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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Borkowskiej pod tytuiem
“0Oddzialywanie pomiedzy peptydem fuzyjnym a domena transbionowa
hemaglutyniny” zrealizowanej w Pracowni Biofizyki Komorki
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
pod kierunkiem Promotora dr. hab. Remigiusza Worcha

Hemaglutynina (HA) jest gtdwnym antygenem powierzchniowym wirusa grypy, ktory
wigze sie z receptorami umozliwiajac bezposrednie interakcje wirusa z btong komorkowa,
co w dalszej kolejnosci zapoczatkowuje endocytoze. W endosomie, wskutek zakwaszenia
srodowiska, dochodzi do zmian konformacyjnych HA i fuzji bltony endosomalnej z otoczka
wirusa. To wtasnie ostatni z wymienionych proceséw jest kluczowy dla skutecznej infekcji,
dlatego od wielu lat jest on przedmiotem bardzo intensywnych badan. Sitgq napedowg tych
badan jest nie tylko che¢ zrozumienia bardzo interesujacego zjawiska biologicznego, ale
takze préba otwarcia nowych perspektyw terapeutycznych. Dotychczas nie opracowano
zadnej komercyjnie dostepnej strategii terapeutycznej wykorzystujagcej HA jako cel
dziatania lub zapobiegajacej przedostawaniu sie wirusa do komorek gospodarza, co
pozwolitoby na zahamowanie infekcji na jej poczatkowym etapie. W ogromnej mierze jest
to nastepstwem trudnosci technicznych w badaniach bardzo dynamicznego procesu
biologicznego, w ktorym zmiany konformacyjne integralnych biatek btonowych sg
sprzezone czasowo i przestrzennie z gwattownymi zmianami strukturalnymi dwuwarstwy
lipidowej. Chociaz przeglad dostepnej literatury naukowej wskazuje na duzy postep w
poznawaniu waznych szczegdtéw fuzji bton jako wczesnego etapu infekcji, to jednak
zaréwno w przypadku wirusa grypy jak i innych wirusow kompletny obraz catosci tego

procesu wcigz nie zostat uzyskany.

Potrzeba zmiany takiego stanu rzeczy stata sie fundamentem przedstawionej do recenzji
dysertacji naukowej. Jej Autorka podjeta sie nietatwego zadania polegajacego na zbadaniu
funkcjonalnych zaleznosci dwoch fragmentow HA, mianowicie peptydu fuzyjnego (FP) i
domeny przezbtonowej (TMD), ktdre zostaty juz wczesniej zidentyfikowane jako kluczowe
odpowiednio w fuzji bton lipidowych i zakotwiczeniu biatka w dwuwarstwie lipidowej. W
tym celu postuzyta sie zaréwno syntetycznymi peptydami odpowiadajgcymi wspomnianym
fragmentom jak i petnej dtugosci HA w modelowych uktadach btonowych o uproszczonym
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skfadzie lipidowym. Biofizyczne scharakteryzowanie aktywnosci tych biatek i peptydéw w
dwuwarstwach lipidowych byto mozliwe dzieki wlasciwie dobranym technikom
spektroskopii fluorescencyjnej a takze zaawansowanej mikroskopii czasdéw zycia
fluorescencji (FLIM), takze w potaczeniu z fluorescencyjnym rezonansem przeniesienia
energii (FRET-FLIM). Zatozenia i cele pracy sq trafnie sformutowane i wynikajq z faktu, ze
rola TMD w procesie fuzji wymaga dogtebnego oszacowania w perspektywie
niejednoznacznych danych literaturowych. Te ostatnie wskazuja, ze do petnej fuzji otoczki
wirusa z btong endosomalng oprécz FP wymagana jest obecnos¢ TMD, jednak charakter
interakcji FP i TMD pozostaje kwestiq sporng. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze
opisywane w pracy doktorskiej podejscia eksperymentalne pozwalajg na badania
wzajemnych zaleznosci funkcjonalnych pomiedzy FP a TMD, a nie bezposrednich
oddziatywan pomiedzy nimi. Z tego wzgledu tytut pracy oraz niektore frazy w tekscie mogq
by¢ odbierane jako nieco mylace i nieprecyzyjne. Nie obniza to jednak wartosci
merytorycznej catosci, a bardzo dobra orientacja Autorki w tematyce w potaczeniu z
rzetelnoscig naukowg pozwolity uzyskac interesujace i oryginalne wyniki, ktore istotnie
przyczyniajg sie do uzupefnienia obrazu wspomnianych proceséw biologicznych na

poziomie molekularnym.

Doktorantka przedstawita meritum zrealizowanego przez siebie projektu naukowego w
postaci zwieztego opracowania o klasycznym ukifadzie rozprawy doktorskiej. Niemniej,
godnym podkreslenia jest fakt, iz cze$¢ przedstawionych w pracy wynikow zostata juz
opublikowana na famach miedzynarodowego czasopisma naukowego o wysokim
wspoétczynniku oddziatywania IF (Worch, R., Dudek, A., Borkowska, P., & Setny, P.
International Journal of Molecular Sciences, DOI: 10.3390/ijms22105301), chociaz
wiekszo$¢ uzyskanych danych jest w koncowej fazie opracowywania i zostata
opublikowana w formie tzw. preprintu. Te dwie pozycje literaturowe stanowig tylko czesc
dorobku publikacyjnego Doktorantki, ktéry obejmuje jeszcze dwa artykuty w
czasopismach o wysokim lub bardzo wysokim IF oraz artykut popularnonaukowy z 2024
roku, ktéry jest Scisle zwigzany z tematyka pracy doktorskiej.

Rozprawa doktorska przygotowana jest w jezyku polskim, a jej tres¢ obejmujgca niemal
100 stron (nie wliczajac spisu literatury i zatacznikow) zostata podzielona na szesc
gtdbwnych rozdziatdow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Catos¢ opatrzona
jest takze listg skrotow, bibliografig obejmujgcg w sumie az 231 pozycji oraz zatgcznikami
w postaci ryciny, tabeli i spisu osiggnie¢ naukowych Autorki. Tres¢ utozona jest na ogot w
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sposob logiczny i konsekwentny, a kazdy rozdziat stanowi kompletng jednostke. Pierwszy
rozdziat to wstep literaturowy, w ktorym w sposob rzeczowy i stosunkowo zwiezty
przedstawiono nie tylko dotychczas zdeponowang wiedze na temat wirusa grypy i
indukowanej przez niego fuzji bton, ale takze podstawy wybranych metod badawczych
uzywanych do testowania zatozonych w pracy hipotez. Warto podkresli¢, ze wstep jest
przygotowany w sposob przystepny i atrakcyjny, a wrazenie to jest potegowane
odpowiednim doborem rycin. Z drugiej strony, utrzymanie tej czesci dysertacji w
lakonicznej formie skutkuje powstaniem pewnych drobnych luk i niescistosci. Przyktadowo,
w rozdziale 1.3.1 zabrakto rozwiniecia watku asymetrii bton komdrkowych, chociaz
zjawisko to moze mie¢ kapitalne znaczenie w procesach odksztatcania i fuzji bton podczas
infekcji wirusem grypy (por. Haldar i wsp. 2020, DOI: 10.1128/jvi.01982-20; Klotz i
Stegmann 1996, DOI: 10.1074/jbc.271.5.2383). Nieprecyzyjny jest takze sposob
definiowania krzywizny btony. W pracy zagadnienie to prezentowane jest z perspektywy
monowarstw lipidowych (s. 21 oraz ryc. 6), podczas gdy w przypadku dwuwarstwowych
bton komdrkowych pojecie krzywizny ma charakter wzgledny, dlatego wymaga
doprecyzowania (np. Cail i Drubin 2023, DOI: 10.1016/j.tcb.2022.09.004; Jarsch i wsp.
2016, DOI: 10.1083/jcb.201604003). Sformutowanie sugerujace, ze TMD wptywa na
skfad lipidowy btony (s. 31) takze wymagatoby wyjasnienia, szczegdlnie w kontekscie
catego rozdziatu 1.5. Wspomniane niescisto$ci nie majg jednak charakteru btedow
merytorycznych, a tym samym nie wptywajq znaczaco na pozytywny odbidr tej czesci
pracy.

