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CCM  cholesterol consensus motif) 

CT  ogon cytoplazmatyczny (ang. cytoplasmic tail) 

DLS  dynamic light scattering) 

E11A   

FCS  spektroskopia korelacji fluorescencji (ang. fluorescence correlation  

spectroscopy) 
FP  peptyd fuzyjny (ang. fusion peptide) 

FP WT  peptyd fuzyjny dzikiego typu (ang. fusion peptide wild type) 

FLIM  fluorescence lifetime imaging  

microscopy) 

FRET  fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii (ang. fluorescence  

resonance energy transfer) 

GUV  olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. giant unilamellar vesicle) 

H1   

podtypu H1 

H1long  

 

 

H1-TMD-H1  

H1-TMD-H3  

 

H3   

podtypu H3 
H3long  

 

 

HA  hemaglutynina 

HA0  prekursor hemaglutyniny 

HA1  podjednostka pierwsza hemaglutyniny 

HA2  podjednostka druga hemaglutyniny 

LUV  large unilamellar vesicles) 

MADLS multi-angle dynamic  

light scattering) 

POPC  1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3- fosfatydylocholina 
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SLB   (ang. supported lipid bilayer) 

SUV   small unilamellar vesicles) 

TMD  transmembrane domain) 

VLP  virus-like particles) 

W14A   
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Streszczenie 

Hemaglutynina (HA) jest jednym 

typu A. W trakcie dojrzewania HA jej prekursor HA0 ulega ciu na podjednostki HA1 oraz 

natomiast HA2 

- , tzw. peptyd fuzyjny FP (ang. fusion 

peptide), eksponowany w wyniku niskiego pH , 

Z kolei C- a a TMD (ang. 

transmembrane domain), odpowiedzialna za za , a 

prawdopodobnie 

sklasyfikowanych w grupach filogenetycznych na podstawie sekwencji 

aminokwasowej. Obecnie w populacji ludzkiej wirusy grypy ce 

HA podtypu H1 (grupa 1) oraz H3 (grupa 2). Sekwencja FP jest zachowana w toku ewolucji, 

 

poznana

 e 

TMD  . Jednak pozostaje 

w literaturze. 

niniejszej  Aby 

sekwencjom aminokwasowym 

FP i TMD 

kiej (nazywane dalej jako H1, H3) oraz wy onej (nazywane dalej jako 

 

ykorzystano virus-

like particle)  -TMD-H1) lub HA podtypu H1 z 

wymienion TMD na podtypu H3 (H1-TMD-H3). Eksperymenty 

liposom  oraz dwuwarstwy lipidowej na SLB (ang. 

supported lipid bilayer

(ang. membrane lipid order) FLIM (ang. 

http://rcin.org.pl
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fluorescence lifetime imaging microscopy

przeprowadzano test na  

-FRET  

mikroskopi  fluorescencyjnym rezonansem przeniesienia energii 

(ang. fluorescence lifetime imaging microscopy-fluorescence resonance energy transfer). 

Przeprowadzone b

 : TMD z H1 

powod ast z H3 jej spadek. Ponadto 

TMD  W 

eksperymentach z VLP zaobserwowano tendencje H1-TMD-  

-TMD-H1. 
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Abstract 

Hemagglutinin (HA) is one of the major surface proteins of the influenza A virus. During 

maturation, HA0 precursor is cleaved into two subunits, HA1 and HA2 subunits. They perform 

different functions: HA1 is responsible for the receptor binding at the host cell surface, while 

HA2 mediates viral fusion in the late endosomes. The N-terminal part of the HA2 subunit acts 

as a fusion peptide (FP). Under low pH conditions in the late endosomes, FP is exposed and 

initiates fusion. The C-terminal part of the HA2 is transmembrane domain (TMD), which 

anchors the protein in the membrane and possibly performs an important function in the fusion 

process. So far, 18 subtypes of HA have been identified, classified into two phylogenetic 

groups based on the amino acid sequence of the protein. Currently, the most prevalent 

subtypes circulating in the human population are H1 (group 1) and H3 (group 2). While FP 

sequences are conserved between subtypes, TMD sequences diverge significantly. Although 

the role of FP in the fusion process has been well characterized, the function of TMD still 

remains poorly understood. It has been shown that the presence of TMD is essential for the 

complete fusion process of the viral envelope with late endosomal membranes. Some studies 

suggest that an interaction between FP and TMD is responsible for full fusion. However, the 

presence of this interaction remains a contentious issue in the literature. 

