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Recenzja w postepowaniu w sprawie nadania dr. Grzegorzowi Janowi Grabe stopnia doktora
habilitowanego w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia

Recenzje te przygotowatam w odpowiedzi na zawiadomienie Rady Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego, ktdra powotfata mnie na recenzenta komisji habilitacyjnej w tym
postepowaniu. Dokumentacja przedstawiona przez kandydata jest bardzo dobrze przygotowana, w
zwigzku z tym mozna ocenic jego dorobek i osiggniecia habilitacyjne.

Informacje podstawowe i sylwetka habilitanta

Doktor Grzegorz Jan Grabe ukonczyt studia licencjackie (2007) i magisterskie (2010) na kierunku
biotechnologia na Miedzyuczelnianym Woydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Nastepnie przeniost sie na Imperial College London, gdzie w
2011 roku uzyskat kolejny stopien magistra na kierunku Molekularne i Komdérkowe Podstawy Infekcji.
W lutym 2016 roku, doktor Grzegorz Jan Grabe uzyskat stopiern doktora nauk medycznych nadany
przez Imperial College London, The Council of the Imperial College of Science, Technology and
Medicine w Wielkiej Brytanii. Promotorem w przewodzie doktorskim byt prof. David Holden. Po
uzyskaniu doktoratu dr Grabe odbyt dwa trzyletnie staze podoktorskie: pierwszy w Imperial College
London, a drugi w Harvard Medical School w USA - oba w grupie badawczej prof. Sophie Helaine. Od
roku 2023 dr Grabe pracuje jako adiunkt na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, realizujac jako kierownik granty
Narodowego Centrum Nauki oraz EMBO Installation Grant.

Ocena osiggniecia naukowego przedstawionego w formie cyklu publikacji
Osiggnieciem naukowym dra Grabe bedgcym podstawg ubiegania sie przez niego o nadanie stopnia
doktora habilitowanego jest cykl artykutow zatytutowany "Molekularne mechanizmy regulacji
bakteryjnych systemdw toksyna-antytoksyna w Salmonella". Osiggniecie to dotyczy badan habilitanta
nad systemami toksyna-antytoksyna (TA) u bakterii Salmonella enterica. Bakteryjne systemy TA to
moduty genetyczne, ktére kodujg dwa antagonistyczne komponenty: stabilng toksyne zaktécajaca
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kluczowe procesy komdrkowe oraz labilng antytoksyne neutralizujgca jej dziatanie. Systemy TA s3
wykorzystywane przez bakterie jako odpowiedz na stres. Najlepiej scharakteryzowane sg systemy TA
typu ll, w ktérych zaréwno toksyna, jak i antytoksyna sg biatkami. Mechanizm neutralizacji toksyny
przez antytoksyne opiera sie na ich bezposrednim oddziatywaniu, w wyniku ktérego antytoksyna
wigze toksyne, tworzac stabilny, nieaktywny kompleks. Habilitant zajmowat sie badaniem
mechanizmdw oddziatywania i neutralizacji toksyn w systemach TA u Salmonella enterica. Co waine,
niektére systemy TA majg udziat w tworzeniu komadrek przetrwatych, ktére wykazuja tolerancje na
antybiotyki. Komorki bakterii przetrwatych (tzw. persister cells) mogg by¢ odpowiedzialne za
nawracajgce infekcje. Sg to komorki, ktére wchodzg w stan zahamowania wzrostu ("uspienia") i
wykazujg tolerancje na antybiotyki podczas terapii. W zwigzku z tym po zakornczeniu terapii mogg sie
odrodzi¢ i ponownie wywotaé infekcje, stanowigc prawdopodobng przyczyne nawrotdw inwazyjnej
salmonellozy. Zakazenia bakterig Salmonella leczone sg cefalosporynami, jednak inwazyjne szczepy,
zwilaszcza w Afryce, nabierajg opornosci na te antybiotyki. Celem badan przedstawionych w
osiggnieciu habilitacyjnym byto wyjasnienie molekularnych mechanizmdéw neutralizacji toksyn i
regulacji transkrypcji systeméw TA acetyltransferazowych (tacAT1-3) u Salmonella, w kontekscie
zrozumienia mechanizmow lezgcych u podstaw nawrotéw infekgji.

W skfad osiggniecia wchodzg trzy oryginalne artykuty naukowe opublikowane w bardzo dobrych
anglojezycznych czasopismach naukowych - Nature Communications (wspotczynnik oddziatywania w
roku publikacji IF = 14,7, 200 pkt. MNiSZW), Nature Chemical Biology (IF = 13, 200 pkt.) i Nature
Structural & Molecular Biology (IF = 12,5, 200 pkt.). Prace te sg pracami wieloautorskimi i pochodzg z
lat 2018-2024. Oceniam to osiggniecie jako spdjne tematycznie i dobrze wybrane jako osiggniecie
habilitacyjne.

