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Zyciorys

W 2014 ukonczytem I Liceum Ogolnoksztalcagce im. Adama Asnyka w Kaliszu, gdzie
uczytem si¢ w klasie o profilu biologiczno-chemicznym. Tego samego roku rozpoczatem studia
na kierunku biotechnologia na Wydziale Biologii UAM w Poznaniu, ktore skonczytem w 2017
roku bronigc prace licencjacka pt. ,,Wplyw znacznika auksotroficznego LEU2 na
przezywalno$¢ komorek drozdzowego modelu choroby Huntingtona” pod opiekg prof. dr hab.
Hanny Kmity. W trakcie okresu wakacyjnego poprzedzajacego rozpoczecie studiow
magisterskich, odbylem 3 miesigczny staz w Miedzyzaktadowej Pracowni Biologii
Molekularnej Instytutu Ochrony Roslin. W pazdzierniku 2017 kontynuowatem swoja edukacje
na Wydziale Biologii UAM rozpoczynajac studia magisterskie na kierunku biotechnologia.
W trakcie tego okresu, spedzilem semestr na Uniwersytecie Jaen w Hiszpanii w ramach
programu Erasmus+, gdzie studiowalem kierunek Dbiotecnologia y biomedicina
(pol. biotechnologia i biomedycyna). Po powrocie do kraju, obronitem prace magisterska
pt. ,,Zréznicowanie izoform biatka VDAC u S$limakow wodnych i ladowych”, ktorej
promotorka byta prof. dr hab. Hanna Kmita. Ponadto po ukonczeniu studiow magisterskich
odbylem 3 miesigczny staz w Laboratorium Badan Markerow Genetycznych u Koni

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

W latach 2015-2019 aktywnie dzialalem w Kole Naukowym Przyrodnikoéw UAM —
Sekcji Medycyny Regeneracyjnej i Badan nad Nowotworami, w ramach ktorej organizowatem
oraz prowadzilem warsztaty popularnonaukowe w trakcie takich wydarzen jak Noc

Naukowcow, Poznanski Festiwal Nauki 1 Sztuki czy Noc Biologow.

W  pazdzierniku 2019 rozpoczatem ksztatlcenie w Szkole Doktorskiej Nauk
Przyrodniczych UAM (poprzednia nazwa to Szkota Doktorska UAM). Poczatkowo temat mojej
rozprawy doktorskiej nosit tytul ,,Biatko yVDAC?2 jako narzedzie przetrwania przez komorki
drozdzy Saccharomyces cerevisiae stresu srodowiskowego™ 1 realizowatem go pod opieka
prof. dr hab. Hanny Kmity, a promotorem pomocniczym byt dr hab. Andonis Karachitos.
Jednakze po wybuchu pandemii SARS-CoV-2 zmienitem tematyke swoich badan na ,,System
drozdzowy do przeszukiwania inhibitoréw gléwnej proteazy SARS-CoV-2”, a moim
promotorem jest dr hab. Andonis Karachitos. W trakcie nauki w szkole doktorskiej bytem takze
kierownikiem grantu otrzymanego w ramach konkursu ID-UB 017 Minigranty Doktoranckie

pt. ,,Analiza wptywu stresu oksydacyjnego spowodowanego brakiem funkcjonalnych dysmutaz



SOD1 i/lub SOD2 na poziom biatka yVDAC2 w mitochondriach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae”. Ponadto uczestniczytem w projekcie finansowanym przez Rektora Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w ramach konkursu Badania nad COVID-19, nr 6/2020
»System drozdzowy do przeszukiwania inhibitorow gtownej proteazy SARS-CoV-2”. Oprocz
tego otrzymatem grant wyjazdowy FEBS YSF na konferencje Young Scientists’ Forum (YSF
2022) 6-9.07.2022 odbywajacy si¢ w Vimeiro, oraz The Biochemistry Global Summit, 9-
14.07.2022 w Lizbonie.

Zarowno podczas studiow, jak i w szkole doktorskiej, prezentowatem lub bylem
wspotautorem w sumie 17 posterow konferencyjnych oraz 4 wystapien ustnych. Szczegdtowe

informacje przedstawitem w podrozdziale ,,Aktywno$¢ naukowa i1 osiggnigcia”.



Aktywnos¢ naukowa i osiggniecia

Artykuly wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej

1.

Grabinski, W., Kicinska, A., Kosicka, E., Baranek-Grabinska, M., Hejenkowska, E. D.,
Budzik, J., Sliska, P., Sliwinska, W., & Karachitos, A. (2023). Meisoindigo: An
Effective Inhibitor of SARS-CoV-2 Main Protease Revealed by Yeast System,
bioRxiv 2023.09.03.555867, https://doi.org/10.1101/2023.09.03.555867

preprint opublikowany w bioRxiv,

przygotowany do wystania do czasopisma naukowego

Grabinski, W., Kicinska, A., Funtowicz, K., Skrzypczak, T., Karachitos, A. (2025).

SARS-CoV-2 main protease causes mitochondrial dysfunction in a yeast model

Praca zostanie ztozona do czasopisma Scientific Reports
Grabinski, W., Karachitos, A., & Kicinska, A. (2024). Backstage Heroes—Yeast in
COVID-19 Research. International Journal of Molecular Sciences, 25(23), 12661.

https://do1.org/10.3390/1jms252312661

Impact Factor (2023): 4,9
Punkty MNiSW (2024): 140



Osiagni¢cia w ramach rozprawy doktorskiej

e Skonstruowanie 1 zoptymalizowanie systemu drozdzowego do przeszukiwania
inhibitoréw gtownej proteazy SARS-CoV-2 (MP™).

e  Wytypowanie lekow dziatajacych jako inhibitory MP™ na podstawie przeprowadzonego
badania przesiewowego, w tym zidentyfikowanie meisoindigo jako zwigzku
o wczesniej nieudokumentowanej aktywnosci wobec MP™.

e Przeprowadzenie szczegdtowej analizy aktywnosci enzymatycznej MP™.

e Okreslenie wptywu MP™® na funkcjonalno$¢ mitochondriow, stres oksydacyjny
1 poziom oddychania komorkowego.

e Opracowanie przegladu literatury, ktory kompleksowo opisuje szerokie wykorzystanie

drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2.



Pozostale artykuly opublikowane w trakcie ksztalcenia w Szkole
Doktorskiej

1.

Baranek-Grabinska, M., Grabinski, W., Musso, D., Karachitos, A., & Kmita, H. (2024).
Developing a Novel and Optimized Yeast Model for Human VDAC Research.
International Journal of  Molecular Sciences, 25(23), 13010.
https://doi.org/10.3390/1jms252313010

Impact Factor (2023): 4,9
Punkty MNiSW (2024): 140

Karachitos, A., Grabinski, W., Baranek, M., & Kmita, H. (2021). Redox-Sensitive
VDAC: A Possible Function as an Environmental Stress Sensor Revealed by
Bioinformatic Analysis. Frontiers in Physiology, /2, 750627.
https://doi.org/10.3389/fphys.2021.750627

Impact Factor (2021): 4,755
Punkty MNiSW (2021): 100

Bartylak, T., Kulpa, A., Grobys, D., Kepel, M., Kepel, A., Kmita, H., Gawlak, M.,
Grabinski, W., Roszkowska, M., & Kaczmarek, L. (2019). Variability of Echiniscus
tristis Gasiorek & Kristensen, 2018-is morphology sufficient for taxonomic
differentiation of Echiniscidae? Zootaxa, 4701(1),zootaxa.4701.1.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4701.1.1

Impact Factor (2019): 0.949
Punkty MNiSW (2019): 70



Pozostale aktywnosci doktoranta

Wystapienia konferencyjne

- Prezentacja posteru konferencyjnego ,,Pathophysiological effects of the main protease (MP™)
of SARS-CoV-2 on mitochondria” na V Kongresie BIO 2023, 13-16.09.2023, (Grabinski W.,

Funtowicz K., Karachitos A.)

- Wspdtautor wystgpienia ustnego ,,The role of human VDAC paralogs under oxidative stress
induced by the absence of superoxide dismutases™ na V Kongresie BIO 2023 13-16.09.2023,
Szczecin (Baranek-Grabinska M., Karachitos A., Grabinski W., Skrzypczak T., Kmita H.)

- Wspotautor wystapienia ustnego ,,An Effective Inhibitor of SARS-CoV-2 Main Protease
Revealed by Yeast System” na V Kongresie BIO 2023 13-16.09.2023, Szczecin (Grabinski
W., Kicinska A., Kosicka E., Baranek-Grabinska M., Hejenkowska E., Budzik J., Sliska P.,
Sliwinska W., Karachitos A.)

- Prezentacja posteru konferencyjnego ,,Identification of novel inhibitors of the main protease
of SARS-CoV-2 using a yeast-based system” na 10. Miedzyuczelnianym Sympozjum
Biotechnologicznym ,,Symbioza” 12-14.05.2023, Warszawa (Grabinski W., Kosicka E.,
Kicinska A., Baranek-Grabinska M., Sliska P., Hejenkowska E., Budzik J., Sliwinska W.,
Karachitos A.)

- Wspoétautor posteru konferencyjnego ,,Analysis of functional differences between human
VDAC3 isoforms” 18th Congress of the Polish Biophysical Society (PTBF) Warszawa
6-9.09.2022. (Hejenkowska E., Baranek M., Grabinski W., Kmita H., Karachitos A.)

- Prezentacja posteru konferencyjnego ,,A yeast-based screening assay identifies drug that
inhibits SARS-CoV-2 main protease” The Biochemistry Global Summit, 9-14.07.2022
Lizbona, Portugalia. Zostat on opublikowany jako doniesienie konferencyjne w FEBS Open
Bio; 12:156, 2022. (Grabinski W., Kosicka E., Baranek M., Sliska P, Hejenkowska E., Budzik
J., Karachitos A.)

- Prezentacja posteru konferencyjnego ,,A yeast-based screening assay identifies drug that
inhibits SARS-CoV-2 main protease” [UBMB-FEBS-PABMB Young Scientists’ Forum (YSF
2022) 6-9.07.2022 Vimeiro, Portugalia. (Grabinski W., Kosicka E., Baranek M., Sliska P.,
Hejenkowska E., Budzik J., Karachitos A.)
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- Wspotautor posteru konferencyjnego ,,Filarial worms and mammalian spermatozoa are likely
to sense environmental stress in a similar way” The Biochemistry Global Summit, 9-14.07.2022
Lizbona, Portugalia. Zostal on opublikowany jako doniesienie konferencyjne w FEBS Open

Bio ; 12:207, 2022. (Baranek M., Karachitos A., Grabinski W., Kmita H.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego ,,Filarial worms and mammalian spermatozoa are likely
to sense environmental stress in a similar way” IUBMB-FEBS-PABMB Young Scientists’
Forum (YSF 2022) 6-9.07.2022 Vimeiro, Portugalia. (Baranek M., Karachitos A., Grabinski
W., Kmita H.)

- Wystgpienie ustne ,, The yeast Saccharomyces cerevisiae VDAC depleted mutants — phenotype
update” w ramach konferencji 9th Mitochondrion 2021, 27.01.2021 (On-line) (Grabinski W.,
Baranek M., Karachitos A., Kmita H.)

- Wspotautor wystapienia ustnego ,,Functional analysis of mutation in VDAC3 encoding gene”,
w ramach konferencji 9th Mitochondrion 2021, 27.01.2021 (On-line) (Baranek M., Walkowiak
A., Hejenkowska E., Grabinski W., Kmita H., Karachitos A.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego ,,AsodlAporl Saccharomyces cerevisiae double mutant
phenotype and human VDAC isoforms” w ramach konferencji 8th Mitochondrion 2020,
Warszawa, 05.02.2020 (Baranek M., Grabinski W., Kmita H., Karachitos A.)

Przed rozpoczeciem ksztalcenia w szkole doktorskiej:

- Prezentacja posteru konferencyjnego pt. ,,Overexpression of predicted snail VDAC isoforms
in the yeast Saccharomyces cerevisiae cells”, na V International Conference on Research and
Education Challenges for Contemporary Live Sciences 8-13.04.2019, Poznan (Grabinski W.,
Pienkowska J., Kmita H., Kosicka E.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego pt. ,,One or two Echiniscus species? Is morphology
enough for taxonomic differentiation of Heterotardigrada?” na V International Conference on
Research and Education Challenges for Contemporary Live Sciences 8-13.04.2019, Poznan
(Bartylak T., Kulpa A., Grobys D., Kepel M., Kepel A., Kmita H., Gawlak M., Grabinski W.,
Roszkowska M., Kaczmarek 1..)