The main aim of the dissertation was to examine the potential interaction between FP 

and TMD. To examine this, series of experiments with peptides and full-length HA were carried 

out. Peptides with amino acids sequences corresponding to FP and TMD from H1 and H3 

subtypes were used in the studies. Synthetic peptides corresponding to TMD were utilized in 

two versions: shorter (H1, H3) and longer (H1long, H3long). The longer versions were 

extended with amino acids that can interact with cholesterol. In addition, virus-like particles 

(VLP) were used, with full-length HA of the H1 subtype (H1-TMD-H1) or HA of the H1 subtype 

with the TMD fragment replaced by that from the H3 subtype (H1-TMD-H3). Liposomes and 

supported lipid bilayers (SLB) with different lipid compositions were utilized as artificial lipid 

membrane models. To examine synergic interaction between peptides, individual peptides 

and FP:TMD mixtures were used. The work aimed to biophysically characterize the action of 

the peptides in the membrane. To measure the fusion activity, a series of fluorescence 

experiments was performed. Moreover, membrane lipid order was investigated by 

fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) using a dye sensitive to membrane lipid 

order. Finally, the fusion activity test of VLP with SLB was carried out using FLIM-FRET 

(fluorescence lifetime imaging microscopy-fluorescence resonance energy transfer).  

The research showed a lack of interaction between FP and TMD. However, differences 

were observed in the membrane activity of TMDs from divergent phylogenetic groups. While 

http://rcin.org.pl
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H1 induced membrane ordering, H3 caused a decrease in the lipid order. Moreover, the results 

suggest that TMD affects the fusion activity of HA. Moreover, it was observed that TMD may 

influence the fusion activity of the full-length protein. The experiments with VLP revealed a 

tendency suggesting that H1-TMD-H3 exhibits higher fusion activity than H1-TMD-H1. 
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1.  
1.1. Wirus grypy 

1.1.1. Charakterystyka wirusa grypy  

Wirus grypy infekuje , 

 

 

 & Palese, 2008]. Do tej pory 

Obecnie p

zachoro

a sytuacja ma miejsce z wirusami 

 

Rycina 1a

Ponadto w 

/NEP. 

-F2 oraz PA-

 & Wang, 

A, PB1 oraz PB2. PA, PB1 oraz PB2, 

w eokapsydu (NP), tworz  kompleks rybonukleinowy (vRNP) [Bouvier & 

Palese, 2008].  

antygenowe (ang. antigenic drift

(Rycina 1b, c
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, 

antygenowego (ang. antigenic shift

, 

 

Morens, 2010].  

 
Rycina 1 : a b) kompleks rybonukleinowy 
(vRNP), c) osiem . HA  hemaglutynina; M1  
macierzy 1; M2  ; NA  neuraminidaza; NP  bia nukleokapsydu; NS1  

 1; NS2/NEP  ; PA, 
PB1, PB2- a polimerazy RNA kompleksu vRNP; PA-X, 
PB1-F2  a . Oryginalna ilustracja z 
publikacji [Liang, 2023]  

1.1.2. Cykl replikacyjny wirusa grypy   

z resztami kwasu sjalowego (kwas N-acetyloneuraminowy). HA preferencyjnie rozpoznaje 

- -2,3, 

odpowiednio w przypadku grypy ludzkiej lub ptasiej [Gambaryan i wsp., 1997; Matrosovich i 

-

h 

-2,3. Specyficzne rozpoznawanie 

-  ludzi oraz 
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brakiem transmisji drog  kropelkow  [Matrosovich i wsp., 2004; Zhao i wsp., 2022]. Badania 

sugeruj , e w przesz o ci mutacje w miejscu wi zania reszt kwasu sjalowego ptasiej grypy 

odgrywa y istotn  rol  w wywo ywaniu pandemii [Glaser i wsp., 2005].

