesciej wykorzystywane w badaniach
techniki, wykorzystanie drozdzy do badania interakcji Sars-CoV-2 z biatkami gospodarza,
wykorzystanie drozdzy do konstrukgcji szczepionek i tworzenia bibliotek przeciwciat.
Praca wzbogacona jest bardzo dobrze skonstruowanymi rycinami i tabelami. Materiat wskazuje
na bardzo dogtebne zaznajomienie si¢ Doktoranta z tematyka badan i umiejetnos¢ krytycznej
analizy opracowan naukowych. Taka analiza jest bardzo dobra podstawg do trafnego wyboru
metod i modelu badawczego. Moim zdaniem ta publikacja powinna rozpoczynac charakterystyke
osiggnie¢ Doktoranta, poniewaz jest doskonatym wprowadzeniem do opisywanej przez
Doktoranta czeéci eksperymentalnej. Natomiast w czesci opracowania w j. polskim do Publikacji
3 brakuje cytowan materiatéw zrédtowych.
Opracowanie koriczy ,Podsumowanie” stanowigce syntetyczne zestawienie gtownych zadan
badawczych i osiagnieé pracy doktorskiej, nie zawiera jednak dyskusji otrzymanych wynikow.
Dyskusja jest natomiast zawarta w rozdziatach ,Discussion” dotgczonych prac, gdzie otrzymane
przez autora wyniki badan sg prawidtowo omawiane i analizowane na tle danych literaturowych.
Opis wykorzystywanych w pracy metod, stanowigcy w klasycznym uktadzie rozprawy doktorskiej
osobny rozdziat, w przypadku tej pracy nie zostat uwzgledniony. Jednakze, kazda z zataczonych
prac zawiera odpowiedni opis uzytych metod.
W czesci ,Opis wynikéw rozprawy doktorskiej” Doktorant czesto odnosi sig do rycin z zatgczonych
manuskryptéw. Uwazam, ze wiaczenie tych rycin do opisu wzbogacitoby tekst, a jednoczesnie
zdecydowanie utatwitoby jego zrozumienie i interpretacje.
Mam kilka drobnych uwag do niefortunnych sformutowari:

e Str 26 - szczep toksyczny dla komoérek zamiast np. toksyczna dla komorek wersja biatka

e Str 27 - podobnie odnoszono sie do toksycznosci szczepu zamiast toksycznosci biatka

o Str 26 - Zrédta wegla fermentacyjne zamiast fermentowalne

e Brak wyjasnienia w tekscie skrétow: TMRM, YSD, Y2H,

Jako zataczniki do rozprawy dotaczono o$wiadczenia wspétautoréw, w ktorych wykazujg swojg
role w powstaniu poszczegolnych publikacji cyklu. Wszystkie oswiadczenia wskazuja na wiodacg
role Pana Wojciecha Grabirnskiego w ustalaniu koncepcji badan, doboru metod, konstrukcji
szczepéw, wykonaniu eksperymentdéw, przygotowaniu i edycji manuskryptu.

Zgodnie z informacjami podanymi w rozprawie doktorskiej wyniki badan Pana Wojciecha
Grabinskiego prezentowane byly 12 razy na krajowych i miedzynarodowych konferencjach,
réwniez w formie ustnej prezentacji wynikéw. W czasie trwania studiéw doktorskich mgr
Wojciech Grabiriski zdobyt finansowanie z FEBS YSF na wyjazd na Young Scientist Forum w
Portugalii (2022r). Doktorant byt réwniez beneficjentem grantu w konkursie IDUB Minigranty
Doktoranckie UAM. Poza pracami stanowigcymi podstawe tej rozprawy doktorskiej Pan Wojciech
Grabinski jest réwniez wspdtautorem trzech publikacji, opublikowanych w renomowanych
miedzynarodowych czasopismach (IJMS, 2024; Frontiers in Phy, 2021; Zootaxa, 2019), ktorych
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tematyka nie jest powigzana z tematyka rozprawy, ale wynikajq z udziatu Doktoranta w innych
projektach naukowych. Pan Wojciech Grabinski brat udziat w projektach naukowych NCN:
OPUS11 (2016/21/B/NZ4/00131, kierownik: prof. dr hab. Hanna Kmita), SONATA13
(2017/26/D/NZ1/00075; kierownik dr hab. Andonis Karachitos) i OPUS1 (2011/B/NZ3/00359;
kierownik: prof. dr hab. Hanna Kmita). Jest to dowdd na szerokie zainteresowania badawcze
Doktoranta i doswiadczenie w pracy nie tylko z modelem drozdzowym.

Praca mgr. Wojciecha Grabiriskiego stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie oraz znajomos$¢ metodologii z
zakresu biologii molekularnej.

Uwazam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 r.
poz. 1571 ze zm.). Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr. Wojciecha Grabinskiego
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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