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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Rafala Nowaka
pt. ,,Nowe strategie przeciwwirusowe oparte o hamowanie procesu wnikania wiruséw do wnetrza
komorki, na przyktadzie SARS-CoV-2 i wirusa grypy typu A”
dla Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN

Praca doktorska Pana mgr. inz. Rafata Nowaka pt. ,,Nowe strategie przeciwwirusowe oparte o
hamowanie procesu wnikania wirusow do wnetrza komorki, na przyktadzie SARS-CoV-2 i wirusa
grypy typu A” zostala wykonana w Zakladzie Wirusologii Molekularnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, pod kierunkiem prof. dr hab. Elzbiety Kierzek. Funkcj¢ promotora
pomocniczego petil dr Pawet Zmora.

Praca dotyczy poszukiwania nowych lekéw przeciwwirusowych przeciwko wirusom
infekujacym drogi oddechowe na przykladzie wiruséw grypy typu A i SARS-CoV-2, majacych
stosunkowo wysoka $miertelnos¢ oraz duzy potencjal pandemiczny. Skutki zwigzane z pandemia
swinskiej grypy A HIN1 w sezonie 2009/2010 oraz COVID-19 w latach 2019-2023 unaocznity, jak
wazna jest wiedza dotyczaca mechanizmoéw rozwoju pandemii, a takze wirusow je wywotujacych.
Dlatego badania nad nowymi skutecznymi lekami przeciwwirusowymi sa niezwykle wazne w celu
przeciwdzialania przysztym zagrozeniom. Autor skupil si¢ w swoich badaniach na poszukiwaniu
nowych zwiazkéw przeciwwirusowych nakierowanych na komorki gospodarza, niezbednych do
prawidlowego przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa. Kandydat przedstawil trzy oryginalne artykuty
naukowe, w ktorych wraz ze wspolautorami omawia trzy odmienne i innowacyjne metody hamowania
wnikania wirusow do komorki gospodarza.

Praca doktorska mgr. inz. Rafala Nowaka zostala przygotowana w postaci zbioru
opublikowanych i powigzanych tematycznie trzech artykuléw naukowych, ktorych lista znajduje
si¢ w zalaczonym wykazie, a Doktorant omdwit je i podsumowal w rozdziale pracy pt. ,,Omdwienie
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej”. Prace te zostaly juz zrecenzowane i
opublikowane, zatem z obowiazku recenzenta przedstawi¢ najbardziej podstawowe dane ich
dotyczace. Artykuly te zostaly opublikowane w latach 2023 — 2024, w migdzynarodowych
czasopismach recenzowanych:
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— Pathogens (MDPI) - czasopismo z drugiego kwartyla (Q2) listy czasopism punktowanych w
bazie JCR (74/163 miejsce w kategorii mikrobiologia), [F2024 = 3,3; pkt MEiIN = 100,

— Virology (Elsevier) — czasopismo z trzeciego kwartyla (Q3) listy czasopism punktowanych w
bazie JCR (23/42 miejsce w kategorii wirusologia), [F2p24 = 2,4; pkt MEiIN = 100,

— Organometallics (ACS) - czasopismo z drugiego kwartyla (Q2) listy czasopism punktowanych
w bazie JCR (17/43 miejsce w kategorii chemia nieorganiczna i jadrowa), [Fa4 = 2,9; pkt
MEIiN = 100

Rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Rafala Nowaka ma uklad typowej dysertacji, ktorej
czescig centralng jest omowienie publikacji wchodzacych w jej sktad. Prace rozpoczyna ich wykaz, po
ktérym nastepuje wykaz prac niewchodzacych w sklad rozprawy, nastepnie rozdziaty zatytulowane:
Wprowadzenie, Cel pracy, Omoéwienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej,
Dyskusja, Wnioski, Wykaz skrétow, Bibliografia oraz Zalaczniki. W ramach zalacznikoéw Autor
umiescit o$wiadczenia okreslajace wklad w powstanie prac naukowych wchodzacych w sklad
rozprawy doktorskiej oraz reprinty tych publikacji. Dodatkowo na poczatku pracy Autor umiescit
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz spis tresci. Dysertacja nie zawiera wyrdznionego
rozdziatu opisujacego materialy i metody, ktore sa jednak opisane w wystarczajacy sposob w
publikacjach wchodzacych w jej sklad. Calo$¢ dysertacji liczy 112 stron, zawiera 170 pozycji
pismiennictwa, 5 tabel i 9 rycin. Dodatkowo do pracy przynaleza reprinty trzech artykutow, liczace
razem 38 stron, zatem calo$¢ rozprawy wraz z nimi liczy facznie 150 stron, co jest standardowa
objetoscia dla tego typu rozprawy.