Po zwi zaniu si  do powierzchni komórki, wirus grypy wnika do komórki w wyniku 

endocytozy lub makropinocytozy, a nast pnie trafia do pó nych endosomów (Rycina 2). W 

rodowisku kwa nym pó nych endosomów (pH 5-5,5) HA ulega zmianom konformacyjnym, 

co skutkuje ekspozycj  fragmentu HA i fuzj wirusa [Galloway i wsp., 2013]. Proces fuzji,

kluczowy w badaniach tej pracy, zosta  szczegó owo opisany w rozdziale 1.4. Nast pnie do 

wn trza wirionu za pomoc  kana u jonowego M2 s  transportowane jony H+. W niskim pH 

bia ko macierzy M1 ulega zmianom konformacyjnym, co os abia jego oddzia ywanie z 

kompleksem rybonukleinowym (vRNP). W rezultacie vRNP od cza si  od M1 i jest uwalniane 

do cytoplazmy. 

W kolejnym etapie vRNP jest transportowany do j dra komórkowego, gdzie dochodzi 

do zachodzi transkrypcji oraz replikacji RNA [Sempere Borau & Stertz, 2021]. Kolejno 

wyeksportowane z j dra wirusowe RNA stanowi matryc  dla syntezy bia ek. Bia ka otoczki 

wirusowej HA, NA i M2 ulegaj  translacji w szorstkiej siateczce cytoplazmatycznej i nast pnie 

s  transportowane do b ony komórkowej. Inne bia ka wirusowe syntezowane w cytoplazmie 

oraz RNA s  selektywnie pakowane do wirionu [Li i wsp., 2021]. Uwolnienie wirusa jest 

mo liwe dzi ki aktywno ci NA, która usuwa reszty kwasu sjalowego z powierzchni komórki, 

dzi ki czemu wirus nie wi e si  ponownie z t  sam  komórk  [Lentz i wsp., 1987; McAuley i 

wsp., 2019].

Rycina 2 Cykl replikacyjny wirusa grypy typu A. Autorski schemat na podstawie ilustracji z 
publikacji [Nuwarda i wsp., 2021], udost pnionej na licencji CC BY 4.0.

http://rcin.org.pl
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1.2. Hemaglutynina  
1.2.1. Struktura hemaglutyniny 

Hemaglutynina jest syntezowana w postaci prekursora HA0, w formie homotrimera. 

Rycina 

3

wys

trypsynopodobnych (ang. trypsin-like protease

- 10]. 

 -

i wsp., 1992; Horimoto i wsp., 1994; Sun i wsp., 2010; Suguitan i wsp., 2012].   

podstawie sekwencji aminokwasowej na dwie grupy filogenetyczne: 

[Air, 1981; Wu i wsp., 2014]. Podtypy H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17, H18 

grupy 2 (Rycina 4

-

-74% w grupie 1 i 50-67% w 

grupie 2  [Nobusawa i wsp., 1991].  

 

 

 
 

http://rcin.org.pl



17

Rycina 3 A) Struktura monomeru hemaglutyniny, B) Struktura homotrimeru hemaglutyniny 
podtypu H1 przed fuzj , C) Schemat przedstawiaj cy ci cie proteolityczne prekursora HA0 na 
podjednostki HA1 oraz HA2. Struktury przedstawione na panelu A i B zosta y wygenerowane
na podstawie PDB:6HJR przy u yciu programu Chimera, panel C ilustracja autorska.

Rycina 4 Drzewo filogenetyczne hemaglutyniny przedstawiaj ce 18 podtypów hemaglutyniny 
z podzia em na grupy filogenetyczne. Ilustracja zmodyfikowana z publikacji [Wu i wsp., 2014], 
za zgod  wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance Center.

Ektodomena

s-s

FP

FP

TMD CT

TMD CT

N-

N- N--C -C

-C
HA0

HA1 HA2

Peptyd
fuzyjny (FP)

Domena
transb onowa (TMD)

FP

TMD

A) B)

C)

777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777
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1.2.2. Funkcje podjednostek HA1 oraz HA2 

  

wirusowej -kartek. W 

receptor-binding site

i 220 oraz helisy 

190 [Skehel & Wiley, 2000]. 

- -

-helis (ang. coiled-coil

 -27 reszt aminokwasowych oraz ogona 

-14 reszt aminokwasowych [Khrustalev i 

10 reszt aminokwasowych. Na N-

-

kotwiczenie HA w otoczce wirusowej, 

[Benton i wsp., 2020; Eller i wsp., 2021]. Rola FP, TMD i CT w fuzji zo

-1.4.4. 

