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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Wojciecha Grabinskiego zatytulowanej:
System drozdzowy do przeszukiwania inhibitorow glownej proteazy SARS-CoV-2

Przedstawiona do recenzji praca wykonana zostala w Zakladzie Bioenergetyki
Instytutu Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Promotorem pracy jest Pan dr hab. Adonis Karachitos.

Praca jest w formie zbioru, ktory obejmuje napisane po angielsku: dwa manuskrypty, z
ktorych jeden jest zdeponowany w repozytorium BioRxiv, drugi zostat ztozony w Scientific
Reports oraz opublikowana pracg przegladowa. W pierwszej pracy eksperymentalnej
zaprojektowano a nastepnie skonstruowano system do poszukiwania potencjalnych lekow
przeciwko SARS-CoV-2. System ten oparty jest o drozdze piekarskie. Zostat on uzyty do
przeszukania biblioteki lekow, zwigzkow dopuszczonych przez Agencje Zywnosci i Lekow
(ang. FDA) w Stanach. W drugiej pracy system zostat zmodyfikowany i wykorzystany do
opisu wplywu dzialania biatka wirusowego, proteazy Mpro na mitochondria. Praca
przegladowa przybliza za$ czytelnikowi jak rézne gatunki drozdzy byly uzywane do opisu
dziatania w komorkach biatek wirusa SARS-CoV-2, tj. scharakteryzowania ich oddziatywan z
bialkami komorek eukariotycznych, oraz do poszukiwania metod terapii infekcji tym
wirusem. Tak wiec manuskrypty i praca przegladowa stanowia cykl spdjny tematycznie.
Poprzedzone sg one informacjami przedstawiajagcymi sylwetke Doktoranta (zyciorys oraz opis
aktywnos$ci naukowej). W dalszej czesci znajduje si¢ spis skrotdw, streszczenia osiggnied
pracy w jezyku polskim i angielskim, opis wynikdw rozprawy na ktéry sktadajg sie
podrozdziaty: cel pracy, wstep, gltowne tezy 1 osiggnigcia rozprawy doktorskiej,
podsumowanie 1 bibliografia. Ta czg$¢ napisana jest w jezyku polskim. W czesci tej
Doktorant omawia wspomniane publikacje/manuskrypty. Do kazdej z prac dotaczone sg
wymagane regulaminem o§wiadczenia wspdtautoréow, ktore wskazujg na istotny udziat Pana
mgr. Grabinskiego w przedstawionych pracach.

Temat pracy doktorskiej i jej znaczenie naukowe
Trafnos¢ podjetej tematyki badawczej i jej oryginalnosé

Studia doktoranckie Pana mgr. Grabinskiego przypadlty w duzej czesci na lata
pandemii. Nie dziwi zmiana tematyki badan po jej wybuchu i zajecie si¢ wirusem SARS-
CoV-2, jego wplywem na komorki 1 poszukiwaniem lekéw przeciwko temu wirusowi.
Pomyst na uzycie drozdzy jako modelu badawczego moze wydawaé si¢ nieoczywisty dla
osoOb, ktore nie pracujg z tymi organizmami. Jest to jednak niedoceniany model, ktérego
zalety 1 mozliwosci dotyczace uzycia go do badan wirusow, nie tylko SARS-CoV-2,



przedstawione zostalty w pracy przegladowej wchodzacej w sktad rozprawy. Wybor tego
modelu do badan dla osoby, ktéra wcze$niej wykonata prace licencjacka na drozdzach nie
dziwi. Jest to jak najbardziej model adekwatny, bardzo przydatny do tworzenia ukladéw
badawczych, modeli chordb i poszukiwania na nie lekow. Wybdr biatka, proteazy Mpro, jako
badanego biatka i celu dziatania terapeutycznego zostat dobrze przemyslany, gdyz jest to
proteaza ktora z jednej strony jest niezbedna w cyklu zyciowym wirusa, a z drugiej rdzni si¢
od proteaz ludzkich. Tak wigc, jej inhibitory nie powinny wplywa¢ na aktywno$¢ proteaz
ludzkich. Podobnie przemys$lany jest wybor sposobu manipulowania genomem drozdzy i
pomysl na sterowanie ekspresja genu proteazy przez zmiany zrodla wegla.