- Wspdtautor posteru konferencyjnego pt. ,,Is the AsodlAporl Saccharomyces cerevisiae

double mutant phenotype suppressed by human VDAC isoforms?” na V International
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Conference on Research and Education Challenges for Contemporary Live Sciences,

8-13.04.2019, Poznan (Baranek M., Grabinski W., Kmita H., Karachitos A.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego pt. ,,The phenotype of yeast Saccharomyces cerevisiae
double mutants depleted of the copper-and zinc-containing superoxide dismutase (CuZnSOD)
and voltage dependent anion channel (VDAC) encoding genes” na Kongresie BIO 2018, 18-
21.09.2018, Gdansk (Baranek M., Grabinski W., Kmita H., Karachitos A.)

- Wspétautor posteru konferencyjnego pt. ,,The role of human VDACI in Huntington Disease
pathogenesis: conclusions from the yeast model studies” na International Conference Non-
conventional Yeasts: from Basic Research to Application, 15-18.05.2018, Rzeszow (Grobys D.,
Karachitos A., Grabinski W., Baranek M., Kmita H.)

- Wspolautor posteru konferencyjnego pt. ,,Human VDAC1 and Huntington disease
pathogenesis: conclusions from the yeast model studies” na 6th Mitochondrion — Bioenergetics
Update 08.12.2017, Poznan (Grobys D., Karachitos A., Grabinski W., Baranek M., Kmita
H.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego pt. ,,Estimation of LEU2 expression effect on cell
viability of the yeast Saccharomyces cerevisiae model of Huntington disease" na IVth
International Conference on Research and Education. 07.04.2017, Poznan (Grobys D.,

Grabinski W., Karachitos A., Kmita H.)

- Prezentacja posteru konferencyjnego pt. ,,Wplyw znacznika auksotroficznego LEU2 na
przezywalno$¢ komorek drozdzowego modelu choroby Huntingtona" na konferencji
»Zrozumie¢ nauke" 30.09.2017, £odz (Grabinski W., Baranek M., Grobys D., Karachitos A.,
Kmita H.)

- Wspotautor posteru konferencyjnego pt. ,,Weryfikacja funkcjonalna komorek Saccharomyces
cerevisiae stanowigcych model drozdZzowy choroby Huntingtona" na konferencji ,,Zrozumie¢

nauke¢" 30.09.2017, £o6dz (Baranek M., Grabinski W., Grobys D., Karachitos A., Kmita H.)
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Nagrody i granty

- Grant wyjazdowy FEBS YSF na konferencje Young Scientists’ Forum (YSF 2022)
6-9.07.2022 Vimeiro, oraz The Biochemistry Global Summit, 9-14.07.2022 Lizbona, Portugalia

- Grant w konkursie ID-UB 017 Minigranty Doktoranckie ,,Analiza wplywu stresu
oksydacyjnego spowodowanego brakiem funkcjonalnych dysmutaz SODI1 i/lub SOD2 na

poziom biatka yVDAC2 w mitochondriach drozdzy Saccharomyces cerevisiae”
Przed rozpoczeciem ksztalcenia w szkole doktorskiej

- Stypendium rektora UAM drugiego stopnia dla najlepszych studentow w roku akademickim
2017/2018 oraz 2018/2019

Szkolenia

- Udzial w szkoleniu: ,,Najnowsze metody statystyczne wykorzystywane we wspodtczesnych

badaniach biologicznych” - szkolenie przeprowadzit dr hab. Szymon Drobniak z UJ

Udzial w projektach naukowych

- System drozdzowy do przeszukiwania inhibitoréw gtéwnej proteazy SARS-CoV-2”,
nr 6/2020, w ramach konkursu na badania nad COVID-19 finansowanego przez Rektora

Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, kierownik dr hab. Andonis Karachitos
Przed rozpoczeciem ksztalcenia w szkole doktorskiej

- Udziat w projekcie naukowym finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki
pt. ,,Mitochondrialne markery skutecznej anhydrobiozy u przedstawicieli niesporczakoéw

wodnych 1 ladowych” (nr 2016/21/B/NZ4/00131) kierownik prof. dr hab. Hanna Kmita

- Udzial w projekcie naukowym finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki pt. "Kanat
VDAC jako cel dzialania huntingtyny w rozwoju choroby Huntingtona"
(nr 2011/01/B/NZ3/00359) kierownik prof. dr hab. Hanna Kmita
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Wykaz skrotow

3CLP™ — 3-chymotripsin-like protease (pol. proteaza 3- chymotrypsyno-podobna)
ACE2 — angiotensin converting enzyme 2 (pol. konwertaza angiotensyny 2)

BMYV — brome mosaic virus (pol. wirus mozaiki stoktosy)

BPV — bovine papillomavirus (pol. wirus brodawczaka bydta)

CFP — cyan fluorescent protein(pol. cyjanowe biatko fluorescencji)

DMS — deep mutational scanning (pol. glebokie skanowanie mutacyjne)

EGFP — enhanced green fluorescence protein (pol. wzmocnione biatko zielonej
fluorescencyji)

GFP — green fluorescent protein (pol. biatko zielonej fluorescencji)

HCMYV — human cytomegalovirus (pol. ludzki wirus cytomegalii)

HIV-1 — human immunodeficiency virus 1 (pol. ludzki wirus niedoboru odpornosci)
HPV — human papillomavirus (pol. wirus brodawczaka ludzkiego)

FDA - U.S. Food and Drug Administration (pol. Amerykariska agencja ds. Zywnosci i
Lekow)

FRET - fluorescence resonance energy transfer (pol. rezonansowy transfer energii
Sfluorescencyji)

MP™ — main protease (pol. glowna proteaza)

NSP — non-structural protein (pol. biatko niestrukturalne)

ORF — open reading frame (pol. otwarta ramka odczytu)

ppla —polyprotein la (pol. poliproteina 1a)

pplab — polyprotein 1ab (pol, poliproteina 1ab)

RBD - receptor binding domain (pol. domena wigzgca receptor)

RFT — reaktywne formy tlenu

SARS-CoV — severe acute respiratory syndrome coronavirus (pol. koronawirus
cigzkiego ostrego zespotu oddechowego)

SARS-CoV-2 — severe acute respiratory syndrome coronavirus — 2 (pol. drugi
koronawirus ciezkiego ostrego zespotu oddechowego)

TAR — transcription-associated recombination (pol. rekombinacja sprzezona
z transformacjq)

Y2H — yeast two-hybrid system (pol. dwuhybrydowy system drozdzowy)

YAC — yeast artificial chromosome (pol. sztuczny chromosom drozdzowy)

YFP — yellow fluorescent protein (pol. biatko Zoltej fluorescencyji)

YSD — yeast surface display (pol. prezentowanie na powierzchni sciany komorkowej

drozdzy)
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Streszczenie

Pandemia COVID-19, wywolana wirusem  Betacoronavirus  pandemicum
(SARS-CoV-2) doprowadzita do $mierci milionéw ludzi na calym $wiecie. Jednym z biatek
niezbednych do funkcjonowania SARS-CoV-2 jest jego gldwna proteaza (MP™), co czyni ja
jednym z wazniejszych celow dla potencjalnych lekéw. Celem niniejszej rozprawy doktorskiej
bylo opracowanie bezpiecznego, ekonomicznie przystgpnego 1 szybkiego systemu
przesiewowego, opartego na drozdzach Saccharomyces cerevisiae, do badania aktywnosci MP™
oraz poszukiwania jej inhibitoréw. System ten umozliwia kontrolowang ekspresj¢ genu
kodujacego MP™, ktéry zostat umieszczony pod kontrolg promotora GALI. Zaproponowany

system pozwala na okreslenie aktywnos$ci MP™

zardwno poprzez jego toksyczny wplyw na
wzrost komoérek drozdzy, jak i pomiar zmian poziomu fluorescencji. System wykazal czutosé
na znane inhibitory MP™, ale takze umozliwit identyfikacje nowych, wczesniej nieopisanych
inhibitorow, takich jak meisoindigo. Dodatkowo, przeprowadzone badania wskazaty na
zwigzek miedzy aktywnos$cig MP™ a funkcjonowaniem mitochondriéw. Zaobserwowano, ze
MP® jest szczegdlnie toksyczne w warunkach wymagajacych od komorek aktywnych
mitochondriow. Na podstawie pomiarow poziomu oddychania komoérkowego oraz obserwacji
mikroskopowych wykazano, ze MP™ obniza zuzycie tlenu, zaktdca potencjal wewngtrznej
btony mitochondrialnej oraz powoduje deformacj¢ struktury mitochondriow. Ponadto,
w ramach pracy przedstawiono przeglad literatury dotyczacej szerokiego wykorzystania
drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2, obejmujacych analiz¢ aktywnos$ci MP™, badanie
oddziatywan miedzy biatkami wirusa a biatkami gospodarza, produkcje szczepionek oraz
tworzenie replikondéw SARS-CoV-2. Niniejsza rozprawa doktorska prezentuje skuteczny
system drozdzowy umozliwiajacy wykrywanie inhibitorow MP™ oraz dostarcza nowej wiedzy

na temat wplywu MP™ na kluczowe struktury subkomorkowe, takie jak mitochondria,

poglebiajac zrozumienie mechanizmoéw dziatania SARS-CoV-2.
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Abstract

The COVID-19 pandemic, caused by the Betacoronavirus pandemicum virus (SARS-
CoV-2), has resulted in the death of millions of people worldwide. One of the proteins required
for SARS-CoV-2 to function is its main protease (MP™), making it one of the most important
targets for potential drugs. The aim of this thesis was to develop a safe, inexpensive and rapid
screening system based on the yeast Saccharomyces cerevisiae to study MP™ activity and search
for its inhibitors. This system allows the controlled expression of the MP™ gene under the control
of the GALI promoter. The proposed system allows for the determination of MP™ activity both
through its toxic effect on yeast cell growth and through measurement of changes in
fluorescence level. The system showed sensitivity to known MP™ inhibitors, but also allowed
the identification of new, previously undescribed inhibitors, such as meisoindigo. In addition,
the results indicated a relationship between MP™ activity and mitochondrial function. MP™ was
observed to be particularly toxic under conditions that require active mitochondria in cells.
Based on measurements of cellular respiration levels and microscopic observations, MP™ was
shown to reduce oxygen consumption, disrupt the inner mitochondrial membrane potential, and
cause deformation of mitochondrial structure. In addition, this thesis presents a literature review
of the extensive use of yeast in SARS-CoV-2 research, including the analysis of MP™ activity,
the study between viral- host protein interactions, vaccine production, and the formation of
SARS-CoV-2 replicons. This dissertation presents an effective yeast system for the detection of
MP™ inhibitors and provides new insights into the effects of MP™ on key subcellular structures

such as mitochondria, expanding our understanding of the mechanisms of SARS-CoV-2 action.
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Opis wynikow rozprawy doktorskiej

Cele pracy

W niniejszej] pracy zaprezentowano konstrukcje wszechstronnego systemu
ekspresyjnego opartego na drozdzach Saccharomyces cerevisiae, ktory umozliwia badanie
glownej proteazy (MP™) wirusa SARS-CoV-2 (Betacoronavirus pandemicum). MP™, kluczowe
biatko wirusa, odpowiada za procesy niezbgdne do jego replikacji 1 jest jednym
z najwazniejszych celow dla potencjalnych lekéw przeciw COVID-19. System opiera si¢ na
stabilnej integracji genu kodujacego MP® w genomie drozdzy za pomoca technologii
CRISPR/Cas9. Gen kodujacy biatko fuzyjne EGFP-SAVLQ-Mpro zostat wprowadzony pod
kontrole promotora GALI, ktorego aktywno$¢ jest regulowana przez obecno$¢ galaktozy
w pozywce. Dodatkowo, w celu zwigkszenia czulo$ci testow przesiewowych, usunigto gen

odpowiedzialny za wielolekowg oporno$¢ drozdzy (PDRY).
Projekt badawczy miat na celu:

1. Opracowanie stabilnego, bezpiecznego i tatwego w obsludze modelu badawczego,
umozliwiajacego kontrolowang ekspresj¢ i analiz¢ aktywno$ci enzymatycznej MP™
w zywych komorkach.

2. Wykorzystanie opracowanego systemu do analizy lekéw zatwierdzonych przez FDA
w celu identyfikacji nowych inhibitorow MP®, oraz ocena ich skutecznosci
w blokowaniu aktywnos$ci enzymatycznej proteazy.

3. Analizg toksycznosci MP™ i jego wplywu na mitochondria, w tym na potencjat
wewngtrznej blony mitochondrialnej, tempo oddychania i produkcje reaktywnych form
tlenu (RFT). Oceng zmian w strukturze i funkcji mitochondriéw w warunkach hodowli
wymagajacych intensywnej aktywnosci mitochondriow.

4. Przeglad zastosowan drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2.
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Wstep

Pandemia COVID 19 (ang. coronavirus disease 2019) trwajaca od 2019 roku, wywarta
gleboki wptyw na ludzkos¢. Choroba wywotywana przez szczep SARS-CoV-2 (ang. severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2), nalezacego do wirusa Betacoronavirus
pandemicum, byta odpowiedzialna za §mier¢ milionow ludzi na calym $§wiecie. Spowodowata
ona réwniez kryzys w systemach ochrony zdrowia oraz powazne konsekwencje gospodarcze

na skale globalng'~.