1.2.3. Modyfikacje potranslacyjne hemaglutyniny 

Hemaglutynina ulega modyfikacjom potranslacyjnym N-glikozylacji i S-acetylacji w 

siateczce endoplazmatycznej oraz w aparacie Golgiego. Proces N-glikozylacji polega na 

-X-S/T-Y, gdzie X i Y to 

dow

zonowej 

-acetylacji HA 
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1.3.  

budowy, struktury oraz organizacji dwuwarstwy lipidowej jest konieczne do zrozumienia 

 

1.3.1. Budowa dwuwarstwy lipidowej 

Z  on

 

[Simons & Van Meer, 1988; Brown i wsp., 1992]. Simons i Ikonen [1997] podsumowali 

Rycina 

5

-

kwa  

detergent-resistant membranes

detergent-soluble membranes

ada i wsp., 1995].  

o (ang. liquid-ordered phase) oraz fazy 

d (ang. liquid-disordered phase) [Ipsen i wsp., 1987; 

Kaiser i wsp., 2009]. Faza Lo

 [Simons & Vaz, 2004]. Do modelowych 

o oraz Ld, 

 giant unilamellar vesicle

supported lipid bilayer

 giant plasma 

http://rcin.org.pl
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membrane vesicle), otrzymywane z komórek. Podobnie jak w GUV i SLB, w p cherzykach 

b ony plazmatycznej obserwuje si  s  fazy Lo i Ld w skali m. W odró nieniu od liposomów 

GMPV zawieraj  one lipidy oraz bia ka, które wyst puj  w b onie komórkowej [Veit & Thaa, 

2011]. 

Zarówno frakcja DRM jak i faza ciek okrystaliczna uporz dkowana Lo nie odzwierciedlaj  

w pe ni domen, które wyst puj  w b onach komórkowych. Domeny w b onie komórkowej 

ywych komórek s  dynamiczne oraz maj  rozmiar poni ej 200 nm, przez to s  trudne do 

uchwycenia w eksperymentach mikroskopowych. Jednym z rozwi za , które pozwala na 

zbadanie tratw lipidowych w komórce jest stosowanie metod mikroskopii wysokorozdzielczej 

[Sezgin i wsp., 2017].

Rycina 5 Schemat przedstawiaj cy model tratw lipidowych. Zmodyfikowana ilustracja z
publikacji [Ripa i wsp., 2021], udost pnionej na licencji CC BY 4.0.

1.3.2. Sk ad lipidowy b on komórkowych

Do zrozumienia w pe ni fuzji wirusa grypy z komórkami, kluczowe jest uwzgl dnienie roli 

lipidów w tym procesie. Sk ad lipidowy b on komórkowych ró ni si  w zale no ci od organelli 

komórkowych oraz typu komórek [van Meer i wsp., 2008]. Wyst puje tak e asymetria w 

sk adzie lipidowym pomi dzy zewn trznym i wewn trznym listkiem dwuwarstwy lipidowej 

niektórych organelli. 

Znaczn  cz  lipidów b on biologicznych komórek cz owieka stanowi  

glicerofosfolipidy, które zbudowane s  z hydrofilowej cz ci, tzw. “g owy”, oraz hydrofobowych 

ogonów w glowodorowych [Alberts i wsp., 2015]. Najbardziej powszechne glicerofosfolipidy 

to fosfatydylocholina (PC) (ponad 50% wszystkich fosfolipidów), fosfatydyloetanoloamina 

Palmitylowane bia ko

Tratwa lipidowaPozosta a b ona

Cholesterol Sfingomielina

Glikolipid

Bia ko zakotwiczone za pomoc  GPI 

Pozosta a b ona
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(PE), fosfatydyloseryna (PS) oraz fosfatydyloinozytol 

, , zbudowany jest z 

cerofosfolipidami 

ingomielina 

(SM). 

grypy,  

lipidowemu 

, bogatego w cholesterol [Zhang i wsp, 2000; 

Takeda i wsp., 2003].  

uwarunkowany jest stosunkiem 

 W  : 

, takich jak 

lizofosfatydylocholina (LysoPC), promuje powstanie krzywizny dodatniej (ang. positive 

curvature). Z kolei 

powstanie krzywizny ujemnej (ang. negative curvature

Rycina 6) [Meher & Chakraborty, 2019; 

White i wsp., 2023].  