46-stronicowe Wprowadzenie stanowi bardzo cickawe i stosunkowo obszerne opracowanie
dotyczace epidemiologii wirusow grypy i koronawiruséw. Rozdzial ten, podzielony na 9
podrozdzialow, jest swietnym opracowaniem poréwnawczym dotyczacym wiruséw infekujacych
drogi oddechowe majacych wysoki potencjat epidemiczny i pandemiczny. W pierwszym podrozdziale
Autor omawia przeszte epidemie i najwigksze pandemie wywotane przez wirusy grypy, tacznie z
pandemia grypy ,hiszpanki”, ktora w latach 1918-1919 zebrata zniwo 20-100 mIn zgonéw na calym
swiecie, a takze epidemie i pandemie wywotane przez koronawirusy, lacznie z ostatniag pandemia
COVID-19, ktora przyniosta 7 mln ofiar. Autor zwraca rowniez uwage na ogromne skutki spoteczno-
gospodarcze ostatniej pandemii dla catych spoteczenstw, takie jak utrata 33 milionéw miejsc pracy,
zwigkszenie wystepowania depresji i zaburzen lekowych o 25% w skali globalnej, czy wzrost liczby
prob samobdjczych wsréd miodziezy o 10-30%. W kolejnych podrozdziatach Autor w sposob
metodyczny opisuje poszczegdlne rodzaje wirusow grypy oraz grupy koronawirusow, zwracajac
uwage na wirusy zakazajace cztowieka, ale takze ich rezerwuary zwierzece, stanowigce punkt wyjscia
do wybuchu kolejnych pandemii. Zwraca uwagg bardzo szczegdtowa analiza cykli replikacyjnych obu
poréwnywanych grup wirusow. Autor zwraca szczego6lng uwage na podobienstwo molekularne w
procesie wnikania tych wirusow do komorki: fuzji blon otoczki wirusa z blong komorkowa (SARS-
CoV-2) a fuzji otoczki wirusa z blong endosomu (wirus grypy). Nastepnie Autor przedstawia
szczegotowo budowe wiriondow wirusow grypy typu A oraz SARS-CoV-2, co daje podstawe do
doktadnego omodwienia w dalszej kolejnosci powierzchniowych bialek obu wiruséw kluczowych w
procesie wnikania wirusa do komérki: hemaglutyniny (HA) wirusa grypy typu A, biatka kolca (S)
wirusa SARS-CoV-2 oraz komorkowej przezbtonowej proteazy serynowej typu 2 (TMPRSS2). To
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ostatnie biatko jest wazng proteaza komodrkowg w procesie rozpoznania i wnikania wirusa SARS-
CoV-2 do komorki, prowadzac do proteolitycznej aktywacji biatka S wirusa po polaczeniu z
receptorem ACE2. Proteaza TMPRSS2 jest takze kluczowym enzymem dokonujacym aktywacji
prawie wszystkich podtypéw hemaglutyniny (HA) wirusa grypy typu A z jednozasadowym miejscem
cigcia w przypadku ludzkich i mysich komorek nabtonkowych drog oddechowych, co odrdznia
szczepy lagodniejsze 1AV od bardziej zjadliwych wiruséw ptasich (AIV) z podtypéw HS lub H7,
ktére charakteryzuja sie wystepowaniem wielozasadowego miejsca ciecia HA. W tym przypadku
cigcie proteolityczne odbywa si¢ z udzialem furyny wystepujacej w praktycznie wszystkich
komorkach organizmu, co czyni te wirusy bardziej zjadliwymi. Autor w ten sposdb zwraca uwage na
bialka komérki gospodarza jako potencjalne cele terapeutyczne dla terapii przeciwwirusowych, co
zostaje rozwinigte w dyskusji. Wprowadzenie konczy podrozdzial dotyczacy strategii
przeciwwirusowych nakierowanych na RNA/DNA w postaci oligonukleotydéw antysensowych,
matych interferujacych czasteczek RNA (siRNA), mikroRNA oraz omdwienia technologii
CRISPR/Cas. Przedstawione wprowadzenie jest bardzo dobrze napisane i spelnia swoja role
przygotowujaca czytelnika do zapoznania si¢ ze szczegdélowymi wynikami pracy zawartymi w
publikacjach. Szkoda tylko, ze szczegdlowe opisy replikacji wirusow nie zostaly zilustrowane
odpowiednimi schematami. Wydaje si¢ rowniez, iz omdwienie budowy wiriondw wiruséw [AV i
SARS-CoV-2 przed opisami cykléw replikacyjnych byloby zasadniejsze w prowadzeniu odpowiedniej
narracji.

W kolejnym rozdziale Autor przedstawit cel pracy, ktérym bylo opracowanie réznych
strategii przeciwwirusowych opartych o hamowanie procesu wnikania wiruséw do wnetrza komorki
na przyktadzie wirusow grypy typu A i SARS-CoV-2. Cel pracy jest ciekawy i jasno sformulowany.
Poszukiwanie nowych lekow przeciwwirusowych przeciwko wirusom uktadu oddechowego jest
niezwykle wazne, szczegdlnie w obliczu faktu utraty skutecznosci przez klasyczne leki
przeciwwirusowe, ktorych mechanizm dzialania nakierowany jest na bialka wirusowe. Dlatego
niezwykle wazne jest poszukiwanie zwigzkow przeciwwirusowych, ktorych mechanizm dziatania
bedzie nakierowany na komorki gospodarza wazne dla prawidtowego przebiegu cyklu replikacyjnego
wirusa, jednak nie ulegajace tak czesto mutacjom jak biatka wirusowe.