Pierwsza z prac wchodzacych w sktad cyklu zatytutowana "Activity of acetyltransferase toxins
involved in Salmonella persister formation during macrophage infection", zostata opublikowana w
roku 2018 w Nature Communications (Julian A. Rycroft, Bridget Gollan, Grzegorz J. Grabe, Alexander
Hall, Angela M. Cheverton, Gerald Larrouy-Maumus, Stephen A. Hare & Sophie Helaine, Nat.
Commun., 9:1993, 2018). W tej pracy habilitant wystepuje na liscie wspdtautorow jako trzeci.

Autorzy zbadali kliniczne izolaty Salmonella ze szpitala w Malawi i wykazali wzrost frakcji komorek
przetrwatych po fagocytozie przez ludzkie makrofagi. Badania dotyczyly trzech toksyn
acetyltransferazowych (TacT, TacT2 i TacT3) nalezgcych do chromosomalnych systemow TA typu Il

Artykut dotyczy mechanizméw powstawania komérek przetrwatych u Salmonella enterica serowaréw
Typhimurium i Enteritidis podczas infekcji ludzkich makrofagéw. Autorzy zbadali kliniczne izolaty
inwazyjne obu serowarow pobrane od pacjentdow ze szpitala w Malawi i wykazali, ze wszystkie
badane szczepy po fagocytozie przez ludzkie makrofagi zwiekszaja okoto 1000-krotnie odsetek
komoérek przetrwatych. Gtéwnym nowatorskim osiggnieciem tej pracy byta identyfikacja i
charakterystyka strukturalna oraz funkcjonalna trzech toksyn acetyltransferazowych — TacT, TacT2 i
TacT3 — nalezgcych do chromosomalnych systemow TA typu Il. Autorzy wykazali, ze wszystkie trzy
toksyny hamujg translacje poprzez acetylacje aminoacylo-tRNA, co blokuje synteze biatek, prowadzac
do stanu persystencji. Dr Grabe wyznaczyt rowniez strukture krystalograficzng toksyny TacT3 z
rozdzielczoécia 1,5 A. Wyniki te dostarczyty nowych, molekularnych podstaw do zrozumienia
mechanizmdw tolerancji antybiotykowej Salmonella podczas infekcji wewngatrzkomadrkowej i moga



miec znaczenie dla opracowania strategii zapobiegania nawrotom inwazyjnej salmonellozy. Ponadto
habilitant zidentyfikowat molekularny mechanizm neutralizacji toksyn acetyltransferazowych przez
odpowiednie antytoksyny.

Dr Grabe wskazat w zatgczonych oswiadczeniach, ze w ramach badan przedstawionych w tej
publikacji otrzymat konstrukty potrzebne do oczyszczania biatek, oczyscit biatka do doswiadczen
biochemicznych i strukturalnych, wyznaczyt strukture toksyny TacT3, przeprowadzit i przeanalizowat
eksperyment SEC-MALS dla toksyny TacT3, przygotowat czes$¢ rysunkow i tabel, uczestniczyt w
projektowaniu doswiadczen oraz wspoéttworzyt manuskrypt.

Druga praca z cyklu zatytutowana "Auxiliary interfaces support the evolution of specific toxin-
antitoxin pairing" zostata opublikowana w roku 2021 w Nature Chemical Biology (Grabe G.J., Giorgio
R.T., Hall A.M.J., Morgan R.M.L., Dubois L., Sisley T.A., Rycroft J.A., Hare S.A., Helaine S., 17:1296—
1304, 2021). W tej publikacji Dr Grabe wystepuje jako pierwszy autor.

