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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIE]J
Pana mgr. Wojciecha Grabinskiego

pt. System drozdzowy do przeszukiwania inhibitoréw giéwnej proteazy SARS-CoV-2

wykonanej

w Zaktadzie Bioenergetyki
Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

pod kierunkiem Pana dr. hab. Andonisa Karachitosa

Ocena formalna rozprawy

Praca przygotowana jest wedlug obowigzujacej od roku 2018 ustawy o tytule i stopniach
naukowych, pozwalajagcej na przedstawienie rozprawy doktorskiej w postaci zbioru
opublikowanych prac. Na rozprawe sktadaja si¢ trzy prace eksperymentalne (dwie
eksperymentalne i jedna przegladowa) 1 we wszystkich Pan mgr Grabinski jest pierwszym
autorem. Jedna praca ukazata si¢ w rozpoznawanym czasopismie naukowym, a dwie pozostate
przygotowane s3 do ztozenia w redakcji (jedng z nich opublikowano jako nierecenzowany
preprint). Na podstawie zalagczonych oswiadczen stwierdzam znaczacy udzial Doktoranta w
powstaniu wszystkich publikacji.

Zgodnie z wymogami publikacje poprzedzone s3 oméwieniem zagadnienia. Wstep to
solidnie przygotowany tekst, ktéry w sposéb rzeczowy wprowadza w tematyke badan. Autor
skutecznie przedstawil zar6wno znaczenie biologiczne gtdwnej proteazy SARS-CoV-2 (MP®),
jak 1 uzasadnienie wykorzystania drozdzy Saccharomyces cerevisiae jako organizmu
modelowego. Wstep zawiera rOwniez omdwienie struktury wirusa, znaczenia jego biatek oraz
aktualnego stanu wiedzy na temat istniejacych inhibitoréw MP™. Mocng strong jest prezentacja
wagi pandemii COVID-19 i wyjasnienie dlaczego gtdéwna proteaza stanowi istotny cel
terapeutyczny. Wstgp miejscami zawiera potoczne sformulowania lub zbyt dlugie zdania,
pojawiajg si¢ powtdrzenia, ale wszystkie z tych kwestii sg niekiedy nie do uniknigcia w
rozprawach doktorskich.



Recenzja sekcji pt. ,,Skonstruowany system jako narzedzie do poszukiwania inhibitoréw
Mpro»

Autor zaprezentowal starannie zaprojektowany system przesiewowy oparty na
drozdzach Saccharomyces cerevisiae, stuzacy do identyfikacji inhibitoréw giéwnej proteazy
SARS-CoV-2, MP, Waznym atutem badan przedstawionych w tej cze$ci rozprawy jest
bezpieczenstwo biologiczne (brak potrzeby stosowania wirusa) i mozliwo$¢ szybkiego
przesiewu w czasie (wielu zwigzkéw jednoczes$nie). Wprowadzenie kontrolnego wariantu
fuzyjnego EGFP-D4K-MP* i modyfikacji zwigzanych z genomem drozdzy metoda
CRISPR/Cas9 §wiadczy o zaawansowanej wiedzy Doktoranta z zakresu inzynierii genetycznej.
Wyniki uzyskane w badaniach z meisoindigo, mimo pewnych niejednoznacznosci,
potwierdzity skutecznos$¢ systemu i jego potencjal w identyfikacji nowych inhibitoré6w MP®.

Do tej czeSci pracy doktorskiej mam nast¢pujace pytania (wszystkie podyktowane
moim zainteresowaniem tym ciekawym tematem i mojg dociekliwos$cia, ale nie checig krytyki):
1. Czy wykonano kontrolne eksperymenty charakteryzujace biatko MP™ w drozdzach, np. czy

nie ulegato ono modyfikacjom, ktére moglyby zmieni¢ jego aktywnos¢?

2. Jak usuniecie gendw PDR5, SNQ2 i PDRI wptyneto na wzrost drozdzy i w konsekwencji
na wiarygodno$¢ testow przesiewowych? Dlaczego ostatecznie zdecydowano si¢ na
wykorzystanie tylko delecji PDR5? Czy sugerowano si¢ tutaj innymi, dostgpnymi
modelami?

3. W jaki sposéb zmiana zrédta wegla na sacharoze przyspieszyla testy przesiewowe? Czy
mogtby Pan, w oparciu o dostgpng wiedz¢ (oraz wyniki ujete w Pana Publikacji nr 2), podjac¢
probe identyfikacji czynnikéw, ktére mogly wplynag¢ na niepowodzenie testow
przesiewowych na podtozu z glicerolem?

4. Dlaczego skuteczno$¢ ixazomibu byla wyrazniejsza na pozywce stalej niz ptynnej? Czy
réznice w skuteczno$ci moga by¢ zwigzane z rozpuszczalnos$cig/stabilnoscig?

5. Eksperymenty potwierdzajace dzialanie meisoindigo jako inhibitora MP® zostaty
przeprowadzone rzetelnie i uczciwie przyznano istnienie problemdw interpretacyjnych
wynikajacych z autofluorescencji zwigzku. Nurtuje mnie pytanie dlaczego nie rozwazono
alternatywnych metod walidacji niezaleznych od fluorescencji (rézne systemy detekcji
aktywnosci MP™ przedstawia Pan w Publikacji nr 3). Czy moze wykonano takie
eksperymenty? By¢ moze mozna zmodyfikowa¢ testy FRET tak, aby zminimalizowaé
interferencje meisoindigo?