Wyniki pracy zostaly opublikowane w trzech oryginalnych artykulach naukowych,
przedstawiajacych trzy odmienne i nowatorskie metody hamowania wnikania wiruséw do komorki
gospodarza. Dlatego w kolejnym rozdziale pracy Doktorant oméwil publikacje wchodzace w sklad
rozprawy.

W pierwszej pracy zatytulowanej ,,Novel Molecular Consortia of Cannabidiol with
Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs Inhibit Emerging Coronaviruses’ Entry”, autorstwa: Anna
Pawelczyk, Rafal Nowak, Monika Gazecka, Anna Jelinska, Lucjusz Zaprutko, Pawel Zmora,
opublikowanej w czasopismie ,,Pathogens” w roku 2023, vol. 12, strony 951, Doktorant wraz ze
wspotautorami przygotowali koniugaty molekularne kannabidiolu (CBD) z Cannabis sativa i
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) w celu okreslenia ich wlasciwosci
przeciwwirusowych. Aktywnos$¢ biologiczng trzech koniugatéw molekularnych (CBD-ibuprofen,
CBD-ketoprofen i CBD-naproksen) oceniono w liniach komorkowych transdukowanych
pseudotypami opartymi na wirusie pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV), zawierajgcymi
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biatka kolca SARS-CoV-1 lub SARS-CoV-2 lub zakazonych wirusem grypy A/Puerto Rico/8/34
(HINT). Wyniki pokazaly, ze niektére koniugaty molekularne CBD-NLPZ wykazywaly wyzsza
aktywnos$¢ przeciwwirusowa przeciwko SARS-CoV-1 i SARS-CoV-2, ale nie przeciwko wirusowi
grypy A. CBD-ibuprofen i CBD-naproksen moga potencjalnie stanowi¢ nowe leki przeciwwirusowe.
Moze to sugerowac potencjalna role terapeutyczna tych zwigzkéw w leczeniu pojawiajacych sie
zakazen koronawirusowych, wymaga to jednak dalszych badan.

Praca opublikowana jest w jezyku angielskim. Zawiera 13 ponumerowanych stron, z czego
dwie ostatnie zawieraja spis literatury sktadajacy sie z 46 pozycji. Ma typowy uklad skladajacy sie z
rozdziatéw: Wprowadzenie (Introduction), Materialy i metody (Materials and methods), Wyniki
(Results), Dyskusja (Discussion), Konkluzje (Conclusions). Praca zawiera 5 rycin oraz 1 schemat.
Wkiad Doktoranta zgodnie z zalaczonym do rozprawy oswiadczeniem obejmowal wykonywanie
eksperymentow, sporzadzanie sprawozdan z badan, analiz¢ wynikéw i ich interpretacje, oraz udziat w
przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu. Pan mgr inz. Rafal Nowak jest drugim autorem tej pracy.
Dodatkowo zalgczone jest oswiadczenie autora korespondencyjnego pracy, dr. Pawla Zmory,
potwierdzajace w/w wktad Doktoranta.