, 

e 

dik i wsp., 1995].  
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Rycina 6 . : 
LysoPC  lizofosfatydylocholina; PC  fosfatydylocholina; PE  fosfatydyloetanoloamina. 
Zmodyfikowana ilustracja z publikacji [White i wsp., 2023] icencji CC BY 
4.0. 

1.4. Proces fuzji wirusowej 

wy 

scharakteryzowane 

schematu fuzji (Rycina 7

stalk

a do utworzenia 

poru fuzyjnego. P

 

przebiega spontanicznie  

B -Martin i wsp., 2017; 

charakterystyczne jest struktura -

http://rcin.org.pl
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White & 

  

 

 
Rycina 7 . 
Rysunek autorski na podstawie publikacji [Joardar i wsp., 2022]. 

1.4.1. Fuzja wirusa grypy  

endosomach (Rycina 8 z receptorem reszt kwasu sjalowego, wirus wnika do 

ekspozycji N-  

aktywacja HA zachodzi przy pH w zakresie 4.6 - 

, 

- 

i C- 

, jak 

hemifuzja wirusa grypy zachodzi prawdopodobnie dwuetapowo: powstanie struktur typu 

http://rcin.org.pl
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Ostatecznie Lee, 2010; Risselada i 

-Ausborn i wsp., 2000, Imai i wsp., 2006], a 

oraz TMD.  

 

 
Rycina 8 
endosomach (FP  peptyd fuzyjny, TMD  ). Zmodyfikowana ilustracja 
z publikacji [Chang i wsp., 2008],  

1.4.2. Rola peptydu fuzyjnego (FP) w fuzji wirusa grypy 

Peptyd fuzyjny jest to N- -23 reszt 

procesie 

[Lousa & Soares, 2021].  

. W 

-

1987; Skehel & Wiley, 2000

odpowi

http://rcin.org.pl
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FP HAfp23 jest zachowana w toku ewolucji 

filogenetycznych [Cross i wsp., 2009;  Worch, 2014].  

Rycina 9). Z kolei 

tzw. bumerangu (ang. boomerang), n

 (ang. hairpin) [Ghosh i wsp., 2013; Lorieau i wsp., 

FP, stabilizowana jest konformacja pep membrane-

spanning conformation) [Han i wsp., 2001; Lorieau i wsp, 2011; Lousa i wsp., 2020]. Struktura 

 

HAfp23. 

 

prowadzone 

prowadzi do  [Cross i wsp., 

2009]. Syntetyczne peptydy FP z 

 

m

cjacji fuzji.  

Czynnikiem  

 1987, Wharton i wsp., 1988], natomiast 

 

roztworu [Lousa & Soares, 2021]. Protruzja rzadko zachodzi w dwuwarstwie lipidowej. To 

wskazuje na to

http://rcin.org.pl
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i wsp.

[Pabis i wsp., 2020].  

[Larsson & Kasson, 2013]. 

membrane lipid 

order

enie lub zmniejsze Przeprowadzone badania 

 & 

przez HAfp23 zaobserwowano w badaniach eksperymentalnych [Ghosh & Weliky, 

, 

HAfp20 [Worch i wsp., 2017]. Z kolei, inne badania eksperymentalne z peptydem HAfp20 

 Chakraborty i wsp., 

m.in. z 

lipidowej.  

negative 

curvature  

 

nadal nieznany. Na 

ch  

niniejszej pracy.  
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Rycina 9 Struktury peptydu fuzyjnego hemaglutyniny, A) Struktura bumerangu  FP o 

w pH 5 (PDB: 1IBN), B) Struktura spinki 
 FP 

2KXA). Struktury wygenerowane na podstawie danych PDB  programu Chimera. 

1.4.3.  

-27 reszt aminokwasowych oraz 

znajduje - -helisy. W 

, i 

 

TMD po

 & Worch, 2020]. Sekwencja 

 & Worch, 2020]. TMD z 

helis w 

homotrimerze. Mniejsze upakowanie homotrimera TMD hemaglutyniny z podtypu H6 (grupa 

[Kordyukova i wsp., 2011]. 