SARS-CoV-2 to jednoniciowy wirus RNA o dodatniej polarnosci (+ssRNA) i genomie
liczacym okoto 29,9 tysigca nukleotydéw?. Okoto 2/3 genomu obejmuje naktadajace si¢ ramki
odczytu ORF1la oraz ORF1b, kodujace 16 biatek niestrukturalnych (nsp, ang. non structural
proteins). Pozostata 1/3 genomu koduje 4 biatka strukturalne: biatko szczytowe (S, ang. spike),
biatko btonowe (M, ang. membrane), nukleokapsydu (N, ang. nucleocapsid) i1 biatko ostonki
(E, ang. envelope), a takze zestaw biatek pomocniczych®. W wyniku translacji ORFla oraz
ORF1b powstaja poliproteiny ppla i pplab, ktore sa autoproteolitycznie rozcinane przez
proteazy cysteinowe: papaino-podobng proteaze (PLP™ , nsp3, ang. papain-like protease) oraz
3-chymotrypsyno-podobng proteaze zwang tez gldwna proteaza (3CLP™, MP™, nsp5, ang. 3-

chymotrypsin-like/main protease)*>.

MP™ jest biatkiem, ktore przyjmuje aktywng form¢ jako homodimer. Kazdy protomer
o masie okoto 33,8 kDa sktada sic z 3 domen®. MP® odgrywa kluczowa role w cyklu
replikacyjnym wirusa, rozcinajac poliproteing pplab w 11 specyficznych miejscach.
Charakterystyczng cechg tej proteazy jest rozpoznawanie sekwencji Leu-Gln|(Ser/Ala/Gly)’.
Sekwencja MP SARS-CoV-2 wykazuje 96% podobienstwa do homologicznej proteazy SARS-
CoV (ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus)®. Unikalng cecha MP™ jest silnie
zakonserwowana struktura biatka przy jednoczesnym braku homologicznej proteazy
u czlowieka. Fakt ten, w potaczeniu z jej kluczowa rola w cyklu replikacyjnym wirusa, czyni
MP® wyijatkowo atrakcyjnym celem dla projektowania lekoéw przeciwko SARS-CoV-2°.
Obecnos¢ inhibitora MP™, nirmatrelviru, w skladzie leku Paxlovid, szeroko stosowanego
w terapii COVID-19, podkres$la znaczenie tej proteazy w opracowywaniu strategii
terapeutycznych. Ponadto, kolejne inhibitory MP™, takie jak atilotrelvir, simnotrelvir czy
olgotrelvir sa obecnie testowane w badaniach klinicznych!®, co wskazuje na rosnace

zainteresowanie tym biatkiem.
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Saccharomyces cerevisiae to jednokomorkowe organizmy eukariotyczne, ktore od
wielu lat odgrywaja kluczowa role w badaniach naukowych i biotechnologii!!. Byty one
pierwszym organizmem eukariotycznym, ktorego genom zostal w peini zsekwencjonowany juz
w 1996 roku, co otworzylo nowe mozliwosci w genetyce i biologii molekularnej'?. Choé
drozdze sg szeroko znane ze swojego zastosowania w przemys$le spozywczym, takim jak
winiarstwo, piwowarstwo czy piekarnictwo, ich znaczenie wykracza daleko poza te
dziedziny'®. Drozdze odgrywaja rowniez istotna role w prowadzeniu badan naukowych
1 w przemys$le farmaceutycznym, gdzie wykorzystywane sg do produkcji okoto 1/6
farmaceutykow dopuszczonych do uzytku przez ludzi m.in. insuliny, glukagonu, czy

szczepionek np. przeciwko HPV 1415,

S. cerevisiae uznawane s3 uznawane za jeden z najczesciej wykorzystywanych
organizméw modelowych w badaniach naukowych!®. Posiadaja wiele cech, ktore czynig je
wygodnym 1 wszechstronnym narzedziem badawczym. Drozdze sg tanie i tatwe w hodowli,
wymagaja jedynie prostych pozywek, a ich szybki czas generacji pozwala na skrdcenie czasu

trwania eksperymentu'!*7,

Dodatkowymi atutami S. cerevisiae jest ich genetyczne
podobienstwo do genomu cztowieka, oraz zdolno$¢ do skutecznego wprowadzania modyfikacji

potranslacyjnych biatek!'®!°. Uzycie ich nie generuje réwniez probleméw natury etycznej?’.

Drozdze charakteryzuja si¢ réwniez latwos$cia wprowadzania modyfikacji
genetycznych, co mozna osiggngé miedzy innymi za pomocg technologii CRISPR/Cas9'°.
Wykazuja takze zdolno$¢ do efektywnej sekrecji oraz heterologicznej produkcji biatek, co czyni

je niezastgpionymi w badaniach biomedycznych i biotechnologii'®.

S. cerevisiae z powodzeniem znajdujg zastosowanie w badaniach nad wirusami. Warto
zaznaczy¢, ze istniejg wirusy zardéwno roslinne jak i zwierzece, ktore sa zdolne do replikacji
w komorkach drozdzy?!. Wérod nich mozemy wymieni¢ m.in. wirus brodawczaka bydlecego
(BPV, ang. bovine papillomavirus, wirus brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. human
papillomavirus), wirus mozaiki stoktosy (BMV, ang. brome mosaic virus) oraz wirus
krzaczastej karlowatosci pomidora (TBSV, ang. tomato bushy stunt virus)*'"*2. Drozdze sa
rowniez przydatne w badaniach nad lokalizacja bialek wirusowych w komorkach, analiza
wptywu wiruséw na cykl komorki gospodarza oraz badaniem wptywu indukowanej przez
wirusy $mierci komorkowej?®. Ich wykorzystanie w badaniach umozliwia rdéwniez
identyfikacje¢ czasteczek o dziataniu przeciwwirusowym. Przyktadem sg systemy drozdzowe

zaprojektowane do przesiewu lekéw przeciwko proteazom wiruséw takich jak SARS-CoV,
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HCMYV (ang. human cytomegalovirus) czy HIV-1 (ang. human immunodeficiency virus 1)*.
Pomimo licznych zalet, takich jak prostota obstugi, mozliwo$¢ genetycznej modyfikacji
1 szybkos$¢ eksperymentdéw, drozdze posiadajg takze pewne ograniczenia w kontek$cie badan
nad wirusami. Jednym z nich jest brak mozliwosci doktadnego odzwierciedlenia ztozonych

interakcji, ktore zachodza w organizmach wielokomérkowych??.

W niniejszej pracy przedstawiono system wykorzystujacy S.cerevisiae do
przeszukiwania inhibitorow MP SARS-CoV-2. Opracowany model umozliwia wykrywanie
czasteczek hamujacych aktywnos¢ MP™ na podstawie analizy zdolno$ci komodrek do wzrostu
oraz pomiaru zmian poziomu fluorescencji, co pozwala na szybkie i efektywne przesiewanie
potencjalnych inhibitorow. W ramach pracy doktorskiej zaprezentowano réwniez propozycje
nowego inhibitora MP®, ktory do roku 2024 nie byl nigdzie opisany?* (Publikacja 1).
Obserwacje uzyskane podczas konstrukcji i optymalizacji systemu drozdzowego staly si¢
punktem wyjscia do dalszych badan. Skupiono si¢ na analizie zaleznos$ci migdzy aktywnoscia
promotora GALI a zastosowanym zrodlem wegla, co pozwolito lepiej zrozumie¢ mechanizmy
regulacji ekspresji genow w tym systemie. W kolejnym etapie badan zbadano wptyw MP™ na
funkcjonowanie mitochondriow S. cerevisiae, ujawniajagc mechanizmy toksycznosci proteazy
w komorkach drozdzy (Publikacja 2). W ostatniej pracy podsumowano szerokie zastosowanie
drozdzy r6znych gatunkéw w badaniach nad SARS-CoV-2, ze szczegdlnym uwzglednieniem
badan skoncentrowanych na MP*. Omoéwiono metody badawcze, wyniki oraz potencjalne
kierunki dalszych badan w kontek§cie SARS-CoV-2, podkreslajac znaczenie drozdzy jako

uniwersalnego modelu badawczego (Publikacja 3).

Niniejsza rozprawa doktorska przedstawia rozwdj zaawansowanego systemu
badawczego opartego na drozdzach S. cerevisiae, ktoéry umozliwia skuteczne wyszukiwanie
inhibitorow MP wirusa SARS-CoV-2. Opracowany system drozdzowy stanowi wszechstronne
1 ekonomiczne narz¢dzie badawcze, ktore takze wspiera badania nad mechanizmami
patogenezy SARS-CoV-2. Wyniki uzyskane w ramach tej pracy moga przyczyni¢ si¢ do
rozwoju skutecznych terapii przeciwwirusowych oraz do dalszych badan nad interakcjami

wirusOw z komorkami gospodarza, w szczegdlnosci w kontekscie mitochondriow.
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Glowne tezy i osiagni¢cia rozprawy doktorskiej

1. Skonstruowany system jako narzedzie do poszukiwania inhibitoréw MPr°
Publikacja nr 1. Grabinski, W., Kicinska, A., Kosicka, E., Baranek-Grabinska, M.,
Hejenkowska, E. D., Budzik, J., Sliska, P., Sliwinska, W., & Karachitos, A., 2023, Meisoindigo:
An Effective Inhibitor of SARS-CoV-2 Main Protease Revealed by Yeast System, bioRxiv
2023.09.03.555867; https://doi.org/10.1101/2023.09.03.555867

Celem pracy byto opracowanie systemu umozliwiajacego bezpieczne, szybkie i tanie

pro

przeszukiwanie potencjalnych lekow ukierunkowanych na SARS-CoV-2. MP, ze wzgledu na
swoj konserwatywny charakter, oraz kluczowa rol¢ w cyklu zyciowym SARS-CoV-2, zostala
wybrana jako obiecujacy cel terapeutyczny. Wykorzystano powszechnie stosowany organizm
modelowy, drozdze S. cerevisiae, do stworzenia systemu umozliwiajacego identyfikacje

inhibitorow MP™.

Skonstruowano szczepy drozdzy umozliwiajagce kontrolowang ekspresje genu
kodujacego biatko fuzyjne. W jego konstrukcji gtéwna proteaza zostata potaczona z biatkiem
fluorescencyjnym EGFP (ang. enhanced green fluorescence protein) za pomoca sekwencji
rozpoznawanej przez MP™. Ekspresje genu kontrolowano promotorem GALI, indukowanym
przez dodanie galaktozy do podloza hodowlanego. Dodatkowo skonstruowano szczep
kontrolny, w ktorym MP™ polaczono z EGFP za pomoca sekwencji nierozpoznawanej przez

enzym, co pozwolito na ocen¢ specyficznosci dziatania inhibitorow.

Zdolnos¢ opracowanego systemu do wykrywania inhibitorow MP™ potwierdzono przy
uzyciu znanego inhibitora GC376. Nastepnie przeprowadzono przesiew biblioteki lekow
w poszukiwaniu nowych potencjalnych inhibitorow MP®. Wyselekcjonowane zwiazki poddano
dalszym testom zaréwno na pozywkach stalych, jak 1 plynnych. Zwiazki wykazujace
najsilniejszy efekt zostaly dodatkowo zweryfikowane w testach in-vitro z wykorzystaniem

techniki FRET, co umozliwito precyzyjng ocen¢ ich dziatania.

a. Konstrukcja systemu do przeszukiwania inhibitorow.

Kluczowym celem projektu bylo opracowanie systemu umozliwiajacego stabilng
1 kontrolowang ekspresj¢ genu kodujacego MP™. Zaprojektowany system wykorzystuje

toksyczny wplyw MP™ na wzrost komorek drozdzy. Osiggnigto to poprzez wprowadzenie genu
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kodujacego biatko fuzyjne EGFP-SAVLQ-MP® do chromosomu 2 drozdzy przy uzyciu
technologii CRISPR/Cas9. Gen umieszczono pod kontrolg promotora GALI, co umozliwito
precyzyjng kontrole ekspresji za pomocg galaktozy (Rysunek 1 w Publikacji 1). Dodatkowo,
delecja genu GALI uniemozliwita drozdzom wykorzystywanie galaktozy jako zrodta wegla, co
zapewnito utrzymanie si¢ tego czynnika indukujacego na stalym poziomie. Aby zwigkszy¢
skuteczno$¢ badan przesiewowych, usuni¢to gen PDRS5, odpowiedzialny za wielolekowa
oporno$¢. System pozwala na wykrywanie inhibitorow MP™ poprzez oceng wzrostu komorek

drozdzy oraz zmian w poziomie fluorescencji.