Bardzo dobrym posunieciem jest przedstawienie celow pracy w postaci osobnego
rozdziatu. Autorka w odpowiedni sposdb przedstawia tok myslowy prowadzacy do
zbudowania hipotezy badawczej oraz definiuje Sciezke jej weryfikacji za pomocg celdw
szczegdtowych. Kolejnych pietnascie stron zawiera opis materiatdw i metod
wykorzystanych do osiggniecia tych celow. Na ogét ta cze$¢ pracy przygotowana jest w
sposéb jednoznaczny i logiczny, z zachowaniem dbatosci o szczegéty niezbedne do
zagwarantowania catkowitej odtwarzalnosci opisywanych eksperymentéw. Podobnie jak
we wstepie bardzo pomocne w tym kontekscie sg informatywne tabele oraz rycina. Jedynie
kilka elementdw wymagatoby dodatkowych uscislen. Przede wszystkim w wielu miejscach
brakuje danych dotyczacych temperatury, m.in. przechowywania pecherzykéw LUV i SUV
(r. 3.3.2i 3.3.3), inkubacji przy formowaniu SLB (r. 3.3.4) i obserwacji wycieku fluoroforu
z pecherzykow (r. 3.4.4 i 3.4.5). Brakuje takze informacji na temat dtugosci tancucha
glikolu polietylenowego w lipidzie PEG PE jak réwniez struktury tancuchow acylowych tego
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lipidu oraz niektérych fluorescencyjnych analogéw lipidowych. Nie jest jasne dlaczego
zrezygnowano z operowania wartoscig indeksu polidyspersyjnosci (PDI) przy pomiarach
wielkosci liposomow i czasteczek wirusopodobnych metodg dynamicznego rozpraszania
Swiatta, co utrudnia bardziej obiektywng ocene stopnia homogennosci zawiesin i tym

samym wptywu czastek na przebieg eksperymentow z ich udziatem.

Centralnym punktem rozprawy jest rozdziat czwarty poswiecony przedstawieniu
uzyskanych przez Autorke wynikéow. Badania, ktdére przeprowadzita mgr Paulina
Borkowska w ramach realizacji projektu doktorskiego zaowocowaly wygenerowaniem
danych o duzej wartosci poznawczej, a catos¢ jest dobrym przyktadem wiasciwego
ukierunkowania prac w kontekscie badan z wykorzystaniem modeli btonowych.
Przeprowadzone testy wbudowywania peptydédw reprezentujgcych TMD w btone
pecherzykdédw jednoznacznie wskazaty na oddziatywania tych peptydéow z dwuwarstwg
lipidowa, chociaz topologia ich kotwiczenia w bfonie nie zostata jednoznacznie okreslona
(szczegdlnie w przypadku wydtuzonych wersji peptyddéw), co jest skutkiem
niedoskonatosci metody opartej o wygaszanie fluorescencji reszt aminokwasowych W lub
Y. Rozwigzaniem bytoby zastosowanie do tego celu alternatywnych metod (np. opartych
0 wygaszanie sond spinowych wprowadzanych w sposdb ukierunkowany do peptydow,
por. Hervis i wsp. 2019, DOI: 10.1016/j.jsb.2019.07.008), jednak podejscia tego typu sq
trudne i czasochtonne, dlatego wykraczajq poza ramy omawianego projektu doktorskiego.
W dalszej kolejnosci Doktorantka przedstawia wyniki testow indukowania przez badane
peptydy wycieku barwnika fluorescencyjnego z liposoméw. Proste metodologicznie, a
jednoczesnie skuteczne podejscie pozwolito na stwierdzenie, ze badane peptydy TMD nie
naruszajq integralnosci dwuwarstw lipidowych i nie wzmagaja aktywnosci peptydéw FP w
tym zakresie. Podobng inercje peptydéw TMD, takze w obecnosci peptydéw FP, wykazano
w testach indukcji hemifuzji pecherzykéw lipidowych. W tym kontekscie uzasadniona
wydaje sie rezygnacja z testowania potencjalnego indukowania procesu petnej fuzji
pecherzykdéw. W zamian Autorka podjeta sie oceny wptywu badanych peptydéw na stopien
uporzadkowania bton za pomoca techniki mikroskopowego obrazowania czaséw zycia
fluorescencji (FLIM). W tych eksperymentach takze nie stwierdzono synergistycznego
wptywu peptyddéw TMD na aktywnos¢ peptydu FP. Z drugiej strony, diametralne réznice w
aktywnosci TMD pochodzacych z dwdéch réznych podtypéow HA (H1 i H3) wzgledem
dwuwarstw lipidowych bez cholesterolu oraz brak efektu w przypadku bton zawierajgcych
ten steryd sg niezwykle interesujgce, chociaz do wyciggniecia jednoznacznych konkluzji
potrzeba dalszych badan z uzyciem bton o réznym skfadzie lipidowym zawierajacych rézne
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fluorofory wrazliwe na stopien uporzadkowania. Tego typu eksperymenty mogtyby by¢
przedmiotem osobnego projektu, jednak w ramach ocenianej pracy pomocne w
interpretacji bytoby bardziej systematyczne i ujednolicone prezentowanie wynikéw (np.
podanie wartosci $redniego czasu zycia fluorescencji i wartosci dla poszczegdinych
sktadowych, por. ryc. 31 i 32) i odniesienie ich do danych literaturowych (np. wartosci
sktadowych i srednich czaséw zycia dla sondy C6-NBD-PE w btonach modelowych podane
w poz. lit. [134] i [185]). W ostatnim etapie Doktorantka postanowita zbadac¢ funkcje
fragmentu TMD w kontekscie petnego biatka HA z wykorzystaniem czastek
wirusopodobnych (VLP). Ostatnie z wymienionych byly przygotowywane przez
wspotpracownikow, natomiast Doktorantka podjeta sie optymalizacji przygotowywania
dwuwarstw lipidowych na podfozu (SLB) oraz ich charakterystyki metodami obrazowania
konfokalnego oraz spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS). Zaskakujaca obserwacja sq
niehomogennosci przygotowywanych bton, chociaz wartosci wspdtczynnika dyfuzji
fluorescencyjnego analogu lipidowego w rejonach wiekszej intensywnosci sygnatu jest na
wskro$ zgodna z danymi literaturowymi. SLB byty wykorzystane do oceny aktywnosci
fuzyjnej czastek VLP z wykorzystaniem techniki FRET-FLIM. Chociaz uzyskane w tym
eksperymencie dane nie wykluczajg wptywu TMD na aktywnos$c¢ fuzyjng catego biatka HA,
to jednak Doktorantka nie uzyskata jednoznacznej wskazowki na temat roli TMD w tej
aktywnosci ani na zaleznos¢ wydajnosci fuzji od podtypu, do ktérego nalezy TMD.
Watpliwosci budza jednak pewne aspekty techniczne tego eksperymentu i nie do konca
zrozumiata rola barwnika fluorescencyjnego Atto 488 (s. 83) w kontekscie informacji
zawartej w r. 3.5.3. Czy wykorzystywany uktad donor-akceptor nie powinien sktadac sie
z pary NBD-PE i Rh-PE? Jedli tak to jak interpretowac stosunkowo krétkie czasy zycia
donora w porownaniu do danych literaturowych (por. [134])? Jak wskazano powyzej, w
kilku przypadkach wcigz istnieje pole do zwiekszenia przejrzystosci wynikow i
dodatkowego wzmocnienia sity ich przekazu, chociaz na ogdét zaproponowane i
zrealizowane przez Doktorantke eksperymenty pozwalajg zachowac umiarkowang ufnosé
wzgledem obranej kierunkowosci interpretacji. Co wiecej, w kilku miejscach tekst
rozdziatu wymagatby dodatkowego komentarza badz sprostowania. Przyktadowo, czy
rzeczywiscie zastosowanie liposoméw SUV o wskazanym na ryc. 15 stosunkowo szerokiej
dystrybuciji wielkosci czastek ,[...] pozwolito na catkowitg redukcje rozpraszania $wiatfa
[..]" (s.60) w zakresie posredniego ultrafioletu? Jaki byt stosunek FP:TMD w
poszczegdlnych eksperymentach? Czy podawane pod rycinami stosunki peptyd:lipid sgq
stosunkami wagowymi czy molowymi? Jaki byt stosunek biatko:lipid w przypadku VLP?
Czy ,brak mobilnosci” w niektorych regionach bton SLB wynika z rzeczywistej immobilizacji
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fluoroforéw czy raczej moze wynika¢ ze zmniejszonej intensywnosci fluorescencji

