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Streszczenie

Wirus grypy ma otoczke lipidowa i wchodzi do komérki gospodarza
poprzez mechanizm endocytozy. W proces uwolnienia materiatu ge-
netycznego zaangazowane jest grypowe biatko blonowe — hemagluty-
nina (HA). Fuzja pomiedzy blonami wirusa i komérki gospodarza od-
bywa sie dzieki obecnos$ci N-konicowego fragmentu podjednostki HA2
hemaglutyniny, ktéry bezposrednio oddzialtuje z btona i jest nazywany
peptydem fuzyjnym (fusion peptide, HAfp), poniewaz jest zdolny do
samodzielnego taczenia bton w formie syntetycznego fragmentu. Jego
C-konicowa cze$¢ zawiera trzy aminokwasy (W21-Y22-G23), ktére sa
$cisle zachowane wsréd serotypow grypy typu A. Pokazano, ze dtugosé
peptydu ma wplyw na jego strukture: HAfp1-20 tworzy ,bumerang”
w przeciwienstwie do ,spinki do wloséw” tworzonej przez HAfp1-23.
W celu lepszego zrozumienia roli trzech zachowanych aminokwaséw
badalismy wplyw dlugosci peptydu na zdolnosci fuzyjne, dynamike
strukturalng oraz oddziatywanie z dwuwarstwa lipidowa. Dzieki sy-
mulacjom dynamiki molekularnej i pomiarom spektroskopowym po-
kazali$my, Ze obecnos¢ trzech C-koricowych aminokwaséw promu-
je formowanie si¢ ,spinki do wloséw”. W przeciwienstwie do mniej
ustrukturyzowanego HAfp1-20 ,spinka” jest zorientowana prostopa-
dle do plaszczyzny blony i powoduje powstawanie wiekszego niepo-
rzadku w otaczajacych ja lipidach. Stosujac nowy sposéb wizualizacji
fuzji oparty na mikroskopii czaséw zycia (FLIM) i obrazowaniu liposo-
moéw GUV (gian unilamellar vesicles), zaobserwowali$my, ze HAfp1-23
posredniczy fuzji efektywniej niz HAfp1-20. Ponadto zaobserwowa-
ne przez nas formowanie sie nowej fazy lipidowej w btonach bogatych
w cholesterol indukowane jest jedynie przez dluzszy peptyd. Redy-
strybucja sktadnikéw plynnych bton wydaje sie odgrywac istotna role
w procesie fuzji blonowe;j.

Stowa kluczowe: wirus grypy « sztuczne systemy blonowe « fuzja blo-
nowa  mikroskopia konfokalna « oddzialywanie peptyd-btona
Abstract

Influenza is an enveloped virus which enters the host cell through en-
docytosis-mediated mechanism. To enable the release genetic material,
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a process of fusion between viral and host cell membranes occurs, which
is mediated by influenza hemagglutinin (HA) protein. The N-terminal
fragment of hemagglutinin HA2 subunit, directly interacting with the
membrane, is named a fusion peptide (HAfp), since it is able to pro-
mote fusion also as a synthetic fragment. Its C-terminal part contains
three residues (W21-Y22-G23), which are highly conserved among
various serotypes of Influenza A. It has been shown that the peptide
length has an influence on its structure: HAfp1-20 forms a boomerang
in contrast to a tight helical hairpin formed by HAfp1-23. To gain more
insight into the role of the conserved residues, we studied the effect of
peptide length on fusion properties, its structural dynamics, and par-
titioning to the phospholipid bilayer. By means of molecular dyna-mics
simulations and spectroscopic measurements, we showed that the
presence of three C-terminal residues in HAfp1-23 promotes the for-
mation of hairpin structure. In contrast to less structured HAfp1-20,
it orients perpendicularly to the membrane plane and induces more
disorder in the surrounding lipids. Using a novel fusion visualization
assay based on FLIM microscopy on giant unilamellar vesicles (GUV),
we observed that HAfp1-23 promotes fusion to a higher extent than
HAfp1-20. Moreover, we report cholesterol-enriched domain forma-
tion exclusively by the longer fusion peptide. This redistribution of
membrane components in fluid phases is likely to play a role during
membrane fusion.