Biatko fuzyjne EGFP oraz MP™ zaprojektowano tak, aby MP™ autokatalitycznie
rozcinalo sekwencje SAVLQ, uwalniajac EGFP i przyjmujac natywng strukturg, co umozliwia
jego petng aktywnos$¢ 1 toksyczne dziatanie wobec komorek drozdzy. W obecnosci inhibitora
wzrost drozdzy nie jest zaburzony, a poziom fluorescencji wzrasta. Wprowadzono rowniez
kontrolny wariant EGFP-D4K-Mpro, w ktorym sekwencja SAVLQ, rozpoznawana przez MP™
zostata zastgpiona tacznikiem D4K rozpoznawanym przez enterokinaze (nieobecng
w komorkach drozdzy). Ta modyfikacja obnizyla aktywno§¢ MP™, skutkujac brakiem

toksycznosci i zwigkszeniem fluorescencji (Rysunek 2 w Publikacji 1).

Kolejnym krokiem bylo wybranie odpowiedniego podtoza hodowlanego. Pozywki
z glukoza zostaly wykluczone ze wzgledu na represj¢ kataboliczng, ktéra utrudniata indukcje
1 kontrole poziomu ekspresji genu kodujacego . Pozywki wzbogacone glicerolem pozwolity na
obserwacje¢ fenotypu toksycznosci MP™ (Rysunek 2¢ w Publikacji 1), jednak dtugi czas wzrostu
(okoto tygodnia) i brak skutecznosci testowanych lekéw wykluczyly ich uzycie. Ostatecznie
zastosowanie sacharozy jako zrodta wegla rozwigzalo te problemy, umozliwiajac szybki wzrost

drozdzy oraz skuteczne wykrywanie inhibitorow MP™ w czasie nieprzekraczajacym 48 godzin.

Do walidacji systemu wykorzystano GC376, znany inhibitor MP™, ktory skutecznie
zahamowal aktywno$¢ proteazy, przywracajac wzrost drozdzy (Rysunek 3 w Publikacji 1).
Badaniom przesiewowym poddano ponad 1900 lekéw zaaprobowanych przez FDA (ang. U.S.
Food and Drug Administration). Szczegdétowy opis procedury znajduje si¢ w rozdziale
»Materiaty 1 Metody” Publikacji 1, a schemat przeprowadzenia testu przedstawiono

na Rysunku 1.
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b. Przeszukiwanie biblioteki lekow i testy in-vitro.

W ramach przeszukiwania lekéw wytypowano 10 zwigzkéw o potencjalnym dziataniu
jako inhibitory MP™. W celu potwierdzenia wynikéw, przeprowadzono testy wzrostu na
pozywce plynnej. Szczegdlng uwage zwrdcit meisoindigo, pochodna Indigo naturalis,
wykorzystywana jako lek przeciwnowotworowy. Zwiazek ten, dotychczas nieopisywany
w kontekscie aktywnosci przeciw SARS-CoV-2, skutecznie przywracat wzrost komorek
drozdzy (Rysunek 3¢ oraz 4 w Publikacji 1). Wyniki te zostaly potwierdzone przez analizg
poziomu fluorescencji, ktéra wykazata wzrost w obecnos$ci meisoindigo (Rysunek 6

w Publikacji 1).

Kolejnym zwigzkiem wykazujacym wysoka skuteczno$¢ na pozywce stalej byt
ixazomib. Jednakze, w testach na pozywce plynnej jego efekt hamujacy okazal znacznie
stabszy. Testom na pozywce ptynnej poddano réwniez nirmatrelvir, sktadnik leku Paxlovid,
ktory przywracat wzrost komorek drozdzy w obecnosci toksycznej ekspresji MP™ (Rysunek 4

w Publikacji 1).

Dla dalszej weryfikacji skuteczno$ci meisoindigo przeprowadzono testy in vitro
z wykorzystaniem techniki FRET, ktéra umozliwia oceng¢ aktywnoS$ci enzymatycznej poprzez
pomiar zmian fluorescencji po rozszczepieniu syntetycznego substratu. W tym podejsciu
zastosowano dobrze znany substrat Mca-AVLQ | SGFR-K(Dnp)-K, gdzie "|" oznacza miejsce
rozcigcia przez MP™ w warunkach in vitro. Wyniki wykazaty, ze w przeciwienstwie do GC376,
meisoindigo nie wywotato znaczacego efektu hamujacego MP™. Meisoindigo, ze wzgledu na
swoj intensywny czerwony kolor moze powodowa¢ tlumienie sygnalu fluorescencji lub
wprowadza¢ zaktocenia w odczycie (Rysunek 5b w Publikacji 1). Jednakze, pdzniejsza
publikacja Gao 1 wspotautorow (2024), ktdra pojawita si¢ po udostepnieniu naszych wynikow
w preprincie, dostarcza dalszych dowodow na to, ze meisoindigo rzeczywiscie jest inhibitorem
MP™24 W badaniach tych zastosowano szereg metod, w tym testy FRET, modelowanie
molekularne, testy cytotoksycznosci oraz eksperymenty przeciwwirusowe na liniach
komoérkowych zakazonych SARS-CoV-2. Te dane sa potwierdzeniem, ze opracowany
w ramach niniejszej pracy system przesiewowy skutecznie zidentyfikowat meisoindigo jako
potencjalny inhibitor M, cho¢ wyniki testow FRET w naszej pracy wskazywaly na brak

aktywnosci, najprawdopodobniej ze wzgledu na konieczno$¢ optymalizacji tej techniki.

Podsumowujac, w ramach niniejszej pracy opracowano drozdzowy system do

przeszukiwania inhibitorow MP™, charakteryzujacy si¢ krotkim czasem wykrywania

23



potencjalnych lekow. System ten nie wymaga laboratoriow o wysokim poziomie
bezpieczenstwa, co czyni go dostepnym takze dla osrodkéw o ograniczonych zasobach
finansowych. Wykorzystuje toksyczny efekt MP™ na komorki drozdzy i pozwala na wykrycie
inhibitorow poprzez testy wzrostowe oraz analize poziomu fluorescencji. Wyniki sugeruja, ze

system drozdzowy jest wartoSciowym narzgdziem w poszukiwaniu nowych lekéw przeciw

SARS-CoV-2.
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2. Toksyczny wpltyw MP™ na komorki drozdzy zwiazany jest z dysfunkcja mitochondriow.

Publikacja nr 2. Grabinski, W., Kicinska, A., Funtowicz, K., Skrzypczak, T., Karachitos, A.

(2025). SARS-CoV-2 main protease causes mitochondrial dysfunction in a yeast model.

Wyniki przedstawione w ramach Publikacji 1 wskazaly na istotne roznice
w toksycznosci MP™ 1 wzro$cie drozdzy w zaleznosci od uzytego zrodla wegla. Szczegdlnie
zauwazono, ze toksyczno$¢ MP™ byla bardziej nasilona w obecno$ci niefermentujacego zrodta
wegla, takiego jak glicerol, w porownaniu z fermentujacg sacharozg. Obserwacje te postawity
pytanie, czy za rdznice w toksycznosci odpowiadaja same wtasciwosci metaboliczne komorek
w zalezno$ci od zrodia wegla, czy tez sg one zwigzane z réznicami w poziomie ekspresji gendw

pod kontrola promotora GAL 1, aktywowanego przez podanie galaktozy?

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, postanowiono skonstruowaé¢ nowy model drozdzowy,
umozliwiajacy precyzyjne zbadanie wptywu réznych zrodet wegla na aktywno$¢ promotora
GALI oraz na toksyczno$s¢ MP™. W tym celu zastosowano uktad badawczy pozwalajacy na
ocen¢ zarowno aktywnosci promotora w roznych warunkach metabolicznych, jak 1 wptywu

toksycznego MP™ w zaleznosci od zastosowanego podtoza hodowlanego.

Otrzymane wyniki pozwolity na wytypowanie zaréwno pozywek najwydajniej
aktywujacych promotor GALI, jak i tych, na ktérych efekt toksyczny MP™ byt najsilniejszy.
W szczegodlnosci zauwazono, ze metabolizm komorek zwigzany z intensywng aktywnoscia
mitochondridéw moze zwigksza¢ podatnos¢ na dziatanie proteazy. Zaobserwowany zwigzek
pomigdzy ostabieniem wzrostu drozdzy a aktywnoscig MP™ w warunkach wymuszajacych
aktywnos$¢ mitochondridow sklonito do przeprowadzenia szczegdtowych badah mechanizméw
odpowiedzialnych za te efekty. W tym celu zmierzono szybkos$¢ zuzycia tlenu przez komorki
hodowane na r6znych podtozach, aby oceni¢ wptyw aktywnej MP™ na mitochondria, Okreslono
produkcje reaktywnych form tlenu (RFT) w mitochondriach, stosujac sonde MitoSOX, a takze

przeanalizowano morfologi¢ mitochondriéw 1 ich potencjat blonowy.

a. Wplyw zrodla wegla na aktywno$¢ promotora GAL! oraz toksyczno$¢ MP™ wobec

komorek S. cerevisiae

Pierwszym celem badania bylo okreslenie aktywnosci promotora GALI w zalezno$ci

od zastosowanego zrodta wegla. W tym celu skonstruowano szczep drozdzy, w ktoérym gen
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kodujacy biatko fluorescencyjne EGFP zostat wprowadzony pod kontrole promotora GALI.
Podobnie jak w Publikacji 1, do precyzyjnej modyfikacji genomu wykorzystano technologie
CRISPR/Cas9, co umozliwito stabilng i kontrolowang ekspresj¢ EGFP w obecnosci galaktozy
(Rysunek 1 w Publikacji 2).

Otrzymany szczep zostatl nastgpnie uzyty do przeprowadzenia kropelkowego testu
wzrostowego na pozywkach zawierajacych rozne zroédta wegla wzbogaconych o galaktoze,
w tym: etanol z glicerolem, glicerol, glukoza, mleczan i1 sacharoza. Jako kontrole wykorzystano
komorki hodowane na pozywce zawierajacej glukoze bez dodatku galaktozy, co pozwolito na
ocen¢ bazowego poziomu fluorescencji EGFP w warunkach represji katabolicznej. Wyniki
analizy fluorescencji wskazaly, ze najwyzszy poziom aktywnosci promotora GALI
zaobserwowano w komodrkach hodowanych na pozywce z sacharozg oraz glicerolem (Rysunek
2 w Publikacji 2). Co ciekawe, aktywnos$¢ promotora GALI zostata zarejestrowana takze
w komorkach hodowanych na podtozu z glukoza z dodatkiem galaktozy, pomimo jej znanego
efektu represji katabolicznej. W tym przypadku poziom fluorescencji byt jednak stosunkowo
niski.

Prawdopodobnym wytlumaczeniem tej obserwacji jest mechanizm aktywacji
promotora GALI w warunkach ograniczenia dostgpnosci glukozy. Mozliwe, Ze represja
kataboliczna wywolana obecnoscig glukozy zostaje ostabiona w momencie, gdy jej stezenie
w pozywce spada do poziomu krytycznego, co umozliwia indukcje promotora GALI przez
obecnos¢ galaktozy. Mechanizm ten jest zgodny 2z wcze$niejszymi doniesieniami
literaturowymi, ktore wskazuja na zalezno$¢ miedzy stezeniem glukozy a aktywnoscig genow

zwigzanych z metabolizmem alternatywnych Zrédet wegla®.

W kolejnym etapie badania opisany powyzej uktad poszerzono o szczepy drozdzowe
opracowane w ramach systemu przeznaczonego do poszukiwania inhibitorow MP®. Do tych
badan wykorzystano dwa szczepy drozdzy: jeden, w ktorym pod promotor GAL I wprowadzono
gen kodujacy biatko fuzyjne EGFP-SAVLQ-Mpro (szczep toksyczny dla komorek, enzym jest
aktywny) lub EGFP-D4K-Mpro (szczep kontrolny, z ograniczong aktywnos$cig enzymatyczng).
Taki zestaw szczepéw pozwolil na poréwnanie toksycznosci MP® w warunkach

fermentacyjnych oraz wymagajacych aktywnego metabolizmu mitochondrialnego.