uniemozliwiajacej wykonanie pomiaru FCS?

Zaproponowane przez mgr Pauline Borkowska podejscie eksperymentalne oraz
wygenerowany przez nig zestaw danych miat przede wszystkim postuzy¢ do poszerzenia
wiedzy na temat synergizmu funkcjonalnego pomiedzy dwoma rejonami wirusowego
biatka HA: domeny przezbtonowej (TMD) i peptydu fuzyjnego (FP). W rozdziale 5
Doktorantka w sposdb systematyczny konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi
literaturowymi. Chociaz w toku dyskusji wytania sie kilka istotnych kontradykcji
utrudniajacych wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw, wyniki opisane w pracy z
pewnoscig posiadajg potencjat by wptyngé na Sciezki dalszej eksploracji tego obszaru
badawczego. Ta cze$¢ dysertacji napisana zostata ciekawie i stanowi dobre podbudowanie
calego prezentowanego osiagniecia. Z drugiej strony, brakuje tu nieco bardziej
krytycznego podejscia do oceny jednoznacznosci prezentowanych wynikéw w kontekscie
niedoskonatosci podejsé metodologicznych oraz oczywistych uproszczen
wykorzystywanych modeli badawczych wzgledem naturalnych uktaddéw biologicznych.
Szczegolnie istotng kwestig do przedyskutowania jest charakter obserwowanych przez
Doktorantke interakcji TMD i FP, gdyz w przeciwienstwie do niektorych Zrodet
literaturowych (np. [29]) w recenzowanej pracy brakuje danych potwierdzajacych
bezposrednie oddziatywania tych dwéch fragmentéw biatka HA.

Dysertacja zwienczona jest syntetycznym przedstawieniem najwazniejszych osiggniec i
wnioskow wyptywajacych z uzyskanych wynikow. Ta czes¢ utwierdza w przekonaniu, ze
dokonania Doktorantki, cho¢ nie przyniosty potwierdzenia zatozonej hipotezy, majq istotny
wplyw na rozwoj reprezentowanej dziedziny naukowej i moga by¢ dobrym wyznacznikiem
kierunku przysztych badan. Podsumowujac trzy ostatnie rozdziaty pracy warto jeszcze raz
podkresli¢, ze ich konstrukcja logiczna jest spdjna i pozwala na bardzo dobrg ocene wagi
poczynionych obserwacji, co w duzym stopniu jest zastugg nie tylko poprawnosci wywodu
naukowego, ale takze prawidtowo opracowanych danych prezentowanych w formie
ilustracji i tabel. Niemniej, pojawia sie kilka opisanych ponizej kwestii, ktédre w opinii
recenzenta godne s bardziej dogtebnej dyskusiji.

1. Czy z perspektywy doniesien literaturowych wskazujacych na silng zaleznos¢
aktywnosci fuzyjnej fragmentu FP od jego struktury drugorzedowej (co opisano na s.25),
nalezy sie spodziewa¢ podobnych zaleznosci dla fragmentdw TMD? Jaka strukture
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przyjmujgq wykorzystywane w pracy peptydy TMD? Czy ich wydtuzenie (do tzw. wersji
»long”) moze wptywac na ich strukture drugorzedowgq?

2. W przedstawionych badaniach postugiwano sie syntetycznymi peptydami
reprezentujgcymi FP i TMD oraz ich mutantami, a wszystkie te peptydy byly pozbawione
potencjalnych modyfikacji potranslacyjnych. Jednak istniejgq przestanki literaturowe
(opisane na s. 33) wskazujace na wazng role S-acylacj HA w modulacji interakcji tego
biatka z btonami i domenami btonowymi. Czy w obrebie badanych peptydow (szczegdlnie
w przypadku bogatych w reszty C peptydéw H3) mozna sie spodziewac miejsc acylacji
(np. palmitylacji) lub innych modyfikacji potranslacyjnych? Czy takie potencjalne
modyfikacje mogtyby wystgpi¢ w biatkach zawartych w czasteczkach wirusopodobnych
izolowanych z materiatu roslinnego?

3. Czy zaobserwowany przez Doktorantke sposéb interakcji z btong i brak synergizmu
funkcjonalnego pomiedzy FP i TMD moze, przynajmniej czesSciowo, wynika¢ ze
specyficznego sktadu lipidowego zastosowanych w badaniach modelowych systemoéw
btonowych? Naturalne btony komdrkowe wzbogacone sg lipidami o ujemnym
wypadkowym tadunku, a niektére (np. opisywane na s. 91) dane literaturowe uzyskane
na modelach btonowych zawierajacych takie lipidy, m.in. fosfatydyloglicerol, wskazujgq na
przeciwny do obserwowanego przez Doktorantke wptyw peptyddw H3 na uporzadkowanie
btony.

W ujeciu formalnym praca wywiera na ogot pozytywne wrazenie zaréwno pod wzgledem
stylu wypowiedzi, poprawnosci gramatycznej i merytorycznej jak i formatowania oraz
edycji tekstu, tabel oraz rycin. Stosunkowo nielicznie wystepuja btedy typograficzne (np.
Zle rozlokowane odstepy na s. 14, 34 i 59; zbedne ,,P” oraz niepetne nazwisko w odnosniku
literaturowym na s.27; btad w nazwie fluoroforu na s. 53; btedne oznaczenie parametru
nas. 72; btedny rok w odnosniku literaturowym na s. 92, itp.), gramatyczne (np. pierwsze
zdanie na s.18; ostatnie zdanie na s.22; drugie zdanie pierwszego akapitu na s. 33, itp.)
oraz edytorskie (np. anglojezyczna zawartosc ryc. 4 i 12; zwroty facinskie (np. in vitro, in
vivo) nie zapisane kursywq; brak jednolitosci w oznaczeniach reszt aminokwasowych -
jednoliterowe (np. s. 32) vs trzyliterowe (np. s. 59); niekompletny wykaz skrotéw, ktory
nie zawiera rozwiniecia m.in. NBD, Rh, PE, PEG, DMPC, DMPG, itd.). Z drugiej strony w
tekscie pojawiaja sie frazy i sformutowania, ktore lokuja sie na granicy bfedu
merytorycznego. Przykfadowo, enzymy restrykcyjne nie sg w stanie przeprowadzi¢ reakcji
ciecia, o ktérej mowa na s.27. Z kolei acetylacja to specyficzny typ modyfikacji
potranslacyjnych biatek okreslanych bardziej ogdlnie jako acylacja, do ktdérych zalicza sie
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palmitylacje jako jedng z kluczowych modyfikacji biatka HA (wg. poz. lit. [128] oraz Naim
i wsp. 1992, DOI: 10.1128/1VI.66.12.7585-7588.1992). Chociaz niektdore z nich nieco
utrudniajq odbidr catosci, nie ma potrzeby by bardziej szczegétowo omawiac je w niniejszej
recenzji. Tym samym pragne podkresli¢, ze wszelkie wspomniane niedociggniecia nie majq
wiekszego wptywu na pozytywny odbidr pracy, ktéra z pewnoscig stanowi dopracowang
catosc o niebagatelnych walorach naukowych.