Keywords: influenza virus « artificial membrane systems « membrane

fusion « confocal microscopy « peptide-lipid interactions

WPROWADZENIE

Wejscie wirusa do komorki gospodarza

Podczas cyklu replikacyjnego wirusy musza umies-
ci¢ swoj materiat genetyczny w komérce gospodarza.
Dla wirus6w majacych otoczke lipidows, do ktérych
zalicza sie wirus grypy nalezacy do rodziny orto-
myksowiruséw (Ortomyxoviridae), wiaze sie to z ko-
nieczno$cia polaczenia (fuzji) bton otoczki z btona
komérkowa (ryc. 1). Etap ten realizowany jest za po-
$rednictwem tzw. wirusowych biatek fuzyjnych (ang.
viral fusion proteins, VFP), bedacych oligomerycz-
nymi glikoproteinami z jednej strony zakotwiczony-
mi w blonie otoczki wirusa (ryc. 1). Pod wplywem
zmian $rodowiskowych, takich jak np. zmiana pH
w Srodowisku endosomu, biatka te zmieniaja konfor-
macje, eksponujac druga cze$¢ biatka bezposrednio
kotwiczaca sie w blonie komorki (ryc. 1).

W przypadku wirusa grypy role VFP odgrywa hema-
glutynina (HA) syntetyzowana jako prekursor HAO,
ktérej ciecie proteolityczne prowadzi do powsta-
nia fanncuchéw HA1 i HA2. N-koricowa cze$c¢ biat-
ka HA2, ktéra bezposrednio oddzialuje z btong, nosi
nazwe peptydu fuzyjnego (fusion peptide, fp). Wiek-

szo$¢ N-koncowych aminokwaséw jest dobrze za-
chowana wéréd wyréznianych 16 typow serologicz-
nych wirusa grypy typu A (tab. 1).

Warto zauwazy¢, ze o ile sekwencje wirusa typu A i B
sa do siebie podobne, o tyle sekwencja peptydu fuzyj-
nego wirusa typu C, najczesciej wywolujacego lekkie
infekcje u ludzi, znacznie si¢ od nich rézni. W przy-
padku wirusa typu A uwage zwraca takze obecno$¢
trzech C-konicowych aminokwaséw W21-Y22-G23
we wszystkich serotypach. Za rozprzestrzenianie sie
epidemii ptasiej grypy w latach 2003-2005 odpowie-
dzialny byl typ H5N1!, a $winskiej grypy w 2009 roku
— wiele typdw z grupy A, przy czym gléwnie HIN1.
Nie wiadomo natomiast doktadnie, jakie czynniki
strukturalne wirusa grypy powoduja jego zdolnos¢
do transmisji miedzygatunkowej. Badania nad tymi
zagadnieniami oraz nad tworzeniem wiruséw hybry-
dowych sa goracym tematem badan oraz debat na-
ukowcow, etykdw i agencji rzadowych.

1.  Wirus grypy typu A klasyfikowany jest réwniez na pod-
stawie innego biatka wirusowego — neuraminidazy (NA
lub N), z wyréznieniem 9 typéw (N1-N9). Typ B ma jeden
typ N, natomiast typ C nie posiada neuraminidazy wcale.
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# RNA wirusa

Y receptor hemaglutyniny

00 kanatl jonowy

jadro komérkowe

hemaglutynina (HA):
b w srodowisku zewnatrzkomérkowym

Y w srodowisku endosomu

Ryc. 1. Schemat zakazenia wirusem grypy. Na powierzchni komérki trimeryczna hemaglutynina (HA) wirusa taczy sie z kwasem sialowym,
ktdry odgrywa role receptora. Wirus jest wchtaniany do wnetrza dzieki endocytozie. W kwasnym srodowisku endosomu dochodzi do zmiany
konformacyjnej HA i do eksponowania peptydu fuzyjnego, ktéry kotwiczy sie w btonie endosomu. W rezultacie nastepuije fuzja lipidowej otoczki
wirusowej i btony endosomu, co umozliwia przedostanie sie RNA wirusa do jadra komdrkowego. Rysunek przygotowano na podstawie [1, 2.