Przeprowadzono eksperymenty hodowlane na pozywkach zawierajacych rézne zrodta
wegla: fermentacyjne (glukoza, sacharoza) oraz niefermentacyjne (etanol, potaczenie etanolu

z glicerolem, mleczan). Wyniki jasno wskazaly, ze wzrost komoérek drozdzowych z aktywnym
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MP* (EGFP-SAVLQ-Mpro) byt zauwazalnie ostabiony w warunkach fermentacyjnych
w porodwnaniu do szczepdéw kontrolnych (EGFP-D4K-Mpro). Efekt ten byl jednak znacznie
bardziej nasilony w przypadku pozywek wymagajacych aktywnego metabolizmu
mitochondrialnego, takich jak te zawierajace etanol, glicerol czy mleczan. W tych warunkach
wzrost komorek drozdzowych z aktywnym MP™ byt znaczaco zredukowany, co wskazuje, ze
toksyczno$¢ proteazy jest szczeg6lnie dotkliwa w komorkach opierajagcych swoj metabolizm
na mitochondriach (Rysunek 4 w Publikacji 2). Chociaz EGFP-D4K-Mpro zaprojektowano
jako szczep kontrolny, w warunkach wymagajacych aktywnego metabolizmu
mitochondrialnego, takich jak hodowla na glicerolu czy mleczanie, zaobserwowano réwniez
ostabienie wzrostu komorek. Sugeruje to, ze szczep ten moze wykazywac pewien poziom
toksycznos$ci, potencjalnie zwiagzany z ograniczong aktywnoscig proteazy MP™, ktéra mimo
zastosowania tacznika D4K moze nie by¢ catkowicie nieaktywna. Jednakze, w poréwnaniu do
szczepu EGFP-SAVLQ-Mpro, efekt toksyczny byl znacznie stabszy (Rysunek 4
w Publikacji 2).

b. Wplyw MP" na funkcjonowanie mitochondriow.

W dalszym etapie badan, przeprowadzono eksperymenty majace na celu okreslenie
wplywu aktywnosci MP™ na funkcjonowanie mitochondriéw. Do analizy wykorzystano dwa
szczepy drozdzowe: nietoksyczny EGFP-D4K-Mpro, w ktorym proteaza nie wykazuje pelne;j
aktywnosci, oraz toksyczny EGFP-SAVLQ-Mpro, w ktorym proteaza jest aktywna.

Pierwszym krokiem byly pomiary oddychania komodrkowego przy uzyciu elektrody
Clarka, co pozwolito na okreslenie szybko$ci zuzycia tlenu. Wyniki pokazaly, ze szczep EGFP-
DsK-Mpro charakteryzowatl si¢ znaczaco wyzszym tempem oddychania w pordéwnaniu
do szczepu EGFP-SAVLQ-Mpro, wskazujac, ze aktywna proteaza negatywnie wptywa
na zdolno$¢ komorek do przeprowadzania efektywnej fosforylacji oksydacyjnej. Dodatkowo,
za pomoca sondy MitoSOX zmierzono poziom anionorodnika ponadtlenkowego (O:2").
W przeliczeniu na pojedyncza komorke wyniki wskazywaty na wyzszy poziom Oz~ w szczepie
EGFP-D4K-Mpro. Jednak, po normalizacji danych wzgledem poziomu oddychania, réznice te
przestawaly by¢ istotne statystycznie. Wynik ten sugeruje, ze nizsza produkcja RFT w szczepie
EGFP-SAVLQ-Mpro wynika glownie z obnizonego poziomu oddychania mitochondrialnego,

a nie z efektywnos$ci samego procesu generowania Oz~ (Rysunek 5 w Publikacji 2).
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Kolejnym etapem badan byla analiza struktury i funkcji mitochondriéw
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Komoérki wybarwiono TMRM, ktoéry pozwala
na ocen¢ potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej, oraz $ledzono lokalizacj¢ biatka
fuzyjnego EGFP. W szczepie EGFP-D4K-Mpro mitochondria wykazywaly jednorodng
struktur¢ 1 zachowany potencjal btony, co wskazuje na ich prawidtowe funkcjonowanie. Z kolei
EGFP bylo réwnomiernie rozmieszczone w obrebie komadrki. Natomiast w przypadku szczepu
EGFP-SAVLQ-Mpro zaobserwowano wyrazne zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow.
Potencjat wewnetrznej blony mitochondrialnej byl obnizony, co uwidocznito si¢ jako
nieregularne, lokalne obnizenie intensywnos$ci sygnalu TMRM. Mitochondria wykazywaly
fragmentacj¢ 1 nieprawidtowa strukture. Dodatkowo, sygnat EGFP w niektérych komodrkach
byl ostabiony lub catkowicie nieobecny, co moze $wiadczy¢ o zaburzeniach zwigzanych

z aktywna translacjag Mpro w komorce (Rysunek 6 w Publikacji 2).

Podsumowujac, w ramach niniejszej pracy opisano zalezno$¢ miedzy zrodtem wegla
a aktywnoscig promotora GALI. Ponadto, okreslono wplyw rodzaju Zrédta wegla na stopien,
w jakim aktywne MP™ zaburza wzrost komoérek. Te obserwacje byly punktem wyjsciem do
eksperymentdéw, ktorych wyniki wskazaly, ze MP® w swojej toksycznej dzialalnosci
doprowadza do dysfunkcji mitochondriow. Wyniki te stanowily podstawg dla dalszych

eksperymentow, ktore wykazaty, ze toksyczne dziatanie MP™

prowadzi do powaznych zaburzen
w funkcjonowaniu mitochondriéw. Dysfunkcje te obejmuja obnizenie poziomu oddychania
komorkowego, zmniejszenie potencjalu btony mitochondrialnej oraz wyrazne zmiany
w strukturze mitochondriéw, co podkresla kluczowa role metabolizmu mitochondrialnego

w odpowiedzi komorek na toksyczno§é MP™.
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3. Drozdze jako skuteczna platforma badawcza w kontekscie SARS-CoV-2.

Publikacja nr 3. Grabinski, W., Karachitos, A., & Kicinska, A. (2024). Backstage Heroes—
Yeast in COVID-19 Research. International Journal of Molecular Sciences, 25(23), 12661.
https://doi.org/10.3390/ijms252312661

Trzecia publikacja skupia si¢ na podsumowaniu i analizie zastosowania drozdzy oraz
technik opartych na nich jako wszechstronnej platformy badawczej w kontekécie SARS-CoV-
2. Opisano, w jaki sposdb rézne gatunki drozdzy oraz ich unikalne wlasciwosci byly

wykorzystywane w badaniach nad wirusem.

Wsréd kluczowych narzedzi wykorzystujacych drozdze znalazly si¢ technika YSD
(ang. yeast surface display), technika pozwalajaca na eksponowanie biatek rekombinowanych
na powierzchni $ciany komoérkowej S. cerevisiae. Narzgdzie to umozliwia selekcje bialek,
przeciwcial i nanoprzeciwciat o pozadanych wlasciwosciach. Kolejng technikg jest drozdzowy
system dwuhybrydowy Y2H (ang. yeast - two hybrid system), system badawczy pozwalajacy
analizowa¢ oddziatywania miedzy biatkami. Znajduje on zastosowanie w badaniu oddziatywan
bialek wirusa SARS-CoV-2 z biatkami ludzkimi. Waznym narzedziem jest takze sztuczny
chromosom drozdzowy YAC (ang. yeast artificial chromosome), ktéry umozliwia klonowanie
dhugich fragmentow DNA, w tym catych genomow wirusowych takich jak SARS-CoV-2.
Schematy przedstawiajace zasad¢ dzialania opisanych technik zostaty zaprezentowane na

Rysunku 1 w Publikacji 3.

Publikacja podkresla szerokie zastosowanie drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2,
obejmujace konstrukcje 1 analiz¢ szczepionek, badanie wptywu biatek wirusowych, takich jak
MP™ na bialka ludzkie i drozdZzowe, a takze tworzenie bibliotek przeciwcial 1 nanoprzeciwcial.
Praca stanowi kompleksowe opracowanie na temat mozliwo$ci wykorzystania drozdzy
w badaniach wirusologicznych, podkreslajac ich istotng rolg w rozwoju narzgdzi

diagnostycznych, terapeutycznych i badawczych w kontek§cie SARS-CoV-2.

a. Zastosowanie systemow drozdzowych do analizy aktywnosci MP™ i identyfikacji
inhibitorow

Drozdze, dzigki swojej wszechstronno$ci 1 prostocie genetycznej, staly si¢ waznym

pro

narzgdziem w badaniach nad SARS-CoV-2, w tym w analizie aktywnosci MP® oraz
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poszukiwaniu jej potencjalnych inhibitoréw. Wykorzystanie drozdzy pozwala na
przeprowadzenie zarOwno zaawansowanych badan mutagenicznych, jak 1 opracowanie
uktadow przesiewowych do identyfikacji nowych zwigzkow o dziataniu hamujacym replikacje
wirusa. Publikacja 3 omawia rézne podejscia badawcze oparte na drozdzach, ktore znaczaco

przyczynity si¢ do poglebienia wiedzy o MP™.

W jednym z podejs¢ badacze wykorzystali zaawansowang analize¢ wpltywu mutacji
DMS (ang. deep mutational scanning), aby zrozumie¢ wplyw pojedynczych mutacji na
aktywnos$¢ MP™. Takie podej$cie umozliwito wskazanie regiondw proteazy charakteryzujacych
si¢ wysoka zmiennos$cia, ktore moga by¢ mniej odpowiednie jako cele terapeutyczne, oraz
identyfikacje kluczowych obszaréw dla jej funkcjonowania. Grupa Daniela Bolona
zaproponowata 3 rézne systemy badawcze, ktore analizowaty aktywnos¢ MP w modelu

drozdzowym.

Pierwszy system opieral si¢ na pomiarze spadku fluorescencji wynikajacego
z przecigcia pary bialek YFP-CFP polaczonych sekwencja rozpoznawang przez MP®. Drugi
uktad monitorowat aktywnos$¢ MP™ poprzez okreslanie zmian poziomu florescencji GFP.
W tym przypadku MP™ rozcinata czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje genu kodujacego
GFP. Trzeci system wykorzystywat toksyczny wptyw MP™ na komorki drozdzy, badajac, w jaki
sposob rézne warianty wplywaja na ich wzrost (Rysunek 3 w Publikacji 3). Wyniki uzyskane
w tych systemach nastgpnie skorelowano, co pozwolito na identyfikacje 24 miejsc o niskiej

tolerancji na mutacje, ktére sg kluczowe dla funkcjonowania MP™.

Podejscie taczace DMS z badaniem toksycznych wiasciwosci MP™ zaproponowat
rowniez Iketani wraz ze wspotautorami. W innym badaniu autorzy przeprowadzili nadekspresje
gendéw kodujacych MP™ oraz inne biatka wirusowe, aby okresli¢ ich toksyczno§¢ wobec
komorek drozdzy. W wyniku przeprowadzonych badan wskazali na toksyczny efekt MP™,

biatka S i helikazy.

Drozdze zostaly rowniez wykorzystane do skonstruowania systemow stuzacych do
przeszukiwania potencjalnych inhibitorow MP®. Obok systemu opisanego w Publikacji 1,
przedstawiono alternatywne podejscie wykorzystujace toksyny bakteryjne. W tym systemie
oparto si¢ na zaleznosci toksyna — antytoksyna. Biatko MazF (toksyczna endorybonukleaza)
potaczono lacznikiem rozpoznawanym przez MP® z biatkiem MazE (antytoksyng), ktére
hamuje dziatanie MazF. Aktywne MP™ rozcinato lacznik migedzy MazF i MazE, uwalniajac

toksyczne MazF i skutkujac ostabieniem wzrostu komorek drozdzy. W obecnosci inhbitora MP™
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nie dochodzito do rozcigcia, co pozwalalo na prawidtowy wzrost komoérek. Komorki drozdzy
zostaly dodatkowo oznakowane biatkiem mCherry, co umozliwiato analiz¢ zmian poziomu

fluorescenc;i.

b. Pozostale zastosowania drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2

Jednym z popularnych obszaréw badawczych byly oddziatywania miedzy biatkami
SARS-CoV-2 a biatkami gospodarza. Szczegdlng uwage poswigcono zalezno$ciom migdzy
domeng wigzacg receptor RBD (ang. receptor-binding domain) biatka S a receptorami ACE2
(ang. angiotensin converting enzyme 2) na powierzchni komoérek gospodarza. Wiele z tych
badan wykorzystato technike YSD, w ktorej rozne warianty RBD prezentowano na powierzchni
komorek drozdzy. Pozwolito to na zgtebienie wplywu poszczegdlnych mutacji w obrebie RBD
na powinowactwo do ACE2, co umozliwilo identyfikacje¢ kluczowych obszaré6w w obrebie

RBD mogacych stanowi¢ cele dla lekow i szczepionek.

W innym podej$ciu YSD postuzyto do opracowania wariantu ACE2, ktory bylby
rozpuszczalny, enzymatycznie nieaktywny i moglby shuzy¢ jako ,putapka”, wiazac sie¢
z biatkiem S z wysokim powinowactwem. Badania te podkreslity potencjat tej techniki

w projektowaniu terapeutycznych receptoréw putapkowych.

YSD wykorzystano do tworzenia bibliotek przeciwciat 1 nanoprzeciwcial, co pozwolito
na selekcje skutecznych czasteczek o wysokim powinowactwie do wirionéw. Ciekawym
przyktadem zastosowania YSD byto opracowanie jednego z testoéw antygenowych przeciwko
biatku nukleokapsydu SARS-CoV-2. W tym przypadku YSD umozliwilo przeszukiwanie
bibliotek w celu identyfikacji par przeciwciat o optymalnym powinowactwie, ktore stanowity

podstawe tego testu diagnostycznego.