Drugi artykul wchodzacy w sklad rozprawy doktorskiej pt. ,, TMPRSS2-specific antisense
oligonucleotides inhibit host cell entry of emerging viruses” autorstwa: Rafal Nowak, Monika
Gazecka, Markus Hoffmann, Ryszard Kierzek, Stefan PShlmann, Pawel Zmora, opublikowany w
czasopismie ,,Virology” w roku 2024, vol. 487, strony 19-29. W pracy zbadano strukture
drugorzedowa sekwencji kodujacej mRNA przezblonowej proteazy typu II (TMPRSS2) i
zaprojektowano specyficzne dla niego oligonukleotydy antysensowne (ASO). W badaniach uzyto linii
komorkowych Calu-3, Caco-2 oraz Vero-TMPRSS2. W badaniach nad wnikaniem koronawiruséw
wykorzystano pseudotypy wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV), ktore zawieraja
biatka S SARS-CoV-1 i SARS-CoV-2. W eksperymentach uzyto wirusa grypy typu A szczepu
A/Puerto Rico/8/34 (HINI1). Nastepnie przetestowano wplyw zaprojektowanych dziewigciu
TMPRSS2 specyficznych ASO na namnazanie si¢ wirusa grypy typu A w komdrkach Vero-
TMPRSS2, Caco-2, Calu-3. Siedem z nich doprowadzilo do zahamowania namnazania si¢ wirusa [AV
w komorkach Vero-TMPRSS2, pie¢ testowanych ASO spowodowalo znaczace 5- do 10-krotne
obnizenie si¢ miana wirusa w linii komérkowej Caco-2, a w linii komdrkowej Calu-3 wszystkie
testowane ASO doprowadzily do istotnego statystycznie zmniejszenia si¢ miana tego wirusa. W
przypadku badania wplywu ASO na wnikanie pseudowirusa SARS-CoV-2 do komoérek wykazano, ze
7 z 10 ASO spowodowalo znaczace obnizenie poziomu wnikania do komorek Vero-TMPRSS2,
natomiast wszystkie testowane ASO spowodowaly znaczace statystycznie obnizenie poziomu
wnikania w przypadku linii Caco-2. Dodatkowo badania metoda Real-Time PCR poziomu ekspresji
genu TMPRSS2 po zastosowaniu specyficznych ASO wykazaty, ze wszystkie przetestowane ASO
ktére obnizaly miano wirusa, powodowaly réwniez obnizenie poziomu ekspresji TMPRSS2.
Uwazam, iz wyniki te sg znaczacym osiagnieciem pracy, potwierdzajac, ze zahamowanie
ekspresji konkretnego genu gospodarza moze mie¢ szerokie dzialanie przeciwwirusowe przeciw
réoznym wirusom, wraz z blokowaniem przez ASO interakcji pomiedzy wirusem a komorka
gospodarza.
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Praca zostata opublikowana w jezyku angielskim. Zawiera 10 ponumerowanych stron, z czego
ostatnie trzy zawierajg spis literatury. Ma typowy uklad skladajacy si¢ z rozdziatdéw: Wprowadzenie
(Introduction), Materiaty i metody (Material and methods), Wyniki (Results), Dyskusja (Discussion),
Podzickowania (Acknowledgments). Praca zawiera 1 tabelg oraz 5 rycin, z czego 2 przedstawiaja
strukture kodujaca mRNA TMPRSS2 z miejscami modyfikacji chemicznych i miejscami przylaczania
zaprojektowanych ASO. Wklad Doktoranta do pracy jest znaczacy, gdyz jest On pierwszym autorem
pracy. Zgodne z zalaczonym oswiadczeniem Kandydat byl odpowiedzialny za wykonywanie
eksperymentow, sporzadzanie sprawozdan z badan, analiz¢ wynikdéw i ich interpretacj¢, udziat w
przygotowaniu pierwotnej wersji artykutu, odpowiedzi dla recenzentow oraz ostatecznej wersji
manuskryptu. Zalgczone oswiadczenie autora korespondencyjnego pracy, dr. Pawla Zmory,
potwierdza wiodacy wklad Doktoranta.

Trzecia praca stanowigca rozprawe doktorska jest publikacja pt. ,,Organometallic—
Erlotinib Conjugates Active against Lung Cancer Cells and as Emerging Virus Entry Inhibitors”
autorstva Przemystaw Bieganski, Monika Gazecka, Rafal Nowak, Aleksander Gorski, Natalia
Dutkiewicz, Daniel Fabio Kawano, Pawel Zmora, Konrad Kowalski, opublikowanej w czasopismie
»Organometallics” w roku 2024, vol. 43(1), strony 45-57. Celem badan byla synteza szeregu
koniugatéow erlotynibu z wybranymi ugrupowaniami organometalicznymi, zbadanie ich aktywnosci
przeciwnowotworowej i wlasciwosci przeciwwirusowych przeciwko 1AV oraz SARS-CoV-2, oraz
identyfikacja potencjalnego mechanizmu aktywnosci  przeciwwirusowej.  Erlotynib  jest
drobnoczasteczkowym inhibitorem kinazy tyrozynowej EGFR zatwierdzonym w leczeniu niektorych
nowotworow, np. niedrobnokomorkowego raka ptuca. Natomiast receptor nablonkowego czynnika
wzrostu (EGFR) jest to przezblonowym receptorem o aktywnosci tyrozynowej, ktory reguluje wiele
procesow komorkowych, takich jak proliferacja, réznicowanie, migracja oraz odpowiedz na stres
komérkowy, ktoéry moze tez posrednio wspiera¢ wnikanie wirusa. Erlotynib hamuje aktywacje EGFR
poprzez wigzanie si¢ z miejscem wigzania ATP w domenie kinazowej, co prowadzi do zablokowania
przekazywania sygnatow komorkowych. Erlotynib byl réwniez badany jako potencjalny lek
przeciwko SARS-CoV-2. W pracy przeprowadzono syntez¢ metaloorganicznych koniugatow
erlotynibu, w tym koniugatéw ferrocenylowych, rutenocenylowych oraz koniugatéw opartych o
wykorzystanie renu. W badaniach wykorzystano linie komérkowe HEK293T, MDCK, A549 Calu-3.
Zbadano wplyw przeciwwirusowy wybranych zwigzkéw na proces replikacji wirusa grypy typu
A/Puerto Rico/8/34 (HIN1), a takze wptyw zwiazkow na hamowanie wnikania SARS-CoV-1 1 SARS-
CoV-2 do komoérek z wykorzystaniem pseudotypdw VSV zawierajacych biatka S SARS-CoV-1 i
SARS-CoV-2, podobnie jak w poprzednich pracach. Uzyskane wyniki wykazaly, iz koniugat
rutenocenylowy 5 oraz erlotynib spowodowaly znaczace obnizenie poziomu miana wirusa grypy typu
A w testowanych liniach komérkowych oraz znaczace obnizenie poziomu wnikania koronawirusow
SARS-CoV-1 i SARS-CoV-2 do ludzkich komérek 293T z receptorami ACE2 i TMPRSS2. Wynika
to z faktu, iz koniugat rutenocenylowy 5 znaczaco ograniczyl cigcie biatka S niezbedne dla wnikania
wirusa do komorki, oddziatujac z TMPRSS2 lub wptywajac na oddziatywanie biatka S z ACE2.
Prawdopodobna role w tych oddziatywaniach odgrywat receptor EGFR.