Zaktad w ktorym Pan mgr Grabinski wykonal prace doktorska od lat zajmuje si¢
bioenergetyka. Naturalng konsekwencjg tego jest zwrdcenie uwagi na zmiany w dziataniu
mitochondriéw w wyniku obecnosci w komorce proteazy Mpro, co zostalo opisane w drugim
manuskrypcie. W literaturze zwracano juz uwage na wplyw wirusa SARS-CoV-2 na
mitochondria, taczac to z tzw. long Covid. Prace tgczace wirusa z mitochondriami dotycza
jednak gtownie wywotania apoptozy przez wirusa. Nie ma doniesien taczacych jedno,
konkretne biatko wirusowe - Mpro, jego obecno$¢ w komodrce ze zmianami w dziataniu
mitochondriow. Warto podkresli¢, ze prac dotyczacych mitochondriow w konteks$cie wirusa
SARS-CoV-2, jak na olbrzymig liczb¢ prac dotyczacych tego wirusa, jest niewiele. Oznacza
to, ze przedstawione wyniki sg unikatowe.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie dla nauki

W pierwszej z cyklu prac w chodzacej w sktad rozprawy Doktorant skonstruowat
system do badania dzialania proteazy Mpro wirusa SARS-CoV-2, ktéry pozwolil na
przeszukanie biblioteki okoto 1900 lekéw zaaprobowanych do uzytku przez FDA i
wytypowanie kilku potencjalnych zwigzkéw w tym meisoindygo, jako leku ograniczajacego
toksyczne dziatanie proteazy na komorki drozdzy, a co za tym idzie zwigzku potencjalnie do
wykorzystania do leczenia infekcji wirusem SARS-CoV-2. Potwierdzeniem istotno$ci tego
odkrycia jest praca ktéra ukazata si¢ juz po zdeponowaniu manuskryptu z wynikami
Doktoranta w BioRixv, a ktora opisuje meisoindygo jako niekowalencyjny inhibitor proteazy
Mpro (Gao i wsp., 2024).

Opisany w drugim manuskrypcie wptyw proteazy Mpro na mitochondria drozdzy
pokazuje, ze taki uktad badawczy mozna uzy¢ do poznania mechanizmow lezacych u podstaw
zmian w dzialaniu mitochondriéw, jakie opisane zostaly u pacjentdow zmagajacych si¢ z long
COVID. Pozwoli¢ to moze np. na wytypowanie nowych celéw terapeutycznych.

Podsumowujac prace Pana Mgr. Wojciecha Grabinskiego dotyczyly istotnej dla
spoteczenstwa kwestii, sg oryginalne i warto$ciowe.

Poprawnosci formalno-jezykowa

W warstwie poprawnosci formalno-jgzykowej, stylistycznej i1 interpunkcyjnej
Doktorant nie ustrzegl si¢ ré6znych, drobnych bledow, ktore nie wptywaja na ocen¢ wartosci
osiggnietych wynikow. Sa to np. uzycie rézne form skrétow nazw aminokwasoéw jednoterowe
i trojliterowe w jednym tekscie, brak formatowania nazwy genu tj. zapisu kursywa itp.
Kolejna uwaga dotyczy drugiego z manuskryptow - ma nieponumerowane strony. Zabrakto
tez suplementdow do manuskryptoéw do ktorych sa odnos$niki np. w pracy 1 (Fig S2
wspomniana na str.7, Supplementary file 2 na stronie 9, Fig. S1, Supplementary file 1
wymienione na str. 14). Podany przyklad pokazuje tez, ze pliki z danymi uzupekniajacymi
powinny by¢ w innej kolejnosci wg. kolejnosci pojawiania si¢ w tekScie. W drugim
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manuskrypcie brak dodatkowej tabeli z potencjalnymi substratami dla Mpro. Doktorant nie
uniknat tez bledow, ktore wigkszo$¢ popetlnia czyli mieszania nazw gendw 1 bialek.
Przyktadowo na str. 8 pierwszego z manuskryptow jest napisane: ,,We introduced a modified
gene with D4K linker between EGFP and MP™.”, co sugeruje hybrydg¢ ztozong z DNA 1 biatka.