Dodatkowo, technika Y2H zostata zastosowana do tworzenia narzedzi badawczych
pozwalajacych na analize sieci interakcji migdzy biatkami ludzkimi a biatkami wirusowymi.
Badania te przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia, w jaki sposob wirus SARS-CoV-2 wplywa
na funkcjonowanie komorek gospodarza oraz jakie interakcje moga stanowi¢ cele

terapeutyczne.

Drozdze odegraly znaczaca role¢ w rozwoju szczepionek przeciwko SARS-CoV-2.
Antygeny wyprodukowane w Pichii pastoris znalazty zastosowanie jako sktadnik szczepionek

Corbevax 1 Indovac, ktore byly szeroko stosowane w walce z pandemia. Ponadto badania
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wskazuja na potencjat drozdzy prezentujacych na swojej powierzchni RBD biatka S, jako
potencjalnych szczepionek, co podkresla ich wszechstronnos$¢ jako platformy produkcyjnej
1 badawczej. Czasteczki beta-glukanéw obecne w S. cerevisiae moga takze peli¢ funkcje

nosnika w szczepionkach, co dodatkowo rozszerza mozliwosci ich zastosowania.

Drozdze znalazty rowniez zastosowanie w zaawansowanych technikach genetycznych,
takich jak TAR (ang. transformation-associated recombination) oraz sztuczne chromosomy
drozdzowe. Te narzedzia zostaly wykorzystane do ztozenia genomu SARS-CoV-2, ktory
nastgpnie przepisano na RNA w procesie transkrypcji in vitro. Otrzymane RNA wykorzystano
do elektroporacji linii komérkowej BHK-21, co umozliwilo izolacj¢ wirusa zdolnego do
infekowania komorek. To podejscie pozwolito na szybkie badanie wirusa w warunkach

laboratoryjnych.

W innych badaniach, opartych na technologiach drozdzowych, otrzymano replikony
SARS-CoV-2. Sa to samopowielajace si¢ czasteczki pozbawione bialek strukturalnych, co
oznacza, ze nie sg zdolne do infekowania komorek. Replikony stanowig istotne narzedzie
badawcze, umozliwiajac prowadzenie eksperymentow nad wirusem bez koniecznosci
posiadania laboratoridow o wysokim poziomie bezpieczenstwa biologicznego. To rozwigzanie

znaczaco poszerza dostepnos¢ badan nad SARS-CoV-2.

Podsumowujac, trzecia publikacja przedstawia szeroki zakres zastosowan drozdzy
w badaniach nad SARS-CoV-2. Oméwione w niej przyktady ukazujg wszechstronno$¢ drozdzy
jako organizmow modelowych, ktére znalazly zastosowanie zaré6wno w badaniach
podstawowych, takich jak analiza oddzialywan miedzy biatkami wirusa a biatkami gospodarza,

jak 1 w opracowywaniu narzedzi diagnostycznych oraz terapeutycznych, w tym szczepionek.
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Podsumowanie

Niniejsza praca doktorska sklada si¢ z trzech publikacji — dwoch prac
eksperymentalnych oraz jednej pracy przegladowej. Pierwsza z prac eksperymentalnych
zostala udostepniona jako preprint w serwisie bioRxiv, druga jest przygotowana do wystania
do czasopisma, natomiast praca przegladowa zostata opublikowana w 2024 roku w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences. Tematyka poruszana w tych publikacjach
w pelni realizuje zatozenia przedstawione w Indywidualnym Planie Badawczym,

a w niektorych aspektach je poszerza.

Gléwnym celem badawczym niniejszej rozprawy  doktorskiej, zgodnie
z Indywidualnym Planem Badawczym, bylo stworzenie niepatogennego, szybkiego
1 niewymagajacego duzych naktadéw finansowych systemu drozdzowego, pozwalajacego na
zbadanie aktywno$ci MP™ poprzez pomiar wzrostu komorek drozdzy. Cel ten zostal osiggniety
1 opisany w Publikacji 1. W ramach realizacji Indywidualnego Planu Badawczego postawiono
takze dwa kluczowe pytania: (1) czy skonstruowany system bedzie czuly na znane inhibitory
Mpro (takie jak np. GC 376) oraz (2) czy przeprowadzenie testu przesiewowego pozwoli na
wyizolowanie nowych, nieopisanych dotad skutecznych inhibitorow MP™? Wyniki uzyskane
w ramach tego projektu pozwolily udzieli¢ twierdzacej odpowiedzi na oba pytania.
Opracowany system wykazal wysokg wrazliwo$¢ zard6wno na GC376, jak 1 na inne leki, takie
jak nirmatrelvir. Co wigcej, w trakcie badan przesiewowych zidentyfikowano meisoindigo —
zwigzek, ktory wczesniej nie byl znany jako potencjalny inhibitor MP®. Wyniki te zostaly

potwierdzone w 2024 roku w publikacji Gao i wspotpracownikow?*,

Oprocz zrealizowania zadan postawionych w ramach Indywidualnego Planu
Badawczego, praca nad systemem drozdzowym stata si¢ punktem wyjscia do dalszych badan,
ktére pozwolity na szczegdlowe opisanie wptywu MP™ na funkcjonowanie mitochondriow.
Uzyskane wyniki wykazaty, MP™ jest szczeg6lnie toksyczne w warunkach hodowli komorek
drozdzy na pozywkach wymagajacych aktywnego metabolizmu tlenowego z udziatem
mitochondriow. Dalsze eksperymenty ujawnity, ze MP™ prowadzi do obnizenia zuzycia tlenu
przez komorki, ostabienia potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej, a takze do zaburzen

w morfologii mitochondridw. Wyniki te zostaty szczegétowo opisane w Publikacji 2.

Co istotne, dysfunkcje mitochondriow maja réwniez potencjalne powigzania

z objawami long COVID. W literaturze opisano, ze SARS-CoV-2 wplywa na mitochondria,
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powodujac zmniejszenie wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej oraz naruszenie integralnosci
mitochondriéw. Zmiany te moga prowadzi¢ do przewlektych objawow, takich jak zmgczenie,
ostabienie migsni czy zaburzenia poznawcze, co stanowi charakterystyczne cechy long

COVID?%?7,

Dodatkowo, aby usystematyzowaé¢ i podsumowaé¢ wiedze¢ na temat wykorzystania
drozdzy w badaniach nad SARS-CoV-2, w tym ze szczegdlnym uwzglednieniem badan nad
MP opublikowano prace przegladowa (Publikacja 3). Publikacja ta stanowi cenne zrddto
informacji o szerokim zastosowaniu drozdzy w badaniach nad wirusem, od analizy interakcji

biatkowych, przez tworzenie narzedzi diagnostycznych, az po rozwo6j potencjalnych terapii.

Podjete badania i ich wyniki w znaczacy sposob poszerzaja wiedzg dotyczaca biologii
MP® oraz potencjatu drozdzy jako modelu badawczego w kontekscie SARS-CoV-2,

podkreslajac ich wszechstronnos¢ 1 znaczenie w nauce.
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Abstract

Saccharomyces cerevisiae has proven to be an invaluable model organism for studying
mitochondrial function due to its genetic tractability and the high conservation of mitochondrial
processes among eukaryotes, including humans. Yeast are easy to culture and genetically
manipulate, allowing rapid generation of mutant strains and detailed dissection of
mitochondrial pathways. In addition, the ability of yeast to survive without functional
mitochondria allows the study of mutations that are lethal in organisms dependent on aerobic
metabolism. Taking advantage of these benefits, we investigated the toxicity of SARS-CoV-2
main protease (Mpro) expression in yeast under conditions that enforce mitochondrially-
dependent aerobic metabolism. Our results show that Mpro expression is highly toxic and
significantly impairs yeast growth. Pronounced changes in morphology and mitochondrial
function are observed, indicating that mitochondrial pathways are exceptionally sensitive to
Mpro activity. These results suggest that mitochondrial pathways in yeast are particularly
susceptible to Mpro and provide insights that may be relevant for understanding the effects of

Mpro in more complex eukaryotic systems.



Introduction

Yeast as model organisms were used in multiple studies leading to key discoveries in the field
of cell and molecular biology, genetics and medicine. The most prominent examples include
cell cycle regulation, eukaryotic transcription, telomere structure, vesicle trafficking, and
autophagy 2. What is more, as essential biological processes are functionally conserved,

yeast model studies have direct implications for medical research 3.

Apart from clear advantages, like rapid growth in relatively simple, inexpensive media,
straight-forward genetic manipulation, lack of biosafety and ethical issues, yeast are useful
because of their relatively small genome, lacking many gene duplications which exist in other
eukaryotes, availability of deletion, overexpression and GFP-tagged libraries. Yeast also
provide a cellular environment more relevant than immortalized cell lines often carrying
metabolic and genetic abnormalities. Due to their ability to growth solely depending on
fermentation as well as on media sustaining respiration, yeast are especially suitable for

mitochondrial studies.

Increasing data suggest that mitochondria in cells infected with the SARS-CoV-2 are central
to understanding COVID pathogenesis. Multiple mitochondrial changes, both structural and
functional, have been found to have far-reaching consequences. These include ‘hijacking’
mitochondria, reprograming metabolism, decreased OXPHOS, increased ROS production,
elevated mitochondrial iron levels, loss of mitochondrial integrity, cell death, disturbed
autophagy, reduced mitochondrial antiviral response (MAVS) and class 1 IFN response (see
4-6). 20 out of 27 viral proteins have been implicated in these processes and have been shown

to interact with host mitochondria 7.

SARS-CoV-2 main protease (Mpro) also known as 3-chymotrypsin-like protease (3CLpro) is a
dimeric cysteine protease, responsible for cleavage of the viral polyproteins pp1a and pp1b,
required for viral replication and transcription °. The enzyme shows no homology to human

proteases and thus is an interesting drug target. As viral proteases cleave host proteins to



hinder host immune responses and promote viral replication, numerous host cellular proteins
have been predicted to be targeted by Mpro both by computational and experimental methods
0. Among others, Mpro activity have been shown to influence host transcription and translation,
apoptosis, DNA-damage response, lipid metabolism, vesicle trafficking, and innate immune

response 011,

In our study we used newly developed yeast system ' to explore the SARS-CoV-2 main
protease (Mpro) expression effect on mitochondria. We show for the first time that the SARS-
CoV-2 main protease (Mpro) causes severe mitochondrial function deterioration, growth arrest

on non-fermentative carbon sources and significant respiratory rate inhibition.



Results

The role of different carbon sources in the optimization of the expression of the

inducible EGFP gene under the control of the GAL71 promoter in S. cerevisiae

A unique platform for gene expression studies in S. cerevisiae was developed using
CRISPR/Cas9 technology 3. A stable EGFP gene expression system was created by precise
genome editing to integrate the EGFP reporter gene under the control of the GAL7 promoter
with simultaneous deletion of the GAL1 gene, as shown in Figure 1. Under these conditions,
galactose metabolism in yeast cells is blocked so that galactose in the culture medium acts

solely as an inducer of expression.

The resulting system allows stable and precise induction of gene expression in the presence
of galactose, providing a useful platform for further gene regulation studies in a yeast model.
By integrating the EGFP reporter gene directly into the native GAL 1 locus, with all its regulatory
elements, it ensures precise expression in a natural genomic context. Unlike plasmid-based
systems, it allows the use of rich media, such as YP with carbon source, avoiding the limitations

of synthetic media, which often result in slow growth and metabolic stress.

As yeast metabolism is notably modified by carbon sources available, the system was
validated using the whole array of both fermentative and non-fermentative media. EGFP
fluorescence was measured to assess GAL1 promoter activity and expression efficiency
(Figure 2A). Under control conditions (YPD medium without galactose), fluorescence levels
were insignificant, confirming the lack of promoter induction in the presence of glucose as the
sole carbon source. In contrast, an evident activation of the GAL7 promoter and an increase

in the fluorescence signal was observed in all tested media with added galactose.

As shown in Figure 2B, detailed analysis of the quantitative data allows comparison of the level
of fluorescence of cells growing in media containing various carbon sources (i.e. sucrose,

lactate, glycerol, ethanol or combination of glycerol and ethanol) and galactose. To eliminate



the effect of differences in culture growth rates with various media, data are normalized to

optical density (ODegoo).

The results of the measurements show that the highest level of fluorescence was obtained in
YPG (glycerol, 10938 + 1232) and YPS (sucrose, 10442 + 763.7). In contrast, in the presence
of glycerol and ethanol (YPEG medium), the fluorescence signal was moderate (7888 £ 2413),
which may be due to the simultaneous effects of the two carbon sources on yeast metabolism.
The lowest induction of the GAL7 promoter among the galactose media tested was observed

for YPL (lactate, 7267 + 457.8).