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny
Borkowskiej spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
2024 poz. 1571 z pézn. zm.). Jak wykazano powyzej, rozprawa ta stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz poswiadcza nabycie przez Doktorantke ogdlnej
wiedzy teoretycznej w reprezentowanej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Biorac pod uwage moja jednoznacznie
pozytywng ocene wnosze o dopuszczenie mgr Pauliny Borkowskiej do dalszych etapdéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

prof. dr hab. Aleksander Czogalla

Kierownik Zaktadu Cytobiochemii,

tel. +48 71 375 63 56, e-mail: aleksander.czogalla@uwr.edu.pl
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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Pauliny Borkowskiej

pt. ,,Oddzialywanie pomi¢dzy peptydem fuzyjnym a domeng transblonowa
hemaglutyniny”

Tematyka rozprawy

Mimo postepdw wspdtczesnej medycyny choroby wirusowe wcigz stanowig powazne
zagrozenie dla ludzkosci, o czym niedawno mieliSmy okazje si¢ przekonaé w zwigzku z
wybuchem pandemii COVID-19. Grypa zwykle nie ma az tak dramatycznego przebiegu, ale
jest chorobg powszechng wystepujaca nie tylko wsrdd ludzi, ale tez innych gatunkow, w tym
ptakow, swin czy koni. W tym kontekscie nie dziwi duze zainteresowanie badaczy roéznych
specjalnosci wywotujacym te chorobg wirusem. Poznanie szczegotowych mechanizmow jego
dziatania stanowi wyzwanie nie tylko dla wirusologdw i biologow molekularnych, ale tez
biofizykow, ktorzy stosujac zaawansowane biofizyczne techniki probuja zbadaé¢ podstawowe
oddziatywania mig¢dzy makroczasteczkami bedgcymi sktadowymi wirusa, lub ich fragmentami,
1 scharakteryzowac¢ ich aktywnos$¢ w btonie. Wiasnie takie badania przeprowadzita i opisata w
swej pracy doktorskiej pani mgr Paulina Borkowska. Praca zostata wykonana pod kierunkiem
dr hab. Remigiusza Worcha w Pracowni Biofizyki Komorki Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, a gldwnym jej celem byto zweryfikowanie mozliwos$ci
oddziatywania w obrebie jednego z gtéwnych biatek otoczki wirusa grypy — hemaglutyniny
(HA), pomiedzy jej fragmentem fuzyjnym (FP) a domeng transbtonowa (TMD) oraz zbadanie
jego roli w procesie fuzji wirusa z péznymi endosomami. Pani Borkowska przedstawita
nastepujacg hipoteze badawcza: Domena transbtonowa oddziatuje z peptydem fuzyjnym
hemaglutyniny w sposob synergiczny, co prowadzi do zwiekszonej aktywnosci fuzyjnej
peptydu fuzyjnego. By zrealizowa¢ cel pracy Doktorantka wykonata szereg eksperymentow
stosujac rozne odmiany technik fluorescencyjnych, w tym FRET (rezonansowe przeniesienie
energii Forstera, ang. Forster Resonance Energy Transfer), FCS (spektroskopia korelacji
fluorescencji, ang. fluorescence correlation spectroscopy), FLIM (obrazowanie czaséw zycia
fluorescencji, ang. fluorescence lifetime imaging microscopy), czy FLIM-FRET. Uzyskane
wyniki niestety nie potwierdzity zaktadanej hipotezy, poniewaz nie zaobserwowano
synergicznego oddziatywania mi¢dzy FP i TMD, ktdére prowadzitoby do wzrostu aktywnosci
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fuzyjnej FP. Udato si¢ za to pokaza¢ roznice w dziataniu TMD z dwoch réznych grup
filogenetycznych oraz wyciagnieto wniosek o wptywie TMD na aktywnos$¢ fuzyjng
hemaglutyniny poprzez oddziatywanie z lipidami.

Szczegélowa recenzja rozprawy obejmujgca ocen¢ ogoélnej wiedzy teoretycznej
Doktorantki, jej umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan, oraz oryginalnoSci
rozwigzania problemu naukowego

Praca doktorska pani mgr Borkowskiej ma forme¢ typowej rozprawy, liczy 115 stron
maszynopisu, zawiera 39 rysunkéw i 13 tabel. Dodatkowo, w Zataczniku umieszczono jeden
rysunek i jedng tabele. Cytowane pismiennictwo obejmuje 231 pozycji. Tak duza liczba
cytowanych pozycji $wiadczy o dobrej znajomosci literatury naukowej przez Doktorantke i jej
odpowiednim przygotowaniu teoretycznym. O jej dobrej znajomos$ci tematyki badawczej
$wiadczy tez liczacy 28 stron Wstep, w ktorym Doktorantka opisuje strukture wirusa grypy,
jego cykl replikacyjny oraz strukture i funkcje biatka wirusowego, ktore jest przedmiotem jej
zainteresowan, czyli hemaglutyniny. We Wstepie opisany jest tez szczegotowo kluczowy dla
badan pani Borkowskiej proces fuzji wirusowej, poprzedzony dos¢ skrotowym opisem btony
lipidowej. Tekst ilustrowany jest na ogét dobrej jakosci rysunkami i schematami. W ostatnie;j
czesci Wstepu znajduje si¢ opis technik stosowanych do badania btony lipidowej wraz z
niezb¢dnymi wzorami i schematami. Cho¢ rysunki sg czytelne i staranne, w przypadku Ryc. 8
przedstawiajacej schemat fuzji wirusa grypy z p6znymi endosomami, rysunek bytby tatwiejszy
w odbiorze, gdyby w jaki$ sposob odrdzniono od siebie dwie btony — btong¢ wirusa i btong
endosomu. Do tej czesci pracy mam uwage merytoryczng dotyczaca sformutowania
»acetylacja” hemaglutyniny. Z opisu wynika, ze do reszt cysteiny w TMD i w ogonie
cytoplazmatycznym przylaczane sg reszty kwasu palmitynowego lub stearynowego, a nie
reszty acetylowe, tak wigc nie jest poprawnym okreslenie tej modyfikacji potranslacyjnej
acetylacjg. Zamiast niego powinno si¢ uzy¢ terminu ,,acylacja”. Podobnie (str. 34) nie powinno
si¢ uzywac okreslenia ,,czgstki” a czasteczki, bo wzbudzenie i przekaz energii nast¢puje z
czasteczki donora na czasteczke akceptora. Kilkakrotnie tez w tekscie pojawia si¢ btedne
okreslenie ,,funkcja ekspotencjalna”. Nie istnieje takie wyrazenie, funkcja jest eksponencjalna,
czyli inaczej wyktadnicza. Niepoprawng kalkg z jezyka angielskiego jest okreslenie ,,pulsowe”
zrédio $wiatta, gdy chodzi o zrédto impulsowe, czy tez niezreczne sformutowanie na str. 26
»charakteryzacja” zamiast charakterystyki. Pomimo tych btedow czy niedociagni¢¢, uwazam,
ze Wstep jest dobrze i logicznie napisany, i stanowi wystarczajgce tto dla opisanych w dalszej
czesci pracy metod i wynikow.