Ocena metodologii
Dobor literatury i jej wykorzystanie

Doktorant zapoznat si¢ z literatura dotyczaca mozliwosci uzywania drozdzy w
badaniach dotyczacych wiruséw. Zaowocowalo to opublikowana praca przegladowa oparta
na 105 pozycjach literaturowych, w okolo 80% z lat 2020-24. Prace wczes$niejsze dotycza
gléwnie podstaw pracy z drozdzami, co jest oczywiste, gdyz wiele z tych technik zostato
opracowane juz do§¢ dawno, a nalezato je przedstawi¢ w pracy.

Poprawnos¢ formutowania problemow badawczych

Pandemia spowodowana wirusem SARS-CoV-2 sprawila przekierowanie wysitkéw
naukowcOw na opracowywanie terapii przeciwwirusowych. Przeprowadzone i przedstawione
w dwoch manuskryptach badania stanowig cigg logicznych eksperymentéow od
skonstruowania modelu i jego walidacji do uzycia go do poszukiwania lekéw. W tworzeniu
modelu Doktorant wykorzystat kilka faktow i technik:

(1) znany od lat mechanizm represji gendéw zaangazowanych w uzywanie
alternatywnych do glukozy zrodet wegla przez preferowana przez drozdze
glukozg.

(2) technike CRISP-Cas9 do modyfikowania genomu drozdzy wprowadzajac w
miejsce genu GALI sekwencje kodujace rdzne biatka.

Stosujac takie podej$cie badawcze osiagnat postawiony sobie cel.
Mam kilka uwag do opisu, wykonania niektorych eksperymentow i wycigganych wnioskow.

Nie znalaztam informacji na temat tego jak sprawdzane byly nowe szczepy, tzn. jak
sprawdzono integracj¢ konstruktow w locus GALI w obu manuskryptach.

Ad praca 1.

Na stronie 8 jest napisane, ze tagcznik SAVLQ pozwala na odcigcie EGFP przez Mpro
z odniesieniem do Ryciny 2A. Rycina ta przedstawia tylko struktur¢ biatka fuzyjnego.
Brakuje tu analizy typu Western blot pokazujacej akumulacje¢ w czasie, po zaindukowaniu
galaktozg ekspresji genu fuzyjnego, uwolnionego przez proteaz¢ EGFP i obecnos$¢ biatka
fuzyjnego EGFP-Mpro jezeli ma ono tacznik D4K.

Kolejne pytania/uwagi dotycza przeszukiwania biblioteki lekow. (1) Nie
dowiedzialam sig¢ jakiej biblioteki lekow uzywatl Doktorant. (2) Komorki byty zageszczane do
OD=10. Ale w jakiej fazie wzrostu byly hodowle, ktore byly zageszczane? Moje
doswiadczenie mowi, ze w zalezno$ci od tego jaka byta faza wzrostu kultury uzytej do
analizy to efekt, otrzymany wynik moze by¢ inny. Przykladowo w moich testach na
pozywkach z siarczanem dodecylu sodu komoérki z kultur o niskim OD sg wrazliwsze niz z
kultur starszych, o wyzszym OD. Uzycie komoérek z mtodych kultur daje tez mozliwos¢
wychwycenia bardziej subtelnych zmian.

Ad praca 2



Pytanie dotyczy analizy poziomu $wiecenia EGFP (rycina 2). Komorki byly zbierane z
hodowli na pozywkach statych, zawieszane w wodzie do jednakowej gestosci optyczne;j.
Dlaczego nie analizowano z hodowli ptynnych z jednoczesnym monitorowaniem wzrostu
kultury? EGFP jest stabilnym biatkiem, ktore akumuluje si¢ w czasie wzrostu. Jezeli zbierane
komorki nie byly z jednakowej fazy wzrostu to juz to mogloby generowaé rdznice w
poziomie EGFP. Czyli moje pytanie jest czy jezeli wzig¢ 1 mL hodowli o OD 10 i 10 mL
hodowli tego samego szczepu i zagesci¢ ja aby mie¢ 1 mL o OD 10 to czy zmierzony poziom
EGFP bytby taki sam?

Pytanie do ryciny 5. Przeliczone zostalo, ze nie ma zwigkszenia akumulacji anionu
ponadtlenkowego jezeli pod uwage wzig¢ szybkos¢ oddychania. Jak to zostato policzone?
Jeden parametr jest wyrazony w nmol O X min’!, a drugi w poziomie fluorescencji barwnika
MitoSOX/OD komorek.