, 

procesie fuzji. P FP indukuje , a z kolei 

t & Dutch, 2020]. Jednak w latach 

90  

(glikozylofosfatydyloinozytol

http://rcin.org.pl
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a natywnej 

a 

[Schroth-Diez i wsp., 1998]. 

 na do inicjacji 

  

etapu hemif

, 

2015]. Z drugiej strony, Ranaweera i wsp. -MS 

(ang. hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry

 Potrzebne 

 P:TMD oraz jego 

fuzji. 

, 

membrane lipid order), co w 

dkowania 

 

positive membrane curvature  

1997a

http://rcin.org.pl
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t & Dutch, 

linker), M ono 

acji 

ektodomeny prawdopodobnie jasne, czy za 

, 

em, 

nadal 

 

1.4.4. Rola acetylacji oraz ogona cytoplazmatycznego (CT) w fuzji  

jest reszta kwasu stearynowego lub palmitynowego, podczas gdy dwie reszty cysteiny 

aczne.  

mutacjami acetylacji 

a 

a

z grupy 1, u 

& Williams, 1990; Sakai i wsp., 2002; Wagner i wsp., 2005]. Natomiast deacetylacja reszt 

k  

http://rcin.org.pl
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wirusopodobne VLP (ang. virus-like particle,

  

zastosowaniem 

. Tabela 1 

podsumowuje 

ch acetylacji HA  

C-

b]. Natomiast 

 na fuzje 

 
  
Tabela 1 

podtypy. 

Podtyp 
HA 

Metoda badania  
fuzji  

Fuzja Referencja 

H1, H2, 
H7 

 -  

[Sakai i wsp., 2002], [Naeve & 
Williams, 1990], [Wagner i wsp., 
2005] 
 

H3 

 
+  

[Steinhauer i wsp., 1991] 

H1 
VLP z HA a liposomami  + [Chlanda i wsp., 2017] 

H3 
liposomami + [Chlanda i wsp., 2017] 

Gdzie: (-  

http://rcin.org.pl
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1.5.  

, 

 

1.5.1. Rola cholesterolu w fuzji wirusa grypy  

 

skutkuje 

 

, 

FP,  

1.5.2.  

ne z 

, 

http://rcin.org.pl
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elektronowej oraz superrozdzielczej mikroskopii FPALM (ang. fluorescence photoactivation 

localization microscopy

 

naukowcy zastosowali  

o (model 

d to 

: i 

pozyskane 

d , jak i w GMPV [Nikolaus i wsp., 2010; 

Wilson i wsp., 2

o i Ld [Parton i wsp., 2013].  Badania z DRM oraz mikroskopowe 

o, i Ld 

 

1.5.3. Rola TMD i acetylacji w lokalizacji hemaglutyniny 

TMD oraz acetylacji reszt cysteinowych [Scheiffele i wsp., 1997; Melkonian i wsp., 1999]. 

bi

[Melikyan i wsp. 1999]. 

potencjal

cholesterol consensus motif -R/K-I/V/L-Y/W, 

w kt

z cholesterolem (Rycina 10) [De Vries i wsp., 2015]. Mutanty HA (podtyp H7) z zamienionym 

2010; de Vries i wsp., 2015; Hu i wsp., 2019].   

aminokwasowa (Y- -  jako potencjalny odpowiednik CCM [Hu i 

http://rcin.org.pl
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wsp., 2019]. Wymieniona sekwencja znajduje si  na ko cu regionu cznika oraz na pocz tku 

TMD. Mutacje w obr bie tego motywu powoduj , e HA (podtyp H2) w mniejszym stopniu 

lokalizuj  si  we frakcji nierozpuszczalnej w detergencie DRM w porównaniu do bia ka

niezmutowanego [Lin i wsp., 1998]. Zmiana lokalizacji HA sugeruje, e reszty aminokwasowe 

znajduj ce si  na pocz tku TMD mog  oddzia ywa z cholesterolem, wp ywaj c na 

umiejscowienie w b onie. Jednak e symulacje molekularne z TMD podtypu H1 wykaza y brak

specyficznych oddzia ywa  mi dzy TMD a cholesterolem [Michalski & Setny, 2023a]. 