Opis materiatow i metod stosowanych przez Doktorantke, zajmujacy 15 stron, zawiera
najwazniejsze informacje umozliwiajace w wiekszosci przypadkéw odtworzenie stosowanych
procedur i warunkow doswiadczalnych. Szczegétowy opis procedur, w tym przygotowania
liposomow i dwuwarstw typu SLB (ang. supported lipid bilayer), testow aktywnosci peptydow
oraz metod mikroskopowych pozwala przypuszczaé, ze Doktorantka opanowata techniki w
stopniu wystarczajagcym do samodzielnego przeprowadzenia zaplanowanych eksperymentow.
Jedynie czastki wirusopodobne VLP (ang. virus-like particles) nie zostaly przygotowane przez
Doktorantke, ale udostepnione jej w ramach wspodtpracy. By¢ moze to jest powodem, dla
ktéorego nie omowiono ich skladu lipidowego, a jedynie skupiono si¢ na sekwencji
podjednostek HA. Jak pdzniej wynika z Dyskusji, sktad lipidowy VLP jest istotny, wigc mozna
byto go podaé w rozdziale poswieconym metodom. Cho¢ opis metod, jak juz wspomniatam,
jest z reguly wystarczajacy, w niektorych miejscach brakuje istotnych informacji. I tak np. w
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opisie testu aktywnosci fuzyjnej (str. 50) Doktorantka nie napisata, ktoéry ze stosowanych
barwnikow jest donorem, a ktory akceptorem w procesie FRET. Nie napisata tez, jak dtugo
liposomy byty inkubowane z peptydami (przy opisie badania wbudowywania peptydoéw w
btone technikg FRET) (str. 48).

Opis wynikéw, liczacy 29 stron, zostal podzielony na kilka logicznie powigzanych
podrozdzialéw. Czytelne rysunki i logiczny uktad pozwalaja na Sledzenie toku eksperymentow,
ale brak szczegoldow w niektorych opisach utrudnia doglebne zrozumienie otrzymanych
wynikéw. W opisie eksperymentu z wbudowywaniem peptydow TMD w blone, jak i w
podpisach do odpowiednich rysunkéw, brakuje waznej informacji o dtugosei fali $wiatla
uzytego do wzbudzenia donora. Co prawda w rozdziale Materiaty i Metody jest ta informacja,
ale zdecydowanie tatwiej czytatoby si¢ prace, gdyby informacja zostata powtorzona réwniez
przy opisie wynikow. Nie wyjasniono tu tez skad bierze si¢ fluorescencja barwnika dansyl-PE
w liposomach nie zawierajacych peptydow, czyli pozbawionych donora dla zjawiska FRET.
Czy barwnik ten absorbuje swiatlo o takiej samej dtugosci fali jak Tyr i Trp? Jedli tak, to nie
jest to dobry uktad do badania zjawiska FRET. Idealnym rozwigzaniem bytoby uzycie takiego
uktadu, w ktorym przy wzbudzaniu tryptofanu lub tyrozyny obserwuje si¢ emisje barwnika-
akceptora, a w nieobecnosci tych aminokwasoéw emisji barwnika si¢ nie obserwuje. W
omawianym przypadku, emisja dansylu-PE w obecnosci peptydow wydaje sie by¢ efektem
addytywnym, a zaobserwowane réznice w wartosciach emisji nie sg duze i niekoniecznie muszg
wynika¢ z przeniesienia energii w zjawisku FRET. Czy badano rowniez emisje Tyr i Trp w
badanym uktadzie? Dodatkowa informacje mogtby wnies¢ kontrolny pomiar emisji tych
aminokwaséw w liposomach w obecnosci i pod nieobecnos¢ akceptora. Nawiasem moéwiac,
barwnik dansyl-PE to barwnik przytaczony do fosfatydyloetanolaminy, a nie, jak blgdnie
napisata Doktorantka, fosfatydyloseryny.

W opisie eksperymentu z wygaszaniem fluorescencji Tyr i Trp akrylamidem nie podano
dlugosci fali wzbudzenia ani emisji. Zastanawia mnie takze, jakie jest faktyczne stezenie
peptydow w blonie. Czy mozna to w jaki§ sposob oceni¢? Zmniejszenie statej ksv dla
wygaszania fluorescencji Trp i Tyr w obecnosci liposomow wskazuje na wbudowywanie sie
peptydéw w btone. Nie jest jednak jasne, jaki procent peptydow obecnych w roztworze
rzeczywiscie uleglt wbudowaniu.

Przy opisie aktywnosci blonowej peptydéw nie napisano, jaki barwnik fluorescencyjny
wyciekal z liposomow. Ponownie, informacji trzeba szukaé¢ w rozdziale Materiaty i Metody.
Kolejna niescistos¢ dotyczy opisu aktywnosci fuzyjnej w tescie mieszania lipidow. W
przypadku mieszania lipidéw dwoch bton ulegajacych fuzji powinno si¢ obserwowac spadek
transferu energii FRET, bo donor i akceptor si¢ oddalajg od siebie, czyli w efekcie powinien
nastapi¢ spadek intensywnosci fluorescencji akceptora, a nie donora.

W przypadku opisu wptywu peptydéw na uporzadkowanie lipidow tez znajdujemy niesciste
informacje. Mowa jest o zmianie uporzadkowania lipidow, ale bez wskazania czy
uporzadkowanie to si¢ zwigksza czy zmniejsza (str. 71). Nie jest rowniez jasne, dlaczego skala
czasow zycia fluorescencji barwnika C6-NBD-PE na Ryc. 32, przedstawiajacej zdjecia
liposoméw GUV (zakres 6,1-6,7 ns), nie odpowiada wartosciom czasow zycia
zaprezentowanym na wykresie 31 (ok. 4,4-52 ns). W przypadku liposoméw GUV
zawierajacych cholesterol analogiczne ryciny przedstawiajg juz zgodne wartosci czasoéw zycia
fluorescencji.

Na uwage zastuguje wykorzystanie czastek wirusopodobnych (VLP) w badaniu aktywnos$ci
fuzyjnej biatka pelnej dtugosci. Wykorzystano dwie wersje VLP zawierajace HA podtypu H1
oraz H3. Umozliwito to zbadanie TMD pochodzacych z réznych grup filogenetycznych.
Eksperyment ten wymagat przygotowania bardzo precyzyjnego, dobrze zdefiniowanego uktadu
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i wykonania wielu kontroli. Co prawda same czastki VLP Doktorantka pozyskata w ramach
wspolpracy, ale przygotowanie odpowiedniej btony na podlozu statym (SLB) i jej
optymalizacja przy uzyciu techniki FCS, a nastgpnie wykonanie szeregu eksperymentéw
FLIM-FRET bylo niewatpliwie pracochtonne i wymagajace, co nalezy docenié. Jedynie
podany sktad lipidowy btony SLB, a konkretnie obecnos¢ w niej dodatkowego barwnika Atto
488 budzi mojg watpliwos¢. O ile jego obecnos¢ jest uzasadniona przy optymalizacji btony
SLB metodg FCS, o tyle w przypadku analizy FRET, gdzie do uktadu dodawano NBD-PE jako
donor oraz RH-PE jako akceptor, dodatkowy barwnik tylko utrudnitby pomiar i jego
interpretacj¢. Nalezy wigc chyba uznaé, ze wymienienie Atto 488 w tym kontekscie to pomyika,
zwlaszcza, ze w tabeli 7 w rozdziale Materialy i Metody, przedstawiajacej sktad lipidowy
probek, tego barwnika nie ma?