Struktura peptydu fuzyjnego

Badania nad peptydami fuzyjnymi wirusa grypy
(HAfp) zostaly rozpoczete w latach osiemdziesia-
tych ubieglego stulecia. Wykazano m.in. zdolnos$¢
do wigzania si¢ do liposoméw utworzonych z POPC
niezaleznie od pH, przy czym liposomy zawiera-
jace cholesterol mogly by¢ taczone jedynie poni-
zej pH 6, co odpowiada srodowisku endosomu [4].
Rézna zdolnosé do taczenia liposomoéw zaobserwo-
wano w funkcji dlugosci (1-16 oraz 1-20) peptydu
fuzyjnego [5]. Zalezno$¢ zmian wielkosci obserwo-
wanych w spektroskopii emisyjnej od warunkéow
srodowiskowych zostata zbadana przez Clague i in.
[6]. Prace z uzyciem spektroskopii NMR wskazaty
na glebsze zakotwiczanie sie peptydu i wieksza za-
wartos¢ struktur helikalnych przy nizszym pH [7].
Zwrécono takze uwage na zmiany konformacyjne
peptyduw pH 5i7,4 [8].

Jednakze nowe $wiatlo na, jak by sie moglo wydawac,
dobrze zbadany obiekt rzucaja prace z ostatnich lat
[9-13], w ktérych autorzy pokazuja, ze peptyd fuzyj-
ny zawierajacy wszystkie 23 aminokwasy w micel-
lach z dodecylofosfatydylocholiny przyjmuje kon-
formacje typu ,spinka’; utworzona przez fragmenty
Gly'-Gly"? oraz Trp"-Gly* z Gly** stanowiacg bardzo
krétkie zgiecie (ryc. 2).

Calo$¢ stabilizowana jest licznymi wiagzaniami wo-
dorowymi, co z pewno$cia ulatwia insercje pep-
tydu do blony ze wzgledu na niekorzystna ener-
gie insercji swobodnych grup amidowych [14].
Jak podkreslaja autorzy, przez ostatnie kilkana-
$cie lat peptydy fuzyjne wirusa grypy byly najcze-

$ciej badane w formie Gly'-Gly* bez uwzglednie-
nia §cisle zachowanych 3 ostatnich aminokwaséw
(Trp*-Tyr*-Gly*) (tab. 1). W wielu badaniach
taki 20-aminokwasowy fragment byl bezposred-
nio taczony z silnie hydrofilowym fragmentem za-
pewniajacym lepsza rozpuszczalno$é w §rodowi-
sku wodnym. Okazuje sie jednak, ze konformacje
peptydu oraz sposéb jego funkcjonowania moga
$cisle zaleze¢ od jego dlugosci i formy peptydu.
Uwage rowniez zwraca czeste wystepowanie mo-
tywu GxxG oraz GxxxG w calej dtugosci peptydu,
przy czym ten ostatni znany jest jako czynnik cze-
sto wystepujacy w helisach transbfonowych [15].
Otwiera to na nowo problem szczegétowej charak-
terystyki oddziatywan peptydu fuzyjnego w réz-
nych srodowiskach. Czytelnik bardziej zaintereso-
wany szczeg6tami strukturalnymi jest odsylany do
pracy przegladowej [16].