Praca dotyczy charakterystyki specyficznych oddziatywan trzech paralogicznych systemoéow TA
(TacAT1, TacAT2 i TacAT3) u Salmonella enterica serowar Typhimurium. Systemy TA typu Il kodujg
toksyny hamujgce procesy komdrkowe oraz antytoksyny, ktdre je neutralizujg poprzez bezposrednie
oddziatywanie i tworzenie stabilnego kompleksu. Jezeli w genomie obecnych jest kilka paralogicznych
kopii takich systemow TA, kluczowe jest, aby kazda antytoksyna neutralizowata wytgcznie
odpowiadajgca jej toksyne, poniewaz krzyzowe oddziatywanie mogtoby by¢ szkodliwe dla komorki.
Aby okresli¢ mechanizmy oddziatywania toksyna-antytoksyna, autorzy rozwigzali struktury
krystaliczne wszystkich trzech kompleksow TacAT oraz zbadali ich mechanizmy i specyficznosé
oddziatywania. Gtéwnym nowatorskim wynikiem tej pracy bylo odkrycie, Zze specyficznosc
oddziatywania toksyna—antytoksyna wynika z dodatkowej helisy a4 toksyny, ktéra rdzni sie dtugoscia
pomiedzy trzema paralogami. Kluczowym odkryciem byfa identyfikacja dodatkowych powierzchni
oddziatywan miedzy toksyng a antytoksyng. Autorzy wykazali doswiadczalnie, ze te dodatkowe
powierzchnie oddziatywania stajg sie niezbedne do neutralizacji toksyny, gdy gtéwna powierzchnia
oddziatywania jest niedopasowana. Ponadto wykazali, ze antytoksyny wykazujg elastycznosc
konformacyjng — region C-koricowy TacA przyjmuje rdzne struktury drugorzedowe w zaleznosci od
sposobu oddziatywania z toksyng, co umozliwia formowanie réznych kompleksow.

W ramach tej pracy Dr Grabe uzyskat konstrukty do ekspresji gendéw toksyn i antytoksyn
wykorzystane do ich oczyszczania, oczyscit wszystkie biatka uzyte w pracy, skrystalizowat oraz okreslit
struktury krystaliczne wszystkich kompleksow toksyna-antytoksyna: TacA3ND-TacT3, TacA1ND-TacT1
oraz TacA2-TacT2, przeprowadzit eksperymenty pull-down biatek oraz SEC-MALS oraz przeprowadzit
analizy bioinformatyczne. Ponadto, wspdlnie z kierowniczkg grupy badawczej napisat artykut,
przygotowat wszystkie rysunki i tabele oraz odpowiadat na uwagi recenzentow.

Trzecia praca wiaczona do osiggniecia habilitacyjnego, zatytutowana Molecular Stripping Underpins
Derepression of a Toxin-Antitoxin System, zostata opublikowana w roku 2024 w Nature Structural &
Molecular Biology (Grabe G.J.*, Giorgio R., Wieczér M., Gollan B., Sargen M., Orozco M., Hare S.,
Helaine S.*). Dr Grabe wystepuje w tej publikacji jako pierwszy i korespondencyjny autor (wspdlnie z
kierowniczka grupy badawczej w Harvard Medical School, w ktdrej to grupie powstata ta praca).



Osiggniecie to dotyczy mechanizméw regulacji transkrypcji systemu tacAT3 u Salmonella enterica.
Systemy TA typu Il autoregulujg swojg transkrypcje w sposdb zalezny od stosunku stezen toksyny do
antytoksyny. Molekularne podstawy tego procesu, a w szczegélnosci mechanizm, w jaki nadmiar
toksyny prowadzi do uwolnienia kompleksu represorowego z DNA, pozostawaty nieznane. Gtdwnym
celem badan byto wiec wyjasnienie, jak system TA tacAT3 reguluje swojg transkrypcje. Autorzy,
taczac techniki doswiadczalne, w tym krystalografie rentgenowska z technikami obliczeniowymi,
zidentyfikowali kluczowe elementy biatek i sekwencje DNA niezbedne do kontroli transkrypcji
operonu tacAT3 oraz odtworzyli petny cykl represji—derepresji tego promotora.

Gtéwnym nowatorskim osiggnieciem tej pracy byto odkrycie i strukturalna charakterystyka
mechanizmu molekularnego odrywania (ang. molecular stripping) kompleksu represorowego od DNA
operatora. Autorzy wykazali, ze przy niskim stosunku T:A, kompleks heksameryczny TacA3-TacT3
silnie wigze operator, angazujgc zaréwno duzy, jak i maty rowek DNA. Przy wzroscie stosunku T:A,
nadmiarowa toksyna TacT3 prowadzi do powstania oktamerycznego kompleksu (4A:4T) zwigzanego z
operatorem, ktdrego strukture krystaliczng autorzy rozwigzali. Przejscie z heksameru do oktameru
wywotuje kaskade zmian oddziatywan powierzchni biatko—biatko, utrate kontaktéw z matym rowkiem
DNA, zmiane utozenia dimeréw antytoksyny oraz zgiecie helisy DNA, co ostatecznie prowadzi do
oderwania kompleksu represorowego od operatora i derepresji transkrypcji. Wyniki te stanowig
pierwszy strukturalny opis stanu przejSciowego represor—-DNA prowadzgcego do derepresji w
systemach TA.