Warto na koniec podkresli¢, ze wigkszos¢ przedstawionych w rozprawie wynikdw znalazta si¢
w pracy ,, Transmembrane domains of H1 and H3 hemagglutinin contribute to membrane fusion
in a different manner”, gdzie Doktorantka jest pierwszg autorkg. Cho¢ nie jest to jeszcze pelna,
recenzowana publikacja, a tzw. pre-print, to bycie pierwszym autorem $wiadczy o istotnym
wktadzie Doktorantki w uzyskanie wynikow i ich interpretacje.

Prace konczy 10 stronicowa Dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski koncowe. Dyskusja
podzielona zostata na dwa podrozdziaty, z ktérych pierwszy, obszerniejszy, skupia si¢ na
podsumowaniu i interpretacji wynikéw dotyczacych lokalizacji i aktywno$ci badanych
fragmentéw peptydowych w btonie, a drugi analizuje roznice pomigdzy TMD z roznych grup
filogenetycznych. Ciekawym aspektem aktywnosci fuzyjnej peptydu FP na jaki zwrocita uwage
Doktorantka jest rola cholesterolu. Otrzymane wyniki wskazuja, ze proces fuzji indukowany
przez FP przebiega inaczej w blonie zawierajacej cholesterol niz w blonie go pozbawionej. Z
kolei jak chodzi o role TMD, to wyniki sugeruja, ze peptydy te nie maja aktywnosci fuzyjne;j i
sa pasywne w btonie. Wyniki dotyczace uporzadkowania lipiddw w dwuwarstwie sg
niejednoznaczne, i przez to dos¢ trudne w interpretacji. Wptyw na uporzadkowanie byt inny
dla FP niz dla TMD, gdzie jeszcze dodatkowo zalezal od podtypu tego peptydu. Dodatkowo,
efekt obydwu peptydéw byt zauwazalny w btonie pozbawionej cholesterolu, a nie byt widoczny
w btonie z cholesterolem. Nie wszystkie wyniki zgadzaty si¢ tez z danymi literaturowymi.
Doktorantka poradzita sobie jednak bardzo dobrze z interpretacja tych wynikow, thumaczac
réznice m.in. stosowaniem ro6znych metod pomiarowych czy sktadow lipidowych.
Zaproponowata tez wykonanie symulacji dynamiki molekularnej, ktére pozwolityby na lepsze
zrozumienie wptywu TMD na lokalne uporzadkowanie blony. Takie badania oczywiscie
wykraczaja poza ramy przedstawionej pracy. Najwazniejszym wnioskiem plyngcym z
przeprowadzonych eksperymentéw byl brak synergicznego oddziatywania pomiedzy FP i
TMD hemaglutyniny. Jest to wazny wniosek, cho¢ bedacy zaprzeczeniem postawionej w pracy
hipotezy, poniewaz rozstrzyga jednoznacznie kwesti¢ réznie przedstawiang w poprzednich
badaniach. Kolejnym waznym wnioskiem byto wskazanie, ze efektywnos¢ fuzji HA zalezy od
sekwencji TMD, ktéra moze wptywa¢ na odmienne oddziatywanie TMD z lipidami. Tak wiec
TMD moze wptywaé na aktywnos$¢ fuzyjng catego biatka, ale nie przez bezposrednie
oddziatywanie z peptydem FP a poprzez oddzialywanie z lipidami i zmiany konformacyjne w
obrebie ektodomeny HA.

Liczne, wykonane z uzyciem zaawansowanych technik biofizycznych eksperymenty, dogltebna
analiza otrzymanych wynikéw oraz zaproponowane przez panig mgr Borkowskg wnioski
pozwalajg na stwierdzenie, ze jej rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Wymienione powyzej niedociggni¢cia nie majg wplywu na wysoka ocene
recenzowanej przez mnie rozprawy doktorskiej. Duzy naktad pracy Doktorantki, jej dojrzatosé
naukowa i samodzielno$¢ w rozwiazywaniu probleméw naukowych sg niezaprzeczalne.
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Ocena koncowa

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Borkowskiej spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2024, poz. 1571 z pdzniejszymi zmianami) i wnioskuje do Rady Naukowe;j
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Pauliny
Borkowskiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie
nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.

2

Krakéw, 12.09.2025 Anna Wisniewska-Becker
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INSTYTUT BIOCHEMII | BIOFIZYKI
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Dr hab. Ewa Szotajska

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Borkowskiej
pt. ,,Oddziatywanie pomiedzy peptydem fuzyjnym a domengq transblonowq hemaglutyniny”

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Pracowni Biofizyki Komorki Instytutu
Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie pod naukowym kierunkiem dr
hab. Remigiusza Worcha. Projekt doktorski Pani mgr Pauliny Borkowskiej dotyczyt mechanizméw
molekularnych procesu fuzji otoczki lipidowej wirusa grypy z blong infekowanej komorki. Tematyka
badawcza jest konsekwentnie rozwijana od wielu lat przez Promotora rozprawy. Moim zdaniem
oceniana rozprawa doktorska prezentuje istotny postep w tych badaniach.

Fuzja blonowa, ktéra umozliwia uwolnienie materialu genetycznego patogenu do wnetrza
komorki gospodarza i tym samym dalsze etapy infekcji, jest kluczowym procesem cyklu namnazania
wirusow otoczkowych. A zahamowanie procesu fuzji jest obiecujaca antywirusowa strategig
terapeutyczng. Ze wzgledu na realne zagrozenie wystapieniem kolejnej pandemii proces fuzji wirusa
grypy jest intensywnie badany w wielu osrodkach naukowych na calym swiecie.

W przypadku wirusow grypy typu A fuzja otoczki wirusowej oraz blony infekowanej komorki
nastgpuje w pdznych endosomach z udzialem powierzchniowego biatka hemaglutyniny (HA),
konkretnie podjednostki HA2. Mimo, ze HA wirusa grypy typu A jest jednym z najlepiej
przebadanych wirusowych biatek fuzyjnych wciaz jednak mechanizmy molekularne samego procesu
fuzji blon lipidowych, nie zostaly w peini poznane. Wigkszo$¢ badan skupiala si¢ na N-koncowej
domenie podjednostki HA2, tak zwanym peptydzie fuzyjnym (FP). Podczas gdy rola i mechanizm
dziatania niezbednej dla zajscia pelnej fuzji domeny transbtonowej (TMD), znajdujacej si¢ w C-
koncowym fragmencie HA2, pozostaja niewystarczajaco zbadane. Brak jednoznacznych danych
literaturowych na temat oddziatywania pomiedzy TMD i peptydem fuzyjnym.

Gléwnym celem badan zaprezentowanych w rozprawie bylo zweryfikowanie mozliwo$ci
oddzialywania peptydu fuzyjnego z domeng transblonowa oraz zbadanie jego roli w procesie fuzji.

Wczesniejsze badania skupialy si¢ na domenie transblonowej hemaglutyniny podtypu H3
nalezacej do 2 grupy filogenetycznej. Doktorantka uwzglednita w swoich badaniach réwniez TMD
hemaglutyniny podtypu H1 (reprezentujacej 1 grupe). Wybdr uzasadnia czgste wystepowanie w
populacji ludzkiej wiruséw zawierajacych hemaglutyniny obu podtypéw. Hemaglutyning H1
zawieraja wirusy powodujace mi¢dzy innymi grype sezonowa u ludzi, ktére w przesziosci byly
przyczyna kilku $wiatowych pandemii.

Realizacj¢ projektu doktorskiego Pani mgr Borkowska rozpoczeta od zbadania czy
syntetyczne peptydy, ktdérych sekwencje aminokwasowe odpowiadaty domenom transblonowym HA2
podtypéw HI1 i H3 wbudowujg si¢ w blone lipidowa. W tym celu przeanalizowata fluorescencyjne
rezonansowe przeniesienie energii (FRET) pomigdzy pelnigcymi funkcje donora aromatycznymi
resztami aminokwasow obecnymi w peptydach, a lipidami w postaci liposoméw typu SUV o sktadzie
POPC z wbudowanym barwnikiem fluorescencyjnym dansyl. Doktorantka wykorzystywata dwa
warianty peptydéw TMD. Ich dluzsze wersje zawieraly reszty aminokwasowe mogace oddziatywaé z
cholesterolem, podczas gdy krotsze byly ich pozbawione. Wyniki eksperymentow potwierdzily, ze
wszystkie badane peptydy TMD wbudowuja si¢ w btong liposoméw.