Fuzja btonowa jako cel terapeutyczny

Proponowane badania dotycza jednego z kluczo-
wych etapow infekcji wirusa grypy, ktérej lecze-
nie mimo ogromnego postepu w rozwoju $rod-
kéw i szczepionek przeciwwirusowych jest nadal
niesatysfakcjonujace. W samej Polsce w sezonach
2013/2014 oraz 2014/2015 liczba zachorowan i po-
dejrzen zachorowan na grype przekraczata 3 mln
(wg danych Panstwowego Zaktadu Higieny). Nato-
miast z powodéw infekcji szczepem H5N1 na calym
$wiecie (tzw. ptasia grypa) zmarto 355 oséb z po-
twierdzonych 602 przypadkéw [17]. Podkresla to
wazno$¢ problemu i potrzebe stwarzania nowych
srodkéw farmakologicznych uzywanych zaréw-
no w zapobieganiu zachorowaniom sezonowym,
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Ryc. 2. (A) HAfp1-20, pH=>5, konformacja ,bumerangu” z fragmentem helisy 3-10 na C-koricu, utworzonej w pH fuzyjnym; (PDB ID: 1IBN) (B) HAfp1-
23 pH=7,4, konformacja ,spinki do wtoséw", widok z boku; (PDB ID: 2KXA) (C) HAfp1-20, pH=7,4, konformacja ,spinki do wtoséw", widok z boku; (PDB
ID: 2KXA) (D) HAfp1-23, pH=7,4, widok z boku. Kolorem czerwonym zaznaczono aminokwasy o charakterze kwasowym, zielonym — aminokwasy

polarne, a biatym — aminokwasy hydrofobowe.

jak i przeciw szczepom mogacym wywotac epide-
mie lub pandemie.

Obecnie stosowane leki przeciw wirusom gry-
py mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza zapo-
biega zakwaszeniu srodowiska endosomu koniecz-
nego do zmian konformacyjnych hemaglutyniny
(ryc. 1) poprzez stosowanie pierscieniowych amin
pierwszorzedowych [substancja czynna: amanta-
dyna, preparaty zarejestrowane w Polsce: Amantix
(Merz), Vigeryt K (Egis); pochodna amantadyny, ry-
mantydyna, preparat: Rimantin (Genexo)]. Prepa-
raty te jednak wykazuja sie skutecznym dzialaniem
jedynie w pierwszych stadiach infekcji. Druga stra-
tegia polega na hamowaniu aktywnos$ci neuramini-
dazy, ktérej poprawne dzialanie jest niezbedne do
skladania nowo powstalych czgsteczek wirusa w ko-
morce gospodarza [substancja czynna: oseltamiwir,
preparat: Tamiflu (Roche), oraz zanamiwir, prepa-
rat Relenza (GlaxoSmithKline Export Ltd., Wielka
Brytania)]. W przypadku szczepionek (w Polsce jest
zarejestrowanych facznie osiem preparatéw réznych
firm) zawierajacych antygeny powierzchniowe i ele-

menty struktur wewnetrznych, gtéwnie szczepéw
H1N1 oraz H3N2, istnieje problem waznosci tylko
w jednym sezonie grypowym ze wzgledu na szybka
zmienno$¢ genetyczna w obrebie calych biatek wi-
rusowych. Strategia uderzajaca w mechanizm fuzji
wirusa z btona komdérkowa gospodarza wydaje sie
interesujaca ze wzgledu na bardzo niska zmiennos¢
sekwencji peptydu fuzyjnego hemaglutyniny (tab. 1).
Zrozumienie molekularnych podstaw oddzialywan
peptydu fuzyjnego wirusa grypy jest kluczowe w zro-
zumieniu poczatkowych etapéw inwazji wirusowej
oraz w projektowaniu potencjalnych strategii farma-
kologicznych.