Podobnie jak poprzednie, praca opublikowana jest w jezyku angielskim. Sklada si¢ z 14
ponumerowanych stron, z czego 3 ostatnie zawieraja spis literatury sktadajacy sie z 83 pozycji. Praca
ma typowy uklad skladajacy si¢ z rodziatow: Wprowadzenie (Introduction), Wyniki 1 Dyskusja
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(Results and Discussion), Konkluzja (Conclusion), Sekcja Eksperymentalna (Experimental Section),
Podziekowania (Ackowledgments). Praca zawiera 8 rycin. Doktorant jest trzecim Autorem pracy,
zatem Jego wklad w prace jest stosunkowo mniejszy niz w dwodch pierwszych publikacjach. Zgodnie z
oswiadczeniem zalaczonym do rozprawy, Pan mgr inz. Rafal Nowak byl odpowiedzialny za
wykonywanie eksperymentdw, sporzadzanie sprawozdan z badan, analiz¢ wynikow i ich interpretacje,
udzial w przygotowaniu pierwotnej wersji artykulu. Zakres ten jest potwierdzony przez autora
korespondencyjnego, dr Pawla Zmore, ktory w swoim oswiadczeniu dodatkowo podkreslit wkiad
Doktoranta w odpowiedzi dla recenzentéw oraz opracowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

Przeprowadzona na 17 stronach Dyskusja jest bardzo ciekawa i wyczerpujaca, w pehi
omawiajaca uzyskane wyniki z trzech publikacji oraz ich implikacje, szczegdlnie w kontekscie
podziatu na leki VTAs (ang. virus-targeting antivirals) i HTAs (ang. host-targeting antivirals). VT As
oddzialuja bezposrednio na czastke wirusa lub hamuja funkcje biologiczne wirusowych bialek,
natomiast HTAs oddziatuja posrednio na cykl replikacyjny wirusa, poprzez inhibicj¢ aktywnosci i
funkcji bialek komérek gospodarza, a nie bezposrednio na wirusa. Dyskusja jest takze $wietnym
kompendium dotyczacym nowych lekow przeciwwirusowych i peptydomimetykéw, stad wiele jej
aspektéw mogloby stanowi¢ osobng prace przegladowa.

Najwazniejszym osiggnieciem pracy jest skupienie si¢ na strategiach terapeutycznych
ukierunkowanych na komorki gospodarza (HTAs) i wykazanie ich potencjalnej przydatnosci w
projektowaniu nowych lekow przeciwwirusowych. Autor dyskutuje wiele aspektéw takiego podejscia,
a takze wazny problem potencjalnej toksycznosci HTAs dla organizmu (tzw. toksycznos¢ zalezna od
celu, ang. on-target toxicity), czyli dziatan niepozadanych leku, ktore wynikaja z jego mechanizmu
dziatania, ktora jest glownym problemem podczas projektowania nowych HTAs.

Doktorant dyskutuje kwestie trudnosci w znalezieniu takich czynnikow komorkowych, ktore
bylyby niezbedne dla cyklu replikacyjnego wirusa, ale jednoczesnie zahamowanie ich aktywnosci nie
wplywaloby negatywnie na metabolizm komodrek gospodarza. Tego typu czasteczkami moga by¢
przezbtonowe proteazy serynowe, jak TMPRSS2. Badania wykazaly, ze strategia oparta o TMPRSS2
specyficzne ASO hamuje aktywno$¢ proteazy, a takze hamuje jej synteze. Jest to zatem strategia
niezwykle skuteczna, przy minimalnych skutkach ubocznych dla organizmu.

Dyskusje konczy bardzo obrazowe i pomystowe podsumowanie cyklu trzech publikacji
sktadajacych si¢ na rozprawe. Po dyskusji Autor umiescit jednostronicowy rozdzial przedstawiajacy
najwazniejsze wnioski ptynace z pracy, ciekawie podsumowujace Jej zawartos¢. Szkoda jednak, ze w
czesci opisowej rozprawy nie znalazt sie osobny rozdzial zbierajacy i omawiajacy materiaty i metody
wykorzystywane w jej powstaniu. Oczywiscie sa one obecne w reprintach publikacji, jednak ich
omowienie znacznie wzbogaciloby te czes$¢ rozprawy.