W autoreferacie habilitant wskazat, ze jego rola w tej pracy obejmowata stworzenie konstruktéw do
ekspresji biatek, oczyszczenie biatek, koordynowanie wspoétpracy z grupg badawczg w Barcelonie,
przeprowadzenie testow aktywnosci promotoréw operonu TA, krystalizacje i wyznaczenie struktur,
przygotowanie rysunkdw i tabel, napisanie artykutu wspdlnie z ostatnig autorkg oraz przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

Osiggniecie habilitanta przedstawione w tym cyklu publikacji oceniam bardzo wysoko, a wktad dra
Grabe byt istotny i dominujgcy dla powstania tego osiggniecia.

Whkiad habilitanta w prace zbiorowe

Dr Grabe doktadnie okreslit swdj udziat w przygotowanie osiggniecia habilitacyjnego, wymieniajgc
zadania, ktore realizowat w ramach kazdej publikacji. Zatgczyt rowniez oswiadczenia wiekszosci
wspotautoréw trzech prac, w szczegdlnosci tych, ktérych wktad mogt by¢ istotny z punktu widzenia
dokumentacji habilitacyjnej. Nie ma na przyktad oswiadczenia o wktadzie od prof. Modesto Orozco z
Barcelony, jednak jego ewentualny wktad w publikacje dotyczyt symulacji i czesci obliczeniowej, a nie
doswiadczalnej, wiec brak tego oswiadczenia nie wptywa na ocene wktadu habilitanta. Habilitant
zatgczyt zatem wszystkie istotne oswiadczenia niezbedne do oceny jego wktadu. Wktad habilitanta w
prace wieloautorskie mozna wyodrebni¢ w sposdb jednoznaczny. Oceniam, ze wktad ten spetnia
wszystkie wymagania stawiane indywidualnemu osiggnieciu habilitacyjnemu.

Aktywnos¢ naukowa w wiecej niz jednej uczelni
Dr Grabe wykazywat aktywno$¢ naukowag w wielu osrodkach naukowo-badawczych, zaréwno w
Polsce, jak i za granicg. Prace licencjacky i magisterska zrealizowat na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Po uzyskaniu



licencjatu odbyt rowniez kilka stazy badawczych - w Holandii i w USA. Nastepnie uzyskat drugi tytut
magistera i realizowat projekt doktorski oraz pierwszy staz podoktorski w Imperial College w
Londynie. Studia magisterskie podjat dzieki stypendium Wellcome Trust. Drugi staz podoktorski
zrealizowat w Harvard Medical School w USA. Praca w tych jednostkach zaowocowata bardzo
dobrymi publikacjami, ktére stanowig podstawg przedstawionego osiggniecia habilitacyjnego. Od
roku 2023, dr Grabe pracuje w Polsce na uczelni macierzystej. Habilitant ma zatem bogate i
ponadprzecietne doswiadczenie miedzynarodowe.

Inne osiagniecia naukowe po uzyskaniu stopnia doktora
Dr Grabe brat udziat takze w badaniach wykraczajgcych poza tematyke przedstawiong w cyklu
publikacji stanowigcym osiggniecie habilitacyjne. Habilitant wspdtpracowat z grupg dr Anny Barnard z
Imperial College London nad bakteryjnym systemem TA typu Il (innym niz tacAT) i badat jego
regulacje przy uzyciu peptydéw. Wspodtpraca ta zaowocowata dwiema publikacjami w ACS Chemical
Biology. W ramach kolejnej wspotpracy z grupg badawczg w Bostonie uczestniczyt w
opracowaniu bakteryjnego systemu komodrkowego do badania oddziatywan biatko—biatko wirusa
SARS-CoV-2. Podejscie to umozliwito badanie oddziatywan miedzy biatkami SARS-CoV-2 w systemie
prokariotycznym, bez koniecznosci pracy z zywym wirusem czy hodowlami komadrek eukariotycznych.

Ogdlna ocena dorobku habilitanta
Habilitant jest niewatpliwie ekspertem w dziedzinie biologii strukturalnej, a w szczegdlnosci
krystalografii rentgenowskiej biatek oraz w okreslaniu struktur komplekséw toksyna-antytoksyna.