Btony lipidowe i sztuczne systemy btonowe

W toku badan nad biatkami blonowymi czesto ko-
nieczne jest zastosowanie sztucznych systeméw
btonowych. Blona zywej komérki oprécz lipidéw
zawiera liczne biatka i inne elementy, co ze wzgle-
du na jej stopient skomplikowania uniemozliwitoby
przygotowanie uktadu eksperymentalnego i wyko-
nanie pomiaréw. Przykladowym systemem blono-

30
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wym s3 jednowarstwowe pecherzyki powszechnie
uzywane w badaniach z powodu ich naturalnego
ksztattu, czesto wystepujacego w systemach biolo-
gicznych w przeciwienstwie do planarnych syste-
mow blonowych. Liposomy stosowane sa réwniez
w badaniach klinicznych, gdzie wstrzykiwane pa-
cjentom obnizaja toksycznos¢ lekéw, umozliwia-
jac ich dostarczanie bezposrednio do chorej tkanki,
na przyklad do guzéw nowotworowych. Mozli-
we jest otrzymywanie liposoméw réznej wielkosci:
od matych liposoméw (small unilamellar vesicles
— SUVs), poprzez duze pecherzyki (large unilamel-
lar vesicles — LUVs) o $rednicy 50-200 nm, azZ po
ogromne jednowarstwowe pecherzyki (giant unila-
mellar vesicles — GUVs). SUV-y skladaja si¢ jedy-
nie z kilkuset lipidéw i maja $rednice nie wieksza
niz 100 nm. Wieksze od nich sa duze jednowarstwo-
we pecherzyki LUV, ktére moga przypominaé we-
wnatrzkomoérkowe pecherzyki, takie jak lizosomy.
Z powodu ksztaltu ich membrana jest stabilniejsza
i bardziej upakowana w poréwnaniu z mniejszymi
pecherzykami SUV. To sprawia, ze LUV-y sa do-
brym modelem do badan, na przyktad zaklécen
wywolywanych przez lipidy lub biatka. Najwieksze
pecherzyki, GUV-y o $rednicy wynoszacej okoto
kilkudziesieciu mikrometréw, sg tatwe w przygoto-
waniu, sklad ich membrany moze by¢ §cisle kontro-
lowany oraz pozwalaja na ich obserwacje w mikro-
skopie optycznym [18, 19].

Jednowarstwowe liposomy GUV mozna otrzymac
metoda elektroformacji. Polega ona na podlacze-
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niu pradu zmiennego do dwéch platynowych dru-
téw, na ktérych powierzchni znajduje sie film lipi-
dowy. Film ten uzyskuje sie poprzez natozenie na
kazdy drut roztworu lipidéw oraz barwnika fluore-
scencyjnego, ktérym pokrywa sie druty az do catko-
witego odparowania roztworu. Aby mie¢ pewnos¢,
ze rozpuszczalnik, czyli chloroform, calkowicie od-
parowal, druty umieszcza sie w cieplarce. Druty po-
kryte filmem lipidowym zanurza sie¢ w roztworze
sacharozy znajdujacym sie w komorze teflonowej.
Nastepnie komore podlacza sie do generatora pra-
du [19] (stosowano prad o napieciu 3 V i czestotli-
wosci 10 Hz przez 2 godziny, nastepnie co 30 min
zmniejszano czestotliwo$¢ do 2 Hz). Tak przygoto-
wane liposomy transferuje si¢ do komory umozli-
wiajacej obrazowanie, wypelnionej roztworem bu-
forowym o takiej samej osmotycznosci jak roztwér
sacharozy (tu 0,3 M).

METODY BADAWCZE

Gléwnymi metodami badawczymi projektu byly
spektroskopia fluorescencyjna oraz rézne techniki
mikroskopii fluorescencyjnej. Spektroskopia fluore-
scencyjna jest poteznym narzedziem w badaniach
oddziatywan biatko-lipid ze wzgledu na rézne wlas-
nosci emisyjne tryptofanu w $rodowisku wodnym
i niepolarnym (takim jak btona) (ryc. 3). Widma pep-
tydu w przypadku dodawania porcji liposoméw, po
stosownej analizie polegajacej na odjeciu tfa i wygta-
dzeniu oraz zastosowaniu poprawek na rozcienczenie,
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Ryc. 3. (A) zarejestrowane widma fluorescencji peptydu HAfp1-23 przy dodawaniu liposomdw SUV utworzonych z DOPC (liczby oznaczajg stezenie
w M); (B) widma po odjeciu tta i wygtadzeniu, widmo réznicowe (czarna linia przerywana) oraz prosta (kolor niebieski), odpowiadajaca maksymalne;
réznicy miedzy pierwszym i ostatnim widmem (w tym przypadku dla 328 nm). (C) punkty pobrane z widm odpowiadajacych danym stezeniom,