W a ciwo ci strukturalne TMD mog  równie  wp ywa  na lokalizacj  HA w b onie. 

Jednym z parametrów opisuj cym struktur  domen transb onowych jest wspó czynnik 

dost pno ci powierzchni ASA (ang. accessible surface area), który okre la stopie  ekspozycji 

reszt aminokwasowych do rodowiska lipidowego [Yuan i wsp., 2006]. Badania sugeruj , e 

TMD z mniejszym wspó czynnikiem ASA preferencyjnie lokalizuj  si  w tratwach lipidowych 

[Lorent i wsp., 2017]. Analiza porównawcza TMD z podtypów H1 (grupa 1) i H3 (grupa 2)

wykaza a, e TMD z H1 charakteryzuje si  mniejszym wspó czynnikiem ASA. Wskazuje to, 

e podtyp H1 bardziej preferencyjnie lokalizuje si  w tratwach lipidowych ni  podtyp H3 

[Kubiszewski-Jakubiak & Worch, 2020]. 

Poza sekwencj  aminokwasow  oraz struktur  TMD, za lokalizacj  HA z grupy 1 w 

b onie mog  odpowiada  acetylacje. Pokazano, e S-acetylacje s  wymagane do lokalizacji 

HA (podtyp H2) we frakcji DRM [Melkonian i wsp., 1999]. Kwesti  nie do ko ca jasn  

pozostaje lokalizacja HA w b onie w zale no ci od podtypów hemaglutyniny z ró nych grup 

filogenetycznych.

Rycina 10 Motyw wi cy cholesterol (CCM) w sekwencjach hemaglutynin nale cych do 
grupy 2 (zaznaczony niebieskimi strza kami). Oryginalna ilustracja z publikacji 
[Hu i wsp., 2019], za zgod wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance 
Center.
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1.6.  

Ich zaletami  

wykorzystania w eksperymentach.  

 

0) do 

singletowego stanu wzbudzonego (S1 0 

stanu S1 do stanu trypletowego (T1

0

m fluorofor znajduje 

 

, 

-  Metody 

fluorescencyjne wykorzy  

ch 

modelach lipidowych ,takich ,jak i w 

 

m 

fluorescencyjnych, jak i rozpraszania 

lipidowych [Edwards & Baeumner, 2006].  

1.6.1. Mikroskopia FRET-FLIM 

Fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii FRET (ang. fluorescence 

resonance energy transfer) jest  bezpromienistym przekazaniu 

 FRET 

http://rcin.org.pl
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akceptora.  

, 

 oraz 

 

 

 (1.1) 

Gdzie: D - 0 - 

, - 

donora do akceptora 

 

fluorescence lifetime imaging 

microscopy

-

k

 zaniku zgodnie ze wzorem [Lakowicz, 2006; 

Periasamy & Mazumder, 2015].  

 (1.2) 

Gdzie: Ampi - i - - liczba 

 

 

i wybielania

biologicznych

 

 Metoda FLIM-
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-

 fotowybielania 

[Lakowicz, 2006]. Metoda FLIM- , m.in. 

fuzji wirusowej [Carlon-Andres & Padilla-Parra, 2020]. 

1.6.2. Spektroskopia korelacji fluorescencji FCS 

Spektroskopia korelacji fluorescencji FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy) 

nej oraz 

 

-

o

Rycina 

11A  

 (1.4) 

Gdzie: 0, z0 -  

 

Rycina 

11B

elator 

 

 
(1.3) 

Gdzie:  F(t) -  - czas korelacji 

 

pozwala na wyznaczenie czasu d

http://rcin.org.pl
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1) w stan trypletowy (T1) 

przestrzeni, dla jednego fluoroforu [Weidemann & Schwille, 2009]: 

 (1.4) 

 
(1.5) 

 
(1.6) 

Gdzie: Gt - autokorelacja trypletu, Gd - autokorelacja dyfuzji translacyjnej,  fT - 

fluorescencji trypletu,  - czas korelacji, T - czas dyfuzji trypletu, c - 

fluorescencyjnego, Veff - D - czas dyfuzji fluoroforu,  - parametr 

strukturalny  = z0/ 0 

 

dwuwymiarowej przestrzeni. 

model matematyczny funkcji autokorelacji: 

 
(1.8) 

Gdzie:  fT   -  - czas korelacji, T    - czas dyfuzji trypletu, 

c- eff - D  - czas dyfuzji fluoroforu 
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pomiarowej ( 0) zgodnie ze wzorem: 

 (1.7) 

Gdzie: D- m2/s), d czas dyfuzji ( s), 0 - m) 

 

 przez Magdego i wsp. [1972] do 

obserwacji  

a do analizy 

 

organizmach modelowych (ryby i muszki owocowe) [Sankaran & Wohland, 2023]. Do zalet tej 

.  