Importantly, a clear activation of the GAL7 promoter was observed even in the medium
containing glucose (the strongest catabolic repressor), demonstrating the high flexibility of this
expression system. Significant differences between YPD + Gal and YPS + Gal, YPG + Gal
conditions were confirmed, highlighting the importance of careful carbon source selection in
the design of efficient expression systems. In contrast, no significant differences were found
between the YPS + Gal, YPG + Gal media, suggesting similar efficacy of these substrates in

the induction of GAL1 promoter controlled expression.

The developed GAL1 promoter-based expression system shows great flexibility regarding the
carbon source used, including the presence of glucose, a well-known catabolic repressor. The

results clearly indicate that sucrose and glycerol may be good alternatives.

SARS-CoV-2 Mpro protease activity as S. cerevisiae yeast growth inhibitor under

fermentative and respiratory conditions

Our expression system was used to access the influence of SARS-CoV-2 Mpro on yeast in
different conditions. Genes encoding the EGFP protein linked to the Mpro through two different
linkers, SAVLQ and DDDDK (D4K), were introduced, as we previously described 2. As shown
in Figure 3, the two linkers differ in their effects on Mpro functionality and yeast cell growth.

The SAVLQ linker is specifically recognized and cleaved by Mpro, resulting in autocatalytic



release of the protease with native structure and full activity. Active Mpro is toxic to yeast,
resulting in impaired cell growth (Figure 3). In contrast, the D4K linker causes EGFP to remain
attached to N-terminus of Mpro, which is believed to limit protease activity. As a result, the
growth of yeast expressing EGFP-D4K-Mpro is comparable to that of control yeast expressing

EGFP alone.

To evaluate the effect of Mpro expression under fermentative and respiratory conditions,
different carbon sources were used. These included glucose (YPD) and sucrose (YPS)',
which promote rapid fermentation and limited mitochondrial activity, as well as, glycerol
(YPG)''® a mixture of glycerol and ethanol (YPEG), or lactate (YPL)' that force cells to
activate respiratory pathways. This approach enabled us to assess whether high mitochondrial

activity correlates with cytotoxic effects of Mpro.

Figure 4A compares the growth of three strains, allowing a direct assessment of the effect of
Mpro expression on yeast cell viability. No toxicity is observed on YPD media without
galactose. This result was confirmed with cultures grown on YPD plates without galactose
(Figure 4B). There are no significant differences between the strains (EGFP, EGFP-SAVLQ-
Mpro and EGFP-D4K-Mpro) and thus the introduction of the construct alone does not have a

negative effect on the cells.

Under strictly fermentative conditions (YPD+Gal, YPS+Gal), the growth of the EGFP-SAVLQ-
Mpro strain was significantly reduced compared to both the EGFP control strain and the EGFP-
D4K-Mpro variant. This difference was particularly pronounced after galactose induction in
YPD and YPS, suggesting that active Mpro (formed by cleavage of the SAVLQ linker)

negatively affects cell metabolism under conditions where fermentation predominates.

A more pronounced toxicity of the Mpro was observed under conditions requiring intensive
cellular respiration (YPG, YPEG and YPL media). There, the growth values of the strain with
EGFP-SAVLQ-Mpro often decreased by several orders of magnitude compared to the control,

clearly indicating that Mpro most strongly interferes with the growth of cells that use



mitochondrial metabolism as their main energy source (Figure 4A). This relationship is
perfectly illustrated in Figure 4B, where no colonies of the strain with SAVLQ are observed on
plates supplemented with galactose, whereas strains expressing EGFP alone or EGFP-D4K-

Mpro form numerous and well-formed colonies.

Interestingly, expression of the EGFP-D,K-Mpro construct also significantly affects yeast
growth under respiratory conditions, although not as severely as the SAVLQ variant. The data
presented in Figure 4A suggest that EGFP-D,K-Mpro partially retains the activity of Mpro,
which can disrupt cellular processes, particularly those related to mitochondrial function. As a
result, although the toxic effect is not as drastic as in the SAVLQ variant (where the protease
is fully activated), a significant reduction in colony formation can still be observed under
conditions where cells depend on aerobic respiration as its primary source of ATP, ultimately

leading to reduced viability and growth of yeast cells.

The results described here indicate that the presence of SAVLQ in the construct, specifically
recognized by Mpro, causes full protease activation and inhibition of yeast cell growth,

especially when mitochondrial pathways play a dominant role in energy transduction.

Active Mpro causes mitochondrial dysfunction

To study the direct effects of active Mpro protease on mitochondria, a series of experiments
were performed to analyze the intensity of cellular respiration, the morphology of the
mitochondria and mitochondrial membrane potential. The results are shown in Figures 5 and
6, comparing two yeast strains: one with less active Mpro protease (EGFP-D4K-Mpro) and the

other with fully active enzyme (EGFP-SAVLQ-Mpro), grown on YPG medium.

The rate of cellular oxygen consumption (Figure 5A) and the level of generated reactive oxygen
species, specifically the superoxide anion (O2) (Figure 5B) were accessed. The EGFP-D4K-
Mpro strain (red line) had a significantly higher respiration rate, which translated into a stronger

and faster decrease in oxygen concentration than the EGFP-SAVLQ-Mpro strain (black line).



Quantitative analysis (right panel in Figure 5A) showed a significant difference in respiration
rate in the EGFP-D4K-Mpro strain (approximately 40 nmol Oz / min/ 1 ODgsgo) compared to the
Mpro protease-active EGFP-SAVLQ-Mpro strain (approximately 20 nmol Oz / min / 1 ODsgoo),
demonstrating that the presence of the active form of Mpro limits aerobic metabolism in yeast

cells.

In parallel, Oz~ production was monitored using the MitoSOX probe to track ROS in
mitochondria. The left panel of Figure 5B (superoxide / ODegoo) shows the amount of superoxide
generated per the same number of cells. A higher level of Oz (about 6 x 10* fluorescence
units) was observed in the EGFP-D4K-Mpro strain than in the EGFP-SAVLQ-Mpro strain
(about 4.5 x 10%), with a statistically significant difference. However, when superoxide anion
production was normalized to respiration rate (right panel of Figure 5B), the difference was not
statistically significant. This suggests that the lower O, production in the EGFP-SAVLQ-Mpro
strain is primarily due to the reduced respiration rate and not necessarily to the altered

efficiency of ROS generation.

Confocal microscopy was subsequently used to access mitochondrial morphology,
mitochondrial membrane potential (TMRM dye) and distribution of fusion proteins (EGFP
signal) in studied strains (Figure 6). In the EGFP-D4K-Mpro strain (top panels), the EGFP
signal is evenly distributed throughout the cells and the TMRM staining is intense and
homogeneous, indicating preserved mitochondrial potential and no apparent abnormalities in
mitochondrial morphology. In the EGFP-SAVLQ-Mpro strain (lower panels), the EGFP signal
is sometimes weaker or absent in some cells, while the intensity of the TMRM staining
decreases locally. Green arrows in the TMRM panel indicate mitochondrial fragments with
abnormal structure. In the merged images (right panels), white arrows indicate cells in which
EGFP is undetectable while mitochondria appear normal. In conclusion: in cells with no active
expression of Mpro, the mitochondria remain functional. In contrast, the abnormalities
observed in the population as a whole are clearly associated with cells in which active protease

is visible.



Both the analysis of respiratory parameters (Figure 5) and confocal images (Figure 6) indicate
that the highly active Mpro protease in yeast can lead to a decrease in respiratory activity and
induce malfunction in mitochondria, manifested by a reduced membrane potential and
changes in the morphology of these organelles. On the contrary, in a variant with an inactive
form of Mpro (D4K), oxygen metabolism and mitochondrial structure are preserved, suggesting
that the Mpro protease - in a situation where it can self-cleave and fully activate - becomes a
factor that induces mitochondrial dysfunction. These results provide evidence for the toxic
effects of Mpro in yeast cells and further confirm that mitochondria are a sensitive target for

the active enzyme.



Discussion

Our results indicate that Mpro SARS-CoV-2 is toxic to yeast cells, especially under conditions
that require intense mitochondrial activity. We first investigated whether different carbon
sources affect the expression levels of genes controlled by the GAL7 promoter in the yeast
system. For this purpose, we constructed a yeast strain expressing free EGFP, which allowed
us to verify whether the observed differences were due to the effect of the medium on the
activity of the GAL 1 promoter. These results allowed us to conclude that certain carbon sources
both fermentable, such as sucrose, and a non-fermentable source, such as glycerol, are
equivalent and provide comparable expression levels for studies using an inducible expression

system based on the GAL 71 promoter.

A major advantage of our system is the ability to use rich media, instead of synthetic media,
which are often required for plasmid-based systems to maintain selective pressure. Synthetic
media, although well defined, present various challenges, including slower growth rates and
metabolic stress, that can confound results. For example, as highlighted in other studies, yeast
growth on glycerol, synthetic media often leads to long lag phases and requires
supplementation with peptone, amino acids, or redox-stabilizing agents like acetoin to improve
growth rates and metabolic balance '®'°. Media composition thus significantly influences yeast

metabolism and can complicate experimental reproducibility.

The literature indicates that glucose induces repression of the GAL7 promoter 2°, which was
an important reference point in the study. We observed that the EGFP signal was observed
even in YPD medium containing galactose, although its intensity was relatively low. This
suggests that with the consumption of glucose from the medium, the catabolic repression is
reversed 2!, and the galactose present in the media (not metabolized as yeasts lack GAL17
gene, Agal) acts as expression inducer. Other carbon sources, such as fermentable sucrose
or glycerol, which requires aerobic metabolism, did not interfere with GAL 1 promoter activation,

indicating their potential for further study.



A key determinant of the toxicity of the Mpro protease was the specific recognition and
processing of the SAVLQ linker, leading to the release of the native protease structure. The
first N-terminal amino acid, Ser1, stabilizes the active site of the enzyme, which is essential for
efficient catalysis ?2. Modifications in this region, such as the addition of GPLGS residues,
resulted in a significant decrease in enzymatic activity, whereas changes at the C-terminus
were less important for protease function. Although the study focused on Mpro SARS-CoV, the
structure of Mpro SARS-CoV-2 shows considerable similarity to its counterpart in SARS-CoV,
with preservation of the key catalytic cysteine-histidine diad ?°. Despite minor sequence
differences, the mechanism of action of both proteases remains similar 2. This is consistent
with the findings of Flynn et al. (2022) 2%, who demonstrated that the restoration of the native
N-terminus in a yeast expression system was crucial for the enzymatic activity and associated

cellular toxicity of Mpro.

The high expression level and catalytic activity of Mpro, resulting from the reconstitution of its
native structure, is most likely the main reason for the observed toxicity of the protease in
yeast. It has been shown that the toxicity of the Mpro protease to yeast cells is caused by its
ability to non-specifically cleave endogenous host proteins 2627, According to a study by Alalam
and colleagues (2021) %, Mpro protease recognizes the sequence [A/S/TILQ[A/S/G],
indicating the presence of 136 potential cleavage sites in the yeast proteome. Using these
data, we identified 23 proteins essential for mitochondrial function that contain potential

cleavage sites for Mpro (Table S1).

Similar studies have been performed on human proteins. Predictions indicate that the Mpro
protease may interfere with protein trafficking to mitochondria. For example, tRNA
methyltransferase 1 (TRMT1) is expected to be cleaved by Mpro, resulting in removal of the
zinc finger and the nuclear localization signal, leading to exclusive mitochondrial localization
of TRMT1 7. A subtiligase and N-terminomics approach was used experimentally to identify
human substrates of SARS-CoV-2 proteases (Mpro and PLpro) 28. Analysis of cell lysates with

purified SARS-CoV-2 proteases revealed that, among various proteins, mitochondrial proteins



were also identified as potential substrates of Mpro and PLpro. These include key proteins

associated with mitochondrial ribosomes and enzymes involved in energy metabolism.