z uwzglednieniem poprawki na objeto$é, znormalizowane do 1. Do tak przetworzonych danych dopasowuije sie krzywa umozliwiajacg wyznaczenie

energii oddziatywania peptydu z btong [20].
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sa przeksztalcane do postaci danych, do ktérych dopa-
sowanie krzywej pozwala na uzyskanie statej inkorpo-
racji [20, 21].

Wielko$¢ ta jest miarg energii swobodnej tworzo-
nego kompleksu, dlatego moze by¢ bezposrednio
poréwnywana dla réznych mutacji peptyddéw, skta-
du liposoméw i warunkéw srodowiskowych (pH,
sila jonowa, temperatura). Inny sposéb wykorzy-
stania tej techniki, pozwalajacy na stwierdzenie
naruszenia ciaglosci dwuwarstwy lipidowej, polega
na przygotowywaniu liposoméw z zamknieta por-
cja barwnika fluorescencyjnego. Jego stezenie jest
dobrane tak, ze bedac w $rodku liposomu, ulega
samowygaszeniu, natomiast jego fluorescencja jest
wykrywalna, jezeli jest on uwalniany na zewnatrz,
np. w wyniku powstajacych w blonie poréw. Prze-
ciekanie liposoméw mozna bada¢ réwniez za po-
moca mikroskopii fluorescencyjnej, ktéra w wersji
skaningowej i konfokalnej umozliwia wykonywa-
nie obrazéw znakowanych fluorescencyjnie struk-
tur z rozdzielczo$cia rzedu dlugosci fali $wietlnej.
W wersji konfokalnej $wiatto pochodzace z innych
plaszczyzn niz plaszczyzna wzbudzenia jest blo-
kowane przez aperture kotowa (ang. pinhole), co
znacznie zmniejsza efekt rozmycia rejestrowanych
obrazéw. Na potrzeby projektu opracowano no-
watorski sposéb obrazowania i oceny ilosciowej
zachodzacej fuzji blonowej indukowanej pepty-
dami fuzyjnymi miedzy liposomami GUV i LUV,
w ktérych btonach sg umieszczone barwniki flu-
orescencyjne. Miedzy tymi barwnikami w trakcie
fuzji dochodzi do rezonansowego przeniesienia
energii (FRET) (ryc. 4). Efektywno$¢ zajscia zjawi-
ska FRET byla mierzona na podstawie wyznacza-
nia czas6w zycia donora z wykorzystaniem tech-
niki mikroskopowej FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy) w trybie TCSPC (Time Cor-
related Single Photon Counting). Obok technik
eksperymentalnych wazna czescia projektu byly
symulacje dynamiki molekularnej dajacej komple-
mentarny obraz zachowania sie peptydow fuzyj-
nych i otaczajacych ich lipidéw na poziomie poje-
dynczych atoméw.

ZACHOWANIE SIE PEPTYDOW W DWUWARSTWIE
LIPIDOWEJ

Réznice w strukturach peptydéw o dlugosciach
20 (HAfp1-20) i 23 aminokwaséw (HAfp1-23)
okreslone odpowiednio jako ,bumerang” [8] oraz
»spinka do wlos6w” [9] pozwalaja na postawienie
waznego pytania dotyczacego sposobu oddziaty-
wania N-koncowego fragmentu podjednostki HA2
hemaglutyniny. Pytanie to jest szczegdlnie zasad-