Nastepnie, w celu okreslenia glebokosci wbudowania peptydow TMD w blong lipidowa,
Doktorantka przeprowadzila analize wygaszania fluorescencji reszt tryptofanu lub tyrozyny za
pomocg akrylamidu. Eksperyment wykazat, ze krétsze wersje peptydéw TMD podtypéw H1 i H3 byly
gleboko wbudowane w blong¢ liposoméw. Natomiast w przypadku dtuzszych wersji peptydow,
zawierajagcych w swojej strukturze dwie reszty odpowiednio Tyr lub Trp, uzyskane wyniki nie
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pozwolily na jednoznaczne stwierdzenie czy obie reszty aminokwasowe byly gleboko wbudowane w
btong lipidowa.

Kolejnym etapem badan byla ocena funkcjonalnos¢ peptydéw TMD. Pierwsza =z
zastosowanych przez Doktorantke metod byt test wyciekania zawartosci z liposomow (ang. leakage
assay). Test nie wykazat destabilizacji blony prowadzacej do wyciekania kalceiny z liposoméw typu
LUV, zaréwno o skladzie lipidowym POPC jak réwniez POPC/cholesterol. Sugerowato to, ze peptydy
TMD s3 pasywne w blonie. Eksperymenty z zastosowaniem mieszanki FP z peptydami TMD nie
wykazaly wzrostu wyciekania barwnika fluorescencyjnego w pordéwnaniu z aktywnoscig samego
peptydu fuzyjnego. Doktorantka zaobserwowala natomiast przeciwny efekt. W obu skladach
lipidowych aktywnos$é blonowa FP byla nizsza w obecnosci dtuzszej wersji peptydu TMD podtypu
H1. Roéznice obserwowane w obu blonach pomiedzy aktywnoscia mieszanek peptydu FP z dluzszymi
wersjami TMD byty istotne statystycznie. W kazdym przypadku mieszanka FP z TMD podtypu H3
wykazywata wyzsza aktywno$¢ niz mieszanka FP z dtuzsza wersja TMD podtypu HI.

Drugim testem zastosowanym przez Doktorantke do oceny aktywnosci fuzyjnej peptydéw byt
oparty na FRET test mieszania lipidow (ang. lipid mixing) pozwalajacy na wykrycie hemifuzji oraz
fuzji pomigdzy liposomami. Doktorantka do pomiaréw wykorzystywata dwie partie liposoméw LUV:
zawierajace NBD-PE i N-Rh-PE oraz niebarwione. Peptydy odpowiadajace domenom transbtonowym
nie wykazywaly aktywnosci fuzyjnej. Podczas gdy mieszanki peptydéw FP/TMD wykazywaly taka
samga lub nizszg aktywnos¢ fuzyjng w poréwnaniu do samego FP. Zaréwno w blonie o sktadzie POPC
jak i POPC/cholesterol Doktorantka obserwowata spadek aktywnosci fuzyjnej FP w obecnosci
dtuzszej wersji TMD HI, analogiczny do wykazanego wczesniej spadku aktywnosci btonowej. W
btonie z cholesterolem odnotowata istotne statystycznie réznice pomiedzy aktywnosciami mieszanek
FP z dluzsza wersja TMD H1 i FP z dluzsza wersja TMD H3. Zatem wyniki obu testow
funkcjonalnych nie potwierdzily synergicznego dziatania pomigdzy peptydami FP i TMD, w wyniku
ktorego mogtaby zwiekszy¢ sie aktywnosc¢ fuzyjna FP.

W celu dokfadniejszego zbadania wplywu peptydéw na struktur¢ dwuwarstwy lipidowej,
Doktorantka przeprowadzila eksperymenty z wykorzystaniem liposomow typu GUV z wbudowanym
fluoroforem C6-NBD-PE, ktorego czas zycia fluorescencji wzrasta wraz ze wzrostem uporzadkowania
btony lipidowej. Dtuzszy peptyd TMD H1 indukowal wzrost uporzadkowania lipidow o skladzie
POPC, podczas gdy dluzszy peptyd TMD H3 powodowal przeciwny efekt na blong lipidowa.
Natomiast w eksperymentach z wykorzystaniem liposoméw GUV o skiadzie POPC/cholesterol (60/40
mol %) Doktorantka nie obserwowata istotnych statystycznie réznic pomigdzy srednimi czasami zycia
fluorescencji barwnika w liposomach bez peptydéw i w liposomach po dodaniu FP lub dtuzszych
peptydow TM.

Ostatnim etapem wykonanych przez mgr Pauling Borkowska badan byta analiza wpltywu
TMD na aktywno$¢ fuzyjng petnej dlugosci podjednostki HA2. W tym celu Doktorantka wykorzystata
czastki wirusopodobne VLP (ang. virus-like particles) przygotowane przez Zespot wspotpracownikow
z Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Byly to czastki zawierajace natywng peingj
dtugosci hemaglutyning podtypu H1 (H1-TMD-HI1) oraz wariant hemaglutyniny Hl z fragmentem
TMD zastgpionym domena nalezgca do podtypu H3. Jako modelu blony Doktorantka uzyla
dwuwarstwy lipidowej na podtozu (SLB, ang. supported lipid bilayer). Wlasciwy eksperyment
poprzedzita pracochlonna optymalizacja warunkoéw otrzymywania funkcjonalnej btony SLB, ktéra
obejmowata miedzy innymi potwierdzenie mobilnosci lipidow w blonie, z zastosowaniem metody
spektroskopii korelacji fluorescencji FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy). Do oceny
aktywnosci fuzyjnej czagstek VLP Doktorantka wykorzystata test oparty na FRET-FLIM. Test
wymagat od Doktorantki przygotowania odpowiednich kontroli eksperymentalnych, ktére pozwolily
na interpretacje wynikéw FRET-FLIM i ocene fuzji VLP. W eksperymentach wykorzystata blong
SLB z wbudowanym donorem w postaci NBD-PE, a aktywowane proteolitycznie czastki
wyznakowata fluorescencyjnym fosfolipidem N-Rh-PE petniacym role akceptora. W przypadku obu
wariantéw VLP Doktorantka zaobserwowata spadek $redniego czasu zycia fluorescencji, swiadczacy
o zajsciu fuzji z blong SLB. Chociaz test nie wykazat istotnych statystycznie réznic pomigdzy
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H1-TMD-H3 a H1-TMD-H1, wystepowaly roéznice w krzywych zaniku, dodatkowo $rednia wartosé
Tav byla nizsza dla H1-TMD-H3.

Pani mgr Paulina Borkowska zrealizowala wigc z sukcesem cele ambitnego projektu
doktorskiego. Przeprowadzone badania wykazaly brak synergistycznego oddziatywania pomiedzy
peptydem fuzyjnym i domeng transblonowa hemaglutyniny, ktére prowadzitoby do wzrostu
aktywnosci fuzyjnej FP. Co bardzo interesujace, wykazata réznice pomiedzy TMD pochodzacymi z
dwoch réznych grup filogenetycznych, obserwowane na poziomie peptydéw, jak i w kontekscie
catego biatka. Doktorantka na podstawie uzyskanych danych oraz doniesien literaturowych
zaproponowata alternatywna hipoteze do hipotezy tworzenia kompleksow FP z TMD, zakladajaca, ze
domena transblonowa razem z lacznikiem wplywa na nachylenie ektodomeny i posrednio na
aktywnos¢ fuzyjna biatka.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przedstawiona w formie monografii naukowej. Napisane
w jezyku polskim opracowanie, ma poprawny uktad i strukture. Rozprawa zawiera: Spis tresci,
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim (4bstract), Wstegp, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki,
Dyskusje, Podsumowanie i wnioski, Literature, Zalgczniki oraz wykaz osiagnie¢ naukowych. Autorka
uwzglednita takze Wykaz skrotow.