Na kolejnych 4 stronach Kandydat umiescit wyczerpujacy Wykaz skrotéow, wyjasniajacy
najpewniej wszystkie skroty uzywane w pracy.

W  rozdziale Bibliografia na 16 stronach umieszczonych jest 170 przypisow,
przedstawiajacych bogata literature przedmiotu — sa to referencje niezwykle aktualne, bardzo wiele z
cytowanych pozycji zostato opublikowanych w ostatnich kilku latach.
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W kolejnym rozdziale Autor zamiescit oswiadczenia okreslajagce wklad w powstanie prac
naukowych wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. Sa to dwa o$wiadczenia - o$§wiadczenie
Kandydata oraz o§wiadczenie autora korespondencyjnego dr. Pawla Zmory. Kazde z o§wiadczen
odnosi si¢ do wszystkich trzech publikacji wchodzacych w sklad rozprawy. Autorem
korespondencyjnym kazdej z tych prac byl promotor pomocniczy dr Pawel Zmora. Brak jest
oswiadczen pozostatych wspotautorow prac na temat ich wkladu, jednak oswiadczenie Doktoranta
oraz autora korespondencyjnego sg wystarczajace zeby oceni¢ wklad Doktoranta.

Dodatkowym oswiadczeniem, ktore zalaczyt Autor, jest ,,O$wiadczenie dotyczace
wykorzystania narzedzi generatywnej sztucznej inteligencji”. W tresci tego oSwiadczenia Autor
przyznaje, iz korzystat z narzedzi SI na etapie opracowywania pracy w sposob pomocniczy, w celu
korekty jezykowej, stylistycznej i edytorskiej wybranych fragmentéw tekstu oraz wsparcia w
porzadkowaniu i ujednolicaniu tresci przegladowych, w tym w zakresie zachowania spdjnosci
terminologicznej i klarownosci wypowiedzi. Jako Recenzent przyjmuje te deklaracje, a takze
zapewnienie o oryginalnosci wszelkich tresci merytorycznych zawartych w pracy, niemniej jednak nie
jestem przekonany, czy tego typu narzedzia powinny by¢ wykorzystywane w przygotowaniu
dysertacji naukowych, szczegolnie z tego powodu, ze moga by¢ zrdédlem wielu bledéw, trudnych do
wychwycenia.

W tym miejscu zebralem pewne kwestie merytoryczne i pytania dotyczace pracy, o
ktorych wyjasnienie chcialbym prosié:

1. W kazdej z prac stanowiagcych rozprawe doktorska wykorzystywano hodowle linii
komoérkowych, np. Caco-2 czy MDCK. Chcialbym zapyta¢ jaki byl klucz wyboru
poszczegolnych linii do badan?

2. W pracy 1 i 3 wykorzystano pseudotypy VSV zawierajace biatka S SARS-CoV-1 i SARS-
CoV-2. Chciatbym zapyta¢ dlaczego wykorzystano VSV jako platforme¢ do badan? Czy nie
rozwazano innej platformy?

3. W pracy uzywane sa koniugaty molekularne zwigzkow, ktore zostaly juz scharakteryzowane i
dopuszczone do obrotu, celujace w biatka wirusa. Wobec bardzo obiecujacych wynikow
badan chciatbym zapyta¢ o dalsze kroki w ich ewentualnym wykorzystaniu. Jaki jest ich
potencjat w badaniach klinicznych?

4. Jak wyglada sytuacja prawna uzyskanych koniugatow CBD-NLPZ? Czy takie koniugaty z
definicji staja si¢ nowymi ukladami ktéore musza przejs¢ pelng rejestracje w razie
zatwierdzenia?

5. Moment podania leku przeciwwirusowego wplywa na jego skutecznosé¢ — w przypadku lekdéw
przeciwgrypowych jest to poczatek infekcji, jednak czesto interwencja lekarska jest
spézniona, co ogranicza skutecznos¢ leku (np. oseltamiwir). Najbardziej obiecujacymi
uktadami przeciwwirusowymi sposrdd badanych w pracy sa TMPRSS2-specyficzne ASO.
Czy czasteczki te moglyby poprawi¢ skuteczno$é leku zwiazana réwniez z czasem ich
podania pacjentowi, gdyby zostaly podane na pozniejszym etapie infekcji?
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Dysertacja doktorska Pana mgr inz. Rafala Nowaka napisana jest prawidlowo, merytorycznie
wnikliwie i dobrze si¢ ja czyta. Zawiera dopracowane rysunki i przejrzyste tabele. Z obowigzku
recenzenta chcialbym zwroci¢é uwage na kilka kwestii zwigzanych z przedstawionymi rycinami,
tabelami oraz spisem literatury:

— Tabele w pracy — opisy do tabel powinny znajdowa¢ si¢ nad tabelami w postaci nagldwkow, a
nie pod nimi.