ne, gdy wezmiemy pod uwage, ze chetnie badane
ze wzgledu na stosunkowa tatwos$¢ peptydy fuzyj-
ne sa jedynie molekulami modelowymi, na pod-
stawie ktorych wysnuwane sa wnioski dotyczace
zachodzacych proceséw w naturze, a wiec z udzia-
tem catych biatek. Swiadomi tych ograniczen wy-
szli§my z zaloZenia, ze rozszerzenie peptydu fuzyj-
nego o zachowane C-konicowe aminokwasy moze
pozwoli¢ dostrzec nieopisywane dotychczas zjawi-
ska. Dzieki poprowadzeniu prac w spos6b réwno-
legly: eksperymentalny i symulacyjny, doszlismy
do wniosku, ze wieksza zdolnos$¢ do fuzji btono-
wej jest zwiazana z konformacja peptydu. Peptyd
HAfp1-23, majacy wieksza zdolnos¢ do fuzji bion,
przyjmuje czeéciej konformacje typu ,spinka do
wloséw” i jest zakotwiczony glebiej w dwuwar-
stwie w poréwnaniu z peptydem HAfp1-20, cze-
$ciej przyjmujacym konformacje otwarta (,bume-
rang”) i lokujacym sie blizej granicy btona-woda.
Jednocze$nie zauwazono, ze dla HAfp1-23 prze-
waza ustawienie prostopadte (osie helikalnych ra-
mion ,spinki” sa prostopadte do ptaszczyzny bto-
ny), co umozliwitoby rozsadne ,wyprowadzenie”
tancucha polipeptydowego z btony w przypadku
biatka o pelnej dlugosci. Ten aspekt byl podno-
szony w literaturze w pracy [9]. Jednoczes$nie uzy-
skano ciekawy zestaw wynikéw dotyczacy wpltywu
inkorporacji peptydéw fuzyjnych do dwuwarstwy
lipidowej. Zaréwno pomiary czaséw zycia analogu
lipidu C6-NBD-PE [22], jak i symulacje dynamiki
molekularnej wskazuja na wystepowanie wieksze-
go nieporzadku taiicuchéw fosfolipidow, w przy-
padku kiedy wbudowywany jest peptyd HAfp1-23,
w poréwnaniu z HAfp1-20.

Dzieki eksperymentom z uzyciem fluorescencyj-
nie znakowanego peptydu HAfp1-23 i obrazowa-
niu liposoméw typu GUV utworzonych z mieszanki
DOPC/sfingomielina cholesterol 2/2/1 (mol) udato
sie nam okresli¢ preferencje do oddzialywania pep-
tydu z faza lipid disordered (Ld) w poréwnaniu z faza
lipid ordered (Lo) (ryc. 4).

Wynik ten bardzo dobrze koresponduje z uzyska-
nymi wynikami dotyczacymi mniej korzystnej ener-
gii Gibbsa inkorporacji peptydéw w blonach fosfo-
lipidowych na podstawie danych spektroskopowych
[23, 24]. Jednoczesnie zaobserwowano ciekawe zja-
wisko indukcji makroskopowego ruchu domen indu-
kowanego peptydem (ryc. 5).

Co wiegcej, w przypadku peptydu HAfp1-23 zaobser-
wowano dotychczas nieopisywana w literaturze dla
peptydu fuzyjnego grypy zdolno$¢ do indukowania
nowej fazy lipidowej w blonach zawierajacych cho-
lesterol (ryc. 6).
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Ryc. 4. Przyktadowe liposomy GUV ztozone z lipidéw DOPC, cholesterolu i sfingomieliny Atto647-PE (magenta) z separacjg faz Lo/Ld. Do liposoméw
dodano peptyd fuzyjny AHAfp1-23 z dotaczonym barwnikiem Alexa fluor 488 (zielony), ktdrego stezenie wynosito 5 M. (A) zielony — detekcja

dla zakresu emisji z maksimum emisji 525 nm dla barwnika Alexa fluor 488, (B) magenta — detekcja dla zakresu emisji z maksimum 669 nm

dla barwnika Atto647N, (C) natozone obrazy A i B.