6. Czy system drozdzowy mozna zaadaptowa¢ do analizy dziatania inhibitoréw na inne
wirusowe proteazy, np. HIV-1?

Recenzja sekcji pt. ,,Toksyczny wplyw MP™ na komorki drozdzy zwiazany jest z
dysfunkcja mitochondriéw”

W Publikacji 2, bedacej logiczng konsekwencja Publikacji 1, zastosowano nowy model
drozdzowy do analizy zalezno$ci migdzy aktywno$cig MP™ a funkcjonowaniem mitochondriéw
w réznych warunkach metabolicznych. Wykorzystanie réznorodnych zrédet wegla, ktére
pozwolito na rozréznienie wptywu metabolizmu fermentacyjnego vs. mitochondrialnego na
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toksycznos¢ MP® to zdecydowanie nowatorskie podejscie. Przy konstrukcji modeli
drozdzowych Doktorant ponownie umiej¢tnie zastosowat technologi¢ CRISPR/Cas9.
Moje pytania do tej sekcji:

7. Czy zbadano poziom ekspresji MP® w réznych warunkach, czy réznice w toksycznosci
wynikajg z réznic w poziomie ekspresji?

8. Przedstawit Pan kolokalizacj¢ biatek fuzyjnych MP® z TMRM, ktéry ocenia potencjal
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Czy istnieja dane sugerujace, ze MP™ lokalizuje si¢ w
mitochondriach lub oddzialuje z ich btong? Czy mozliwe jest, ze MP™ oddziatuje
bezposrednio z biatkami mitochondrialnymi? Czy planowane sg badania proteomiczne w
celu identyfikacji potencjalnych interakcji?

9. Pytanie do calej pracy doktorskiej: Jaka przewage ma system skonstruowany przez Pana nad
systemem zaproponowanym w 2023 roku przez grup¢ Johna S. Choya (praca jest cytowana
w Publikacji 2 w kontekscie toksycznosci MP™).

Recenzja sekcji pt. ,,Drozdze jako skuteczna platforma badawcza w kontekscie SARS-
CoV-2”

Publikacja nr 3 to obszerne i bardzo dobrze skonstruowane opracowanie przegladowe,
ktére ukazuje drozdze jako wielofunkcyjng platform¢ badawcza w kontekscie SARS-CoV-2.
Praca obejmuje szerokie spektrum zastosowan drozdzy, od badan nad interakcjami biatek,
przez systemy przesiewowe inhibitorow, po produkcje antygendéw i szczepionek. W artykule
zaakcentowano mozliwosci aplikacyjne, to jest produkcje sktadnikéw szczepionek czy testy
diagnostyczne. Drozdze zostaty przedstawione jako ,,backstage heroes” - jako model dostepny,
tani, szybki, elastyczny - to ma kluczowe znaczenie w sytuacjach nagtych, takich jak pandemia.
W pracy nie znalaztam wyraznego wskazania ograniczen modelu drozdzowego, a na mysl
przychodzi mi kilka — prosz¢ o komentarz podczas obrony pracy doktorskie;j.

Whioski koncowe

Rozprawa podejmuje temat o ogromnym znaczeniu zaréwno naukowym, jak i
spolecznym, to jest zglebianie mechanizméw dziatania SARS-CoV-2 oraz poszukiwanie jego
inhibitorow. Pan mgr Grabinski opracowal innowacyjny system oparty na drozdzach
Saccharomyces cerevisiae, ktéry pozwala analizowa¢ aktywno$¢ gléwnej proteazy wirusa
(MP™) oraz identyfikowac jej inhibitory. Wlaczenie mechanizméw fluorescencji i toksycznosci
jako wskaznikéw aktywnosci MP® Swiadczy o duzej pomystowosci i praktycznosci
rozwigzania.

Co warte podkreslenia, praca jest interdyscyplinarna, taczy mikrobiologie,
biotechnologi¢ oraz wirusologi¢, co zwigksza jej wartos¢ naukowg. Znalezienie nowego
inhibitora, meisoindigo, to istotny wktad w rozwéj potencjalnych lekéw przeciwwirusowych.
Nowatorskim aspektem pracy jest zastosowanie drozdzy jako narzedzia przesiewowego dla
biatka wirusowego, kontrola ekspresji genu MP™ poprzez promotor GALI i zbadanie wptywu
proteazy na funkcjonowanie mitochondriéw, co moze otworzy¢ nowe $ciezki badawcze SARS-
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CoV-2. Sadze, ze tego rodzaju podejscie moze by¢ przydatne rowniez w badaniach nad innymi
patogenami.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pana mgr. Wojciecha Grabifiskiego to bardzo
dobrze przygotowana, interdyscyplinarna, aktualna praca naukowa, $wiadczaca o dojrzalosci
naukowej Doktoranta oraz jego umiejetnosciach w projektowaniu i prowadzeniu zlozonych
eksperymentéw. Naukowa wartos$¢é rozprawy jest bardzo wysoka.

Praca zdecydowanie spelnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 ze zm.). Dlatego zwracam si¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie Pana mgr. Wojciecha Grabifiskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, biorgc pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczna zaprezentowanych badan wnosze o
wyrdznienie rozprawy.

KaQla G V\’;"’( s
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