— str. 18 — jest: ,,Zjadliwo$¢ wirusa rozumiana jako miara zdolnosci wirusa do zakazania i
wywolywania choroby...” - Szkoda, ze podana definicja nie zostata poparta cytowaniem
literaturowym.

— str. 25 —Rycina 1 — bardzo dobry schemat przedstawiajacy cykle replikacyjne wiruséw SARS-
CoV-2 i wirusa grypy typu A. Szkoda jednak, ze legenda do ryciny nie zawiera poszerzonego
opisu proceséw uwidocznionych na schemacie. Zwyczajowo ryciny powinna cechowaé
samoobjasnialnos¢, ktorej w tym przypadku zabraklo.

— str. 27 — Rycina 2 — Schemat wnikania wiruséw do komorki —uwaga j.w.

— str. 29 - Rycina 3; str. 32, Ryc. 5 — nazewnictwo na rysunku powinno zosta¢ przettumaczone
na jezyk polski, jesli cala praca jest w jezyku polskim,

— Bibliografia, pozycja 31 ,,Zahorski, T., & Zendran, 1. (2018). Zloty wiek grypy. Krotka
historia pandemii.” — brakuje informacji czy jest to ksigzka czy artykul w czasopi$mie
naukowym.

— str. 24, 26, 28, 31 — cate strony zawierajace wiele réznorodnych informacji szczegdtowych,
jednak wszystkie cytowania zebrane sa na koncu strony, a wedtug Recenzenta lepiej gdyby
kazda z informacji byta cytowana bezposrednio po jej podaniu.

— str. 41 — Rozdziat 46 zawiera opis budowy hemaglutyniny (HA) wirusa grypy typu A (IAV),
jednak brak jakiegokolwiek schematu jg przedstawiajacego, ktory bardzo by si¢ przydal. Na
przyktad na str. 42 Autor pisze ,,Dodatkowo domena ta taczy pozostate domeny.” — trudno
jednak zrozumie¢, o ktéra doktadnie domene chodzi.

— Bibliografia, pozycja 47 ,,Gozdzicka-Jozefiak A, Barylski J, Broniarczyk J, Durzynska J,
Musidlak O, Nawrot R, et al. Wirusologia. Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN; 2019”
— nieprawidtowo skonstruowane cytowanie podrecznika. Powinno by¢: ,,Gozdzicka-Jozefiak
A. (red.) 2019. Wirusologia. Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN” i ewentualnie
cytowanie konkretnego rozdzialu wraz z jego autorami.

Doktorant nie ustrzegl si¢ niestety w pracy innych drobnych bledow — jezykowych,
stylistycznych 1 interpunkcyjnych. Ponizej zamieszczam przyklady, aby zwroci¢ uwage na mozliwe
uniknigcie tego typu btedow w przyszlosci:

— str. 10 —jest: ,,Haemophilus influenza”, ,,Klebsiella pneumonie”, powinno by¢: ,.Haemophilus
influenzae”, ,,Klebsiella pneumoniae”,

— str. 18 — jest: ,,podtyp H7N9 pojawit w Chinach w 2013 roku”, powinno by¢: ,,podtyp H7N9
pojawil si¢ w Chinach w 2013 roku”,

— str. 19 —jest: ,,wartosci HI czesto wynosita”, powinno by¢: ,,wartos¢ HI czesto wynosita”,

— str. 19 — jest: ,,po pandemii COVID-19 linia B/Yamagata wymarfa”, powinno by¢ np.: ,,po
pandemii COVID-19 linia B/Yamagata zostata wyeliminowana”,

— str. 24 — jest: ,,zasializowany” jako tlumaczenie angielskiego ,,sialylated” — lepiej brzmialoby
»sializowany”,



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM Zaklad Wirusologii Molekularnej

— str. 26 — jest: ,,ich RNA jest transportowane” — powinno by¢: ,,ich RNA jest transportowany”
(kwas rybonukleinowy — rodzaj meski),

— str. 29, legenda do Ryc. 3 — jest: ,,Schemat fuzji membrany wirusa grypy typu A” — stowo
»,membrana” powinno by¢ zastgpione otoczka lub ostonka wirusowa,

— str. 32, legenda do Ryc. 5 —jest: ,,Schemat fuzji membrany wirusowej SARS-CoV-2" — uwaga
jw.,

— str. 32 — jest: ,RNA wirusowe jest transportowane” — powinno by¢: ,,RNA wirusowy jest
transportowany”, j.w.,

— str. 33 —jest: ,,Wirusowe mRNA umozliwia nastgpnie...” — powinno by¢: ,,Wirusowy mRNA
umozliwia nastepnie...”,

— str. 38 — fragment tekstu: .,...kompleksow VRNP Segment 6 koduje informacje na temat
budowy glikoproteiny neuroaminidazy Segment 7 koduje biatko M1,...” nie zawiera kropek w
miejscach, gdzie koncza si¢ zdania,

— str. 39 —jest: ,,Czasteczke wirusa buduja...” — powinno by¢: ,,Czastke wirusa buduja...”,

— str. 41 —jest: ,,zamiast kwasu salowego” — powinno by¢: ,,zamiast kwasu sialowego”,

— str. 42 — jest: ,,struktury B i a polaczone sg polaczone sa...” — powinno by¢: ,,struktury B i a
polaczone s3...”