Ryc. 5. Projekcja 3D (z-stack) liposomdw GUV ztozonych z lipidéw DOPC, cholesterolu i sfingomieliny w stosunku molowym (2:1:2) z barwnikiem
DOPE-Atto647-PE z separacja faz Lo/Ld. Do liposomdw dodano peptyd fuzyjny HAfp1-23 (3 uM). Na rysunku widoczna jest zmiana potozenia faz
lipidowych dla liposomdw (A) z peptydem fuzyjnym HAfp1-23 oraz (B) bez peptydu fuzyjnego. Obraz liposomu wykonywano w odstepie 5 minut.

T

Ryc. 6. Liposom GUV ztozony z lipidéw POPC oraz cholesterolu w stosunku molowym 60:40 z barwnikiem DOPE-Atto647-PE (magenta).

Do liposomu dodano mieszanke peptydéw fuzyjnych AHAfp1-23 oraz HAfp1-23 (zielony) w stosunku molowym 1:1, ktérych stezenie wynosito

7 mM. (A) zielony - detekcja dla zakresu emisji z maksimum emisji 525 nm dla barwnika Alexa fluor 488, (B) magenta — detekcja dla zakresu emisji
z maksimum 669 nm dla barwnika Atto647N, (C), (F) natozone obrazy odpowiednio A B.
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W nowych pracach podobne zjawisko zaobserwo-
wano dla petli bialkowej wirusa zapalenia watroby
typu C oddzialujacej z blona [25]. Zaobserwowano
takze zwiekszone paczkowanie z obszaru granicy faz
Lo/Ld, co z kolei dobrze koresponduje z faktem obser-
wacji miejsc fuzji w przypadku wirusa HIV [26]. Wy-
daje nam sie, ze sa to zjawiska istotne w procesie fuzji,
poniewaz przez wypychanie lipidéw z fazy lamelarnej
prowadza do indukowania krzywizny dwuwarstwy,
obnizajac tym samym bariere energetyczna na proces
fuzji z drugim fragmentem blisko sgsiadujacej btony.

Co dala realizacja grantu Polpharma?

+ Realizacja grantu przyniosta wiele nowych danych
fizykochemicznych i obserwacji nowych, dotych-
czas niescharakteryzowanych zjawisk zachodza-
cych z udzialem peptydéw fuzyjnych. Ponizej naj-
wazniejsze spostrzezenia.

+ Charakterystyka ilo§ciowa energetyki wigzania
peptydéw — mimo podobnych wartos$ci energii
swobodnej Gibbsa w pH 5 peptyd HAfp1-23 po-
woduje wydajniejsza fuzje blonowa.

+ Spadek energii swobodnej Gibbsa wiazania dla
peptydéw w blonach zawierajacych cholesterol

PISMIENNICTWO

jest odwrotnie skorelowany ze zdolnoscia do fu-
zji.

+ Badania mikroskopowe oraz symulacje dynamiki
molekularnej wskazaly na wieksze wprowadzanie
nieporzadku w otaczajacych fosfolipidach przez
dluzszy peptyd.

+ Peptyd w ,pelnej” formie (HAfp1-23) w blonach
zawierajacych cholesterol powoduje powstawanie
nowej fazy lipidowe;j. Jest to zjawisko dotychczas
nieopisywane dla peptydu fuzyjnego grypy.

Dalsze kierunki badan

Opracowany sposéb mikroskopowej wizualizacji
i oceny ilosciowej fuzji pomiedzy bfonami lipido-
wymi otwiera nowe mozliwo$ci badawcze. Dzieki
temu, ze uzywa sie tu dwoch rodzajéw liposomoéw,
sposéb ten w przyszlos$ci moze by¢ wykorzystywa-
ny do oceny fuzji otoczek lipidowych calych wirio-
néw grypy, jak réwniez rekonstytuowanej hema-
glutyniny o pelnej dtugosci w btonach o wybranym
sktadzie. Mozliwe jest takze sprawdzanie substancji
chemicznych dzialajacych jako potencjalne inhibi-
tory fuzji.
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