Drugie zastrzezenie mam do wybarwiania mitochondriow tetrametylorodaming. Nie
zostalo podane w jakiej fazie wzrostu byty komoérki barwione w eksperymencie. Wiadomo, ze
obraz mitochondriéw odzwierciedla stan metaboliczny komorki, wigc nalezy porownywac
komorki z takiej samej fazy wzrostu kultury i w przypadku mitochondriow, aby przyjrze¢ si¢
ich morfologii kultury powinny by¢ mlode. Wprawdzie réznica mi¢dzy zdjgciem komorek w
ktorych produkowane jest biatko EGFP-SAVLQ-Mpro w porownaniu do kontroli EGFP-
D4K-Mpro jest ewidentna. Jednak obserwujemy wysoki poziom tta dla kontroli, nie wida¢
fadnych mitochondriow. Moze jest to tylko kwestia wydruku zdjecia 1 oryginat wyglada
inaczej.

Analizowalam odnos$nik literaturowy dotyczacy metodologii barwienia i stwierdzitam,
ze jest r6znica w pH buforu uzytego w trakcie barwienia. Jakie znaczenie miata zmiana pH?

W tym samym eksperymencie ewidentne jest, ze wspomniane dwa biatka fuzyjne
maja rdézng lokalizacje. EGFP-D4sK-Mpro wydaje si¢ by¢ zageszczone w jadrze
komoérkowym, czego nie wida¢ dla EGFP-SALVQ-Mpro. Jednakze w opisie Doktorant pisze,
o rownomiernej dystrybucji biatka fuzyjnego w obrebie komoérki (str. 28). Prosze o
komentarz.

Kolejne pytanie dotyczy potencjalnych substratow Mpro. Jak odrézni¢ toksycznosé
wynikla z cigcia jakiego$ biatka przez Mpro skutkujacego brakiem biatka pelnej dtugosci od
toksyczno$ci wyniklej z dziatania uwolnionego fragmentu jakiego$ biatka?

Ad praca 3

Moje pytanie dotyczy tekstu na stronie 5 tej pracy. Doktorant pisze o oddziatywaniu
biatka NSP1 wirusa z kompleksem HOPS, 1 wywotanych tym oddzialywaniem zaburzeniach
transportu wewnatrzkomoérkowego. Dalej jest napisane, ze jest to zgodne z ,,porwaniem”
organellum posredniego mig¢dzy retikulum endoplazmatycznego (ER) a aparatem Golgiego
tzw. ERGIC w czasie infekcji wirusem SARS-CoV-2 komorek ssakow. Prosze o
przedstawienie toku my$lowego dotyczacego potaczenie tych faktow, gdyz ERGIC jak nazwa
wskazuje to organellum na drodze transportu biatek z retikulum endoplazmatycznego do
aparatu Golgiego, a HOPS uczestniczy w fuzji z btonami wakuolarnymi, lizosomalnymi czyli
dla mnie na zupelie innym etapie transportu wewnatrzkomorkowego.

I druga uwaga do tej pracy to w podpisie do ryciny 4 jest napisane, ze delecje genow
odpowiedzialnych za opornos¢ wielolekowa powoduja, ze komodrki sg przepuszczalne dla
lekéw. Wspomniane delecje nie zmieniajg pobierania lekéw tylko powodujg brak mozliwosci



ich wytransportowania z komorki, gdyz bialka kodowane przez wspomniane geny s3
pompami wyrzucajacymi zwigzki na zewnatrz komorki.

Pomimo wypisanych powyzej zastrzezen moja ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr
Wojciecha Grabinskiego zatytutowanej ,, System Drozdzowy do przeszukiwania inhibitorow
gltownej proteazy SARS-CoV-2” jest pozytywna. Badania sg oryginalne, na odpowiednim
poziomie technicznym i merytorycznym.

Whiosek koncowy

Uwazam, ze recenzowana praca doktorska odpowiada wszystkim ustawowym
wymogom stawianym rozprawom doktorskim okreslonym zgodnie z wymaganiami
okreslonymi w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o
Szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571). Na tej podstawie sktadam wniosek
do Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie Pana mgr. Wojciecha Grabinskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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