— str. 44 —jest: ,,biatka kolca SARC-CoV-1" — powinno by¢: ,bialka kolca SARS-CoV-17,

— str. 44 — jest: ,,...w postaci homotrimeru, zbudowanym z...” — powinno by¢: ,,...w postaci
homotrimeru, zbudowanego z...”,

— str. 45 — jest: ,,Wewnatrz wirionu wystepuje jeszcze odcinek uczestniczacy w procesach
wewnatrz wirionu...” — powinno by¢ np. ,,W wirionie wystepuje jeszcze odcinek
uczestniczacy w procesach wewnatrz wirionu...”,

— str. 45 — jest: ,,Biatko kolca jest silnie glikolizowane...” — powinno by¢: ,,Biatko kolca jest
silnie glikozylowane...”,

— str. 52 —jest: ,,...wigzaniami Wastson-Crick.” — powinno by¢: ,,...wigzaniami Watson-Crick.”,

— str. 52 — jest: ,,...obnizenie ekspresji biatka docelowego” — powinno by¢ np.: ,,obnizenie
ekspresji genu docelowego”,

— str. 65 —jest: ,,Prawdopodobna role w oddziatywaniu koniugatu 5 oraz receptora ACE-2 moze

by¢ zaangazowany receptor EGFR...” — powinno by¢ np.: ,,W oddziatywaniu koniugatu 5
oraz receptora ACE-2 moze by¢ prawdopodobnie zaangazowany receptor EGFR...”,
— Str. 67 —jest: ,,na czasteczke wirusa...” - powinno by¢: ,,na czastke wirusa...”,

— Str. 71 — jest: ,,wplyw HTAs na organizmsg bardziej...” — powinno by¢: ,,wptyw HTAs na
organizm sg bardziej...”.
W tym miejscu chcialbym jeszcze zauwazyé, iz wartosci IFa03 / IFa4 czasopism
wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej zweryfikowane w bazie Thomson Reuters JCR, na dzien
13.11.2025 r., r6znia si¢ od tych podanych w wykazie (str. 4) przez Autora.

Przedstawione powyzej krytyczne uwagi i spostrzezenia nie wplywaja na koncowa
wysoka ocene pracy. Przedstawiona praca doktorska swiadczy o tym, ze Pan mgr inz. Rafal Nowak
sprawnie porusza si¢ w wykorzystaniu szerokiej gamy technik wirusologii, biologii molekularne;j,
hodowli komoérkowych, bioinformatycznych, a takze posiada wiedzg i umiejetnos¢ samodzielnego
planowania i krytycznej analizy wynikoéw badan, co jest $wietnym prognostykiem dla dalszej pracy
naukowej. Swiadczy o tym takze bogaty dorobek niewchodzacy w sklad rozprawy doktorskiej (wykaz
str. 5), gdzie Kandydat jest drugim Autorem w az szesciu pracach oryginalnych w czasopismach
recenzowanych, opublikowanych w latach 2021-2025.
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Podsumowujgc, praca doktorska Pana mgr. inz. Rafala Nowaka przedstawia
nowatorskie i innowacyjne badania dotyczace mozliwosci rozwoju nowej galezi lekéw
przeciwwirusowych nakierowanych na bialka komoérki gospodarza (HTAs). Najwazniejszym
osiagnieciem pracy jest wykazanie, ze ASO charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoscig biologiczng
w porownaniu z inhibitorami oddziatujacymi na biatko kolca, natomiast najnizsza skutecznoscia
wykazaly si¢ zwiazki erlotynibu. Bardzo duza zaleta ASO jest takze mozliwos¢ ich szybkiego
projektowania przy wykorzystaniu informacji genomowej wirusa lub sekwencji nukleotydowej
genomu czltowieka. Pozwala to na skrdcenie czasu przygotowania nowego terapeutyku z okresu
kilkuletniego do kilkutygodniowego, podobnie jak w przypadku technologii mRNA wykorzystywanej
coraz czesciej w produkcji szczepionek. Dodatkowo mozliwe jest polaczenie strategii nakierowanych
na komorki gospodarza z innymi lekami przeciwwirusowymi, dzigki czemu powstaje efekt synergii
przynoszacy najlepsze efekty w walce z wirusami, zmniejszajac jednoczesnie prawdopodobienstwo
powstania opornosci na oba leki. Wiedza ta ma ogromne znaczenie dla naszego przygotowania przed
kolejnymi pandemiami wiruséw uktadu oddechowego i nie tylko. Dlatego biorgc pod uwage duzg
warto$¢ poznawcza przedstawionych wynikéw i mozliwo$¢ ich praktycznego wykorzystania
uwazam, iz praca doktorska mgr inz. Rafala Nowaka zasluguje na wyrdznienie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w
Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025
r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz.
Rafala Nowaka do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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