Obecnie realizuje trzy granty badawcze jako kierownik - Polonez BIS, NCN OPUS oraz EMBO
Installation Grant. Ostatni z tych grantéw przeznaczony jest na utworzenie nowej grupy badawcze;j.
Oznacza to, ze prowadzone badania sg aktualne, a ich jakos$¢ zostata doceniona przez recenzentéw
oceniajgcych wnioski grantowe. Liczba kierowanych grantdw jest ponadprzecietna, jak na osobe
ubiegajgcg sie o habilitacje. Habilitant kieruje juz zespotem; w ramach otrzymanych grantéw
zatrudnia dwodch post-docéw, jednego doktoranta oraz jednego asystenta. Nawigzuje réwniez
wspotprace naukowg z innymi grupami badawczymi, w tym grupami z Francji, z IBB PAN oraz z firmg
biotechnologiczna.

Ze wzgledu na staze podoktorskie za granicg, habilitant nie ma typowego doswiadczenia
dydaktycznego w formie prowadzenia zajeé, ¢wiczen czy wyktadéw dla studentow. Natomiast w
czasie stazy podoktorskich opiekowat sie dziesiecioma studentami w ramach prac magisterskich lub
praktyk doktoranckich. Uczestniczyt takze w kilku wydarzeniach popularyzujgcych nauke.

W momencie przygotowania dokumentacji catkowity dorobek habilitanta obejmowat 20 artykutéw w
czasopismach recenzowanych, indeksowanych w bazie Journal Citation Reports (w tym 4
opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych). W szczegdlnosci prace
opublikowane po doktoracie ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach naukowych, o wysokim
wspotczynniku oddziatywania i liczbie punktdw ministerialnych 140 i 200. Prace te sg bardzo dobrze
cytowane - ponad 1300 cytowan wedtug bazy Google Scholar. Jestem nieco zdziwiona, ze tylko w
trzech pracach dr Grabe wystepuje jako pierwszy autor. W zadnej nie jest ostatnim autorem, jednak
prace takie zapewne sie pojawig ze wzgledu na kierowanie wtasng grupg badawcza i grantami.



Dr Grabe uczestniczyt w 16 miedzynarodowych konferencjach naukowych i na 9 z nich wygtosit
prezentacje ustne. Odbyt rdwniez pie¢ krdtkoterminowych stazy badawczych w réznych osrodkach za
granicg. W latach 2010-2019 byt wykonawcag w trzech grantach, a od roku 2023 zapewnia wfasne
finansowanie badan. Zrecenzowat sze$¢ manuskryptéow naukowych - ta dziatalno$¢ mogtaby byc
szersza.

Spodziewatam sie w autoreferacie szerszego opisu planéw badawczych na kolejne lata, zwtaszcza ze
po habilitacji kandydat formalnie uzyskuje samodzielno$s¢ naukowa. Z autoreferatu wynika, ze
habilitant rozszerza badania toksyna-antytoksyna u Salmonella, natomiast nie zostata wyraznie
podkreslona jego niezalezno$¢ naukowa wyrazajgca sie w podjeciu innej tematyki badawczej niz
realizowana podczas stazy doktorskich. Jego obecne granty wydajg sie by¢ kontynuacja
dotychczasowych badan.

Whiosek koncowy
Przedstawione mi do oceny osiggniecie naukowe dra Grabe, bedgce cyklem trzech publikacji, spetnia
wymagania formalne i zwyczajowe stawiane kandydatom do uzyskania stopnia naukowego doktora
habilitowanego. Wyniki badan stanowig oryginalne osiggniecie, w ktdrym dr Grzegorz Jan Grabe
odegrat kluczowa role oraz wnidst istotny wktad merytoryczny i praktyczny, zwtaszcza w zakresie
biologii strukturalnej oraz zrozumienia mechanizméw oddziatywania toksyna-antytoksyna u
Salmonella.

Stwierdzam, Zze osiggniecia naukowe dra Grzegorza Grabe spetniajg w petni, a nawet przewyziszaja,
wymagania stawiane kandydatom do uzyskania stopnia doktora habilitowanego. Uwazam, ze dr
Grzegorz Grabe spetnia warunki ustawowe wymagane do nadania stopnia doktora habilitowanego w
dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia. Przedstawiony i opisany w
dokumentacji habilitacyjnej cykl publikacji jest spdjny tematycznie, a osiggniecia w nim zawarte
stanowig znaczny wktad w rozwdj tej dyscypliny. Stwierdzam, Ze osiggniecia naukowe doktora
Grzegorza Grabe spetniajg wymagania okreslone w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku "Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdin. zm.), a moja ocena
jego osiggniec¢ jest wybitnie pozytywna. Ponadto, uwazam, ze wniosek habilitacyjny dra Grabe
zastuguje na odpowiednie wyrdznienie.
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