Zawarty na 28 stronach Wstegp stanowi kompetentne wprowadzenie w tematyke rozprawy i
uzasadnia potrzeb¢ podjecia przez Doktorantke prac badawczych. Autorka w przystepnej formie
przedstawila zagadnienia stanowiace tto dla prezentowanych w rozprawie rezultatéw. Cytowane prace
zrodtowe zostaly odpowiednio dobrane, co $wiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym Pani
Pauliny Borkowskiej do realizowanych badan.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawita hipotez¢ badawcza, ktorej weryfikacji sie
podjeta, oraz precyzyjnie sformutowany gtéwny cel badan i cele szczegdtowe.

Rozdziat Materialy i metody zostat starannie zredagowany. Autorka uwzglednita wszystkie
zastosowane metody oraz materialy badawcze. Szczegélowo$é opisu umozliwia innym badaczom
powtorzenie opisanych doswiadczen. W mojej opinii zastosowane metody badawcze zostaty
odpowiednio dobrane do realizacji zamierzonych celdéw pracy, a ich szeroki zakres §wiadczy o duzych
umiejetnosciach praktycznych Doktorantki.

Liczacy 29 stron maszynopisu rozdzial Wyniki zawiera starannie skonstruowany opis
przeprowadzonych przez Doktorantk¢ eksperymentéw oraz uzyskanych danych doswiadczalnych
zaprezentowanych w postaci poprawnie opracowanych rycin i tabel. Racjonalnie zaprojektowane
doswiadczenia, uktadaja si¢ w logiczny ciag badan wykonanych z wymaganymi kontrolami.
Realizacja projektu doktorskiego wymagata od Pani Pauliny Borkowskiej opanowania migdzy innymi
metod otrzymywania roéznych typow liposomow, zaawansowanych technik obrazowania
mikroskopowego oraz analizy statystycznej danych. Wykorzystanie przez Doktorantke szerokiego
wachlarza metod s$wiadczy o Jej duzych umiejetnosciach praktycznych i samodzielnosci w
prowadzeniu badan.

Zawarta na 10 stronach tekstu Dyskusja jest opracowana w sposdb logiczny i rzeczowy.
Rozdziat jest podzielony na sekcje tematyczne, w ktorych Doktorantka szczegbtowo analizuje i
interpretuje rezultaty projektu doktorskiego w swietle aktualnego stanu wiedzy, prezentowanego w
literaturze. Nalezy doceni¢ wnikliwo$¢ i krytyczng oceng wilasnych wynikow, $wiadczaca o
dojrzatosci naukowej Doktorantki. Ten rozdzial podobnie jak catg rozprawe przeczytalam z duzym
zainteresowaniem.

Sformutowane w postaci zwieztych stwierdzen wnioski z przeprowadzonych badan,
przedstawione w kolejnym rozdziale Podsumowanie i wnioski, znajduja poparcie w wynikach
zaprezentowanych w rozprawie.

Rozdziat Literatura zawiera zestawienie 231 pozycji cytowanych w tekscie rozprawy. Dobér
prac $wiadczy o dobrej znajomosci tematyki badawcze;j.

Rozprawa zawiera rowniez materiat uzupetniajacy. Autorka jako Zafgcznik zamiescita jedna
rycing i tabelg.

Rozprawe konczy wykaz osiggnig¢ naukowych Doktorantki. Zgodnie z informacja cz¢s$é
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wynikow przedstawionych w rozprawie doktorskiej zostala juz upowszechniona w srodowisku
miedzynarodowym w formie artykulu naukowego opublikowanego w International Journal of
Molecular Sciences, 2021 (5 letni Impact Factor 5,7) oraz manuskryptu zdeponowanego w 2024 roku
w repozytorium preprintéw BioRxiv. Pani Borkowska jest jego pierwsza autorka.

Pragne podkresli¢, Zze rozprawa zostata bardzo starannie przygotowana pod wzgledem
merytorycznym i redakcyjnym, zawiera bardzo nieliczne bledy majace charakter pomylek pisarskich.
Z obowigzku recenzenta zwroce uwage na potrzebe korekty na str, 27:

,,Mniejsze upakowanie homotrimera TMD hemaglutyniny z podtypu H6 (grupa 1) umozliwilo ciecie
proteolityczne biatka przez enzym restrykcyjny w tym regionie...[Kordyukova i wsp., 2011].”
W cytowanej pracy zastosowano enzymy proteolityczne: bromelaing i subtilizing Carlsberg.

Lektura rozprawy nasunefa mi kilka pytan, poprosz¢ Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
nich podczas publicznej obrony:
W celu zbadania wplywu cholesterolu na aktywnosé lipidéw Doktorantka wykorzystywala sztuczne
btony o skiadzie POPC/cholesterol (60/40 mol%). Prosz¢ o komentarz dlaczego nie uwzglgdniono
réwniez sfingomieliny?
Czy dostepne sg metody umozliwiajace odroznienie hemifuzji od petnej fuzji blonowe;j.
Na podstawie wynikow eksperymentéw nie zaobserwowano réznicy w oddzialywaniu z blong
zawierajacg  cholesterol pomiedzy krétkimi oraz dlugimi wersjami peptydéow TMD. Prosz¢ o
ustosunkowanie si¢ do tego wyniku w konteks$cie obecnosci w diuzszych wariantach peptydow
motywdw aminokwasowych oddzialywujacych z cholesterolem.
Jestem ciekawa czy doktorantka rozwazala wykorzystanie w badaniach pecherzykéow btony
plazmatycznej otrzymywanych z komoérek (tzw. GPMV). Czy ich uzycie mogtoby mie¢ przewagg nad
wykorzystaniem sztucznych modeli blon, czy wrgcz przeciwnie?
Chcialam poznaé opini¢ Doktorantki czy przeprowadzony w formacie ptytki 96 dotkowej test
wyciekania barwnika fluorescencyjnego z liposomow moglby by¢ wykorzystany w przysztosci do
przesiewowego badania potencjalnych kandydatéw na leki blokujace proces fuzji blonowej wirusa
grypy?
Wykorzystywane czastki VLP byly otrzymywane w ro$linach tytoniu. Czy lipidy roslinne zawarte w
czastkach mogly mie¢ wplyw na aktywnos¢ fuzyjng VLP?
Jak zréznicowana byla wielko$¢ wykorzystywanych liposoméw typu GUV?

Whioski koncowe

Recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Wysoko
oceniam znaczenie poznawcze i w dalszej perspektywie aplikacyjne uzyskanych przez Doktorantke
danych. Rozprawa prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng oraz umiejetnosci praktyczne Doktorantki,
swiadczgce o Jej bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia badaf. Pani mgr Paulina Borkowska
wykazala si¢ umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz umiejgtnosciami
wspdtpracy. Podsumowujac z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa
doktorska Pani mgr Pauliny Borkowskiej zatytutowana ,,Oddzialywanie pomiedzy peptydem fuzyjnym
a domengq transblonowq hemaglutyniny” spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 z p6z. zm.). W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr
Pauliny Borkowskiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Warszawa, dnia 18 wrzesnia 2025 r,

s Ao
Z 6?&‘0("{‘”“
Dr hab. Ewa Szolajska

Srodowiskowa pracownia Hodowli Komérkowych
i Produkcji Biatek Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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