 
Rycina 11 asad  techniki FCS, A) O

elipsoidy, z0, 0  , B) P
korelatora 

oraz krzywa autokorelacji zowa) 
(czarna). Rysunek autorski na podstawie [Weidemann & Schwille, 2009]. 

http://rcin.org.pl
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1.6.3.  

dynamic light scattering) to technika 

, jest wykorzystywana m.in. do mierzenia 

tej e 

 

 

Rycina 12a). Do analizy tych fluktuacji, 

Rycina 12b). 

 

iem Stokesa-Einsteina: 

 
(1.9) 

Gdzie: d(H) - odynamiczny B - - temperatura, D- 

-  

 

 a 

 

, jest opisane przez teorie Rayleigha. 

 

multi-angle dynamic light scattering). W 

e

http://rcin.org.pl
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Rycina 12 Zasada pomiaru DLS)

oraz , b) Funkcja autokorelacji dla 
Oryginalna ilustracja z publikacji 

[Falke & Betzel, 2019] . Zgoda udzielona przez Copyright Clearance 
Center. 
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2. Cele pracy 

powierzchniowe wirusa. 

procesu nadal pozostaje ni

, 

do przeprowadzenia 

zachowane w toku ewolucji 

 

Jedna z hipotez, przedstawiona przez Changa i wsp. [2008], 

elem niniejszej 

oraz zbadanie jego 

 

 

 

W celu weryfikacji przedstawionej hipotezy zaplanowano  

1. 

aminokwasowym TMD s wbudowane  

2. 

ich mieszanek. 

3. 

 

 

 

zrozumienie roli TMD w procesie fuzji wirusa grypy indukowanej przez HA.   

http://rcin.org.pl
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3.  
3.1. Stosowane odczynniki, bufory oraz lipidy 

Odczynniki chemiczne stosowane w eksperymentach przedstawia Tabela 2. 

 

Tabela 2 Odczynniki chemiczne 

Odczynnik  Producent 

Akrylamid Sigma 

Chlorek sodu NaCl Sigma 

Chlorek wapnia CaCl2 Sigma 

Chloroform Merck 

Etanol Merck 

HEPES Roth 

Kwas chromowy CHEMPUR 

Kwas cytrynowy Roth 

Metanol POCH 

N-acetylo-L-tryptofan amid (NATA) Sigma  

N-acetylo-L-tyrozyna (NALT) SAFC 

Sacharoza Sigma 

Triton X-100 Roth 

Wodorotlenek sodu NaOH Sigma 
 

przedstawia Tabela 3. 
 
Tabela 3 Spis wykorzystanych  

Bufor  

buforu pH 5 10 mM kwas cytrynowy, 150 mM NaCl 

bufor pH 5 z wapniem  10 mM kwas cytrynowy, 150 mM NaCl, 3 mM CaCl2  

bufor pH 7,4 10 mM HEPES, 150 mM NaCl  

  
 
 

http://rcin.org.pl



43 

przedstawia odpowiednio 

Tabela 4 oraz Tabela 5. 
 
Tabela 4  

Lipid Producent 

Cholesterol Avanti Polar Lipids 

PEG PE Avanti Polar Lipids 

POPC Avanti Polar Lipids 

 
 

  
Tabela 5 fluorescencyjnych 

Barwnik fluorescencyjny  Producent 

Alexa 488 Invitrogen 

Atto 488 DOPE ATTO-TEC 

kalceina Sigma 

NBD-PE (16:0 NBD PE) Invitrogen 

C6-NBD-PE (16:0-06:0 NBD PE) Avanti Polar Lipids 

Dansyl-PE Avanti Polar Lipids 