The study by Cao et al. (2022) % provided a complementary perspective by using a mammalian
cell-based system to study the toxicity and enzymatic activity of Mpro. This approach provided
a more physiologically representative environment for studying the effects of Mpro on human
cellular processes. The native N-terminal structure of Mpro, specifically Ser1, was shown to be
critical for its catalytic activity and associated cellular toxicity. In addition, it was shown that N-
terminal modifications, e.g. the addition of methionine, led to a significant reduction in toxicity,
highlighting the importance of maintaining the native structure. Interestingly, the study shows
that Mpro expression in host cells correlates with apoptosis. The study does not clearly indicate
that mitochondria mediate the apoptosis induced by Mpro. Therefore, further research is
needed to determine if mitochondria are directly involved in apoptosis induced by Mpro, as
apoptosis is often associated with mitochondrial pathways in general cellular contexts.
Previous studies provide evidence that SARS-CoV-2 virus affects mitochondrial function in
host cells, which may have important implications for the progression of COVID-19. By
inhibiting  OXPHOS 4, SARS-CoV-2 redirects cellular metabolism from mitochondrial
respiration to glycolysis and the pentose phosphate pathway, providing substrates necessary
for viral replication. The expression of nuclear genes related to mitochondrial function is
severely modified during SARS-CoV-2 infection 3°. SARS-CoV-2 modification of mitochondrial
function may also play a key role in the development of symptoms associated with long COVID
31, Persistent structural damage and dysregulation of mitochondrial bioenergetics and thus
compromised energy production could underlie the symptoms, including chronic fatigue,
muscle weakness, and cognitive disturbances 3'. Moreover, electron microscopic studies have
shown abnormalities in the structure of mitochondria in patients with long COVID, suggesting
a role for mitochondria in the pathogenesis of this syndrome 32. Although viral proteins were
previously implicated in modifying the host mitochondrial function #, our results indicate that

the additional role of active Mpro should be considered.






Conclusions

In this work, we have used a yeast model system to study the effects of SARS-CoV-2 Mpro
protease activity, focusing on its effects under both fermentative and respiratory conditions.
Our data show that Mpro severely impairs yeast growth in media that force cells to rely on
mitochondrial respiration. Under these conditions, yeast expressing active Mpro exhibit
reduced oxygen consumption, decreased mitochondrial membrane potential, and obvious
abnormalities in mitochondrial morphology. In contrast, strains expressing a proteolytically

inactive Mpro variant remain largely unaffected and retain normal mitochondrial function.

These findings suggest that Mpro targets or disrupts yeast mitochondrial pathways, likely by
cleaving host proteins critical for respiratory metabolism. The observed toxicity correlates with
reconstitution of the native structure of Mpro, highlighting the importance of the N-terminal
region of the protease for its enzymatic function. Our results thus suggest that SARS-CoV-2
Mpro exerts a significant negative impact on yeast mitochondrial function, consistent with

emerging evidence that viral proteases can subvert host energy metabolism.

Given that many aspects of mitochondrial physiology and proteostasis are highly conserved
among eukaryotes, our yeast system serves as a powerful model to study the toxic effects of
Mpro at the molecular level. Future research using this platform may deepen our understanding
of how Mpro compromises mitochondrial integrity and function, thereby providing important

insights into the pathophysiological mechanisms underlying COVID-19.



Methods

Plasmids

The plasmids pML104-GAL1 and pBSK(+)-Mpro(D4K) were described previously 2. A codon-
optimized gene encoding EGFP, flanked by sequences downstream (249 nt) and upstream
(253 nt) of GAL1 (pBSK(+)-EGFP plasmid), was constructed using the In-Fusion Snap

Assembly (Takara) method. This procedure involved site-directed mutagenesis with the

primers  Del D4KMpro_ F  (5-TGTACAAATAAGTATACTTCTTTTTTTTACTTT-3')  and
Del_D4KMpro_R (5'-ATACTTATTTGTACAATTCATCCATACCATG-3)), using the pBSK(+)-

Mpro(D4K) plasmid as a template.

Strains

All strains used in the study are described in Table 1. The EGFP strain was generated using
CRISPR/Cas9 technology with the pML104-GAL1 plasmid. The repair DNA was produced by
PCR using primers GAL1A (5'-ACGAATCAAATTAACAACCATAGGA-3') and GAL1D (5'-
ATGTCAAGAATAGGTATCCAAAACG-3'). The yeast transformation procedure was conducted
as described in the Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2 (Takara) user manual for a
small-scale transformation. Transformed cells were grown on SD-ura medium at 28°C. For
each application of CRISPR/Cas9, the pML104 vector was removed from yeast cells by

culturing them in SDC + 5-FOA medium.

Media and cell culture

Yeast were cultured in various media with different carbon sources to observe growth during
fermentation or mitochondrial respiration. The compositions and purposes of these media are

detailed in Table 2. All media were supplemented with 1% D-galactose when necessary. For



yeast genetic engineering, SD-ura or SDC + 5-FOA media were used. Solid media were

prepared by adding 2% agar.

Yeast growth assay

All yeast strains were grown in liquid YPD medium. Cultures were adjusted to an ODggo = 1.
Serial dilutions of the cell suspensions were prepared to achieve 10-fold, 100-fold, and 1000-
fold dilutions. Each dilution was then transferred onto solid media plates using the drop plate
method. Colony Forming Unit Density (CFUD) was used to assess the growth of yeast cells
under various experimental conditions, following the methodology described in the study by
Gatganska et al. (2010) *. The plates were incubated at 28°C for 3 days, after which they were
scanned. The images were converted to grayscale and all colonies from the 100-fold dilution

were analyzed densitometrically (the total pixel density) using ImagedJ software.

Quantitative fluorescence analysis

Yeast expressing EGFP were grown on various solid media. Cells were harvested from the
plates using an inoculation loop and resuspended in water. The suspensions were then
adjusted to an ODsoo = 10. For fluorescence intensity analysis, 100 pL of each cell suspension
was transferred to a 96-well flat-bottom plate. EGFP (ex. 485 nm, em. 532 nm) fluorescence

was measured using The Spark® multimode microplate reader (TECAN) at room temperature.

Cellular respiration measurements

Yeast cells were grown in YPG medium to an ODeoo = 1. To induce gene expression under the
GAL1 promoter, galactose was added to a final concentration of 1%, and the culture was
incubated for 4 hours. The cells were washed twice with double distilled water (ddH20) and

resuspended in 100 pL of YPG medium. The cell density was re-measured at ODgoo. Oxygen



uptake rates were then measured for the same amount of cells using a Clark electrode

(Hansatech Instruments) in 1 mL of YPG medium 3,

Staining with TMRM

The method was adapted from the published protocol %, replacing 5% glucose with 5%
sucrose in the buffer. The cell culture was centrifuged and the pellet was washed with a buffer
containing 10 mM HEPES (pH 7.0) and 5% sucrose. After removing the supernatant, the pellet
was resuspended in the same buffer containing 50 nM TMRM (ThermoFisher Scientific,
#T668). Cells were stained in the dark for 15 minutes. The pellet was then washed twice with
the same buffer and resuspended in 1 mL of the solution. Finally, 5 uL of the cell suspension
was mixed with 25 pL of buffer and dispensed into glass-bottom wells for imaging (Greiner Bio-

One, CellView).

Microscopy

Confocal microscope Leica Stellaris 8 with white laser and HyD S detectors was used to
obtained GFP and TMRM fluorescence images in yest cells. Lecia PL APO 63x/1.20 W
CORR CS2 objective was used. Imaging setting were applied that allowed to visualize GFP
and TMRM according to a strain characteristic. Images were done in 512x512 resolution as

z-stacks, then converted to Maximum Projection images.



Tables

Table 1. List of Saccharomyces cerevisiae strains used in this work.

Strain Genotype Description Source
EGFP MATa his3A1 leu2A0 The expression of EGFP This work
met15A0 ura3A0
pdr5A0::KanMX6
gal1AQ::yEGFP
EGFP-D4K- MATa his3A1 leu2A0 Contains a linker sequence | 2
Mpro met15A0 ura3A0 (D4K) between EGFP and
pdr5A0::KanMX6 Mpro that is not recognized
gal1A0::yEGFP ppookyyMpro | by Mpro, causing the fusion
protein to remain intact and
resulting in Mpro lacking
proteolytic activity. This
strain does not exhibit any
toxic effects, as shown by
unrestricted yeast growth.
EGFP-SAVLQ- | MATa his3A1 leu2A0 Contains a specific 12
Mpro met15A0 ura3A0 sequence (SAVLQ) between
pdr5A0::KanMX6 EGFP and Mpro, which is
gal1A0::yEGFPsavLqyMpro | recognized and
autocatalytically cleaved by
Mpro. This leads to the
release of Mpro in its native
form, facilitating its
proteolytic activity and
resulting in a toxic effect, as
evidenced by restricted
yeast growth.

Table 2. Composition and purpose of media used for yeast cultures.

Medium Composition Condition/
Purpose

YPD 1% yeast extract, 2% peptone, 2% D-glucose Fermentation

YPS 1% yeast extract, 2% peptone, 2% sucrose Fermentation

YPG 1% yeast extract, 2% peptone, 3% glycerol, pH 5.5 Respiration

YPEG 1% yeast extract, 2% peptone, 3% glycerol, 3% Respiration
ethanol, pH 5.5

YPL 1% yeast extract, 2% peptone, 2% lactic acid, pH 5.5 | Respiration

SD-ura 0.67% yeast nitrogen base without amino acids, yeast | Genetic
synthetic drop-out medium supplement without uracil, | Engineering
2% D-glucose

SDC + 5-FOA | 0.67% yeast nitrogen base without amino acids, yeast | Genetic
complete synthetic drop-out medium supplement, 1 Engineering
mg/ml 5-fluoroorotic acid, 2% D-glucose
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Figure 1. CRISPR/Cas9-mediated knock-in and inducible gene expression using the
GAL1 promoter.

The GAL1 gene editing technique uses the CRISPR/Cas9 system, and a process known as
gene repair using the homologous recombination (HDR) mechanism. The initial step involves
the identification of the GAL1 target gene to be modified. The CRISPR/Cas9 complex, which
is composed of a Cas9 nuclease and single guide RNA (sgRNA), has the ability to recognize
and precisely locate the target site in the DNA, resulting in the formation of a double-strand
break (DSB). In the presence of a DNA donor template, which contains homologous sequences
and additional elements such as EGFP, the damaged site is repaired via an HDR mechanism.
As a result, the EGFP gene is introduced (a knock-in mechanism). This gene is under the
control of the inducible GAL7 promoter. Concurrently, the GAL7 gene is deleted, enabling
comprehensive regulation of the expressed gene through the optimized induction conditions.
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Figure 2. Activity of the GAL7 promoter depending on the carbon source used in the
medium and the presence of an inducing factor.

Effect of carbon source on EGFP expression under GAL1 promoter. (A) Representative plates
from a drop assay exposed to UV light using a transilluminator. (B) Analysis of green
fluorescence of cells of the EGFP strain grown on different types of media. Statistical analysis
was performed using two-way ANOVA. Tukey's multiple comparisons test was used to
compare the means, with significant differences between conditions indicated as follows: *P <
0.05, **P < 0.01.
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Figure 3. EGFP fusion protein structures with Mpro and their impact on yeast growth.

The EGFP-SAVLQ-Mpro construct contains a specific sequence between EGFP and Mpro
(yellow arrow) that is recognized and autocatalytically cleaved by Mpro, leading to the release
of Mpro in its native form, which facilitates its proteolytic activity and results in a toxic effect,
evidenced by the restricted growth of yeast (YPS medium). Conversely, the EGFP-D4K-Mpro
construct has a linker sequence (red arrow) of the same length between EGFP and Mpro that
is not recognized by Mpro, causing the fusion protein to remain intact and resulting in Mpro
lacking proteolytic activity. The expression of EGFP alone, as well as EGFP-D4K-Mpro, unlike
EGFP-SAVLQ-Mpro, does not exhibit any toxic effects, as evidenced by the unrestricted
growth of yeast. All 3D structures of the fusion proteins were modeled using ColabFold .
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Figure 4. Growth assays of yeast strains under various conditions.

(A) Differences in yeast growth depending on the carbon source, reflecting the yeast
metabolism (fermentation or mitochondrial respiration). (B) Drop assay demonstrating the
growth of the studied yeast strains in the absence of induction and Mpro gene expression, as
controlled by the GAL 1 promoter and under Mpro gene expression conditions (in the presence
of galactose) on media containing different fermentable and non-fermentable carbon sources.
Statistical analysis was performed using two-way ANOVA. Tukey's multiple comparisons test
was used to compare the means within each condition. Significant differences between
constructs are indicated as *** P < 0.001.
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Figure 5. Effect of Mpro on cellular respiration and superoxide production.

(A) Graph showing the oxygen consumption lines of the studied yeast strains expressing active
(EGFP-SALQ-) and inactive (EGFP-D4K-) Mpro and the effect of Mpro activity on respiration
rate. (B) Superoxide anion production per the same number of cells (superoxide/OD600) and
normalizes the level of superoxide production relative to consumed oxygen (superoxide vs.
respiration rate). Statistical significance was assessed using an unpaired t-test, with
significance levels indicated as follows: *P < 0.05, **P < 0.01. Comparisons that were not
statistically significant are indicated as ns (P > 0.05).
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Figure 6. Analysis of mitochondrial membrane potential and EGFP expression.

Confocal microscopy images displaying EGFP protein and TMRM staining in EGFP-D4K-Mpro
and EGFP-SAVLQ-Mpro strains. Green arrows indicate areas with abnormalities in in
mitochondrial morphology. White arrows highlight mitochondria in cells where fusion protein
expression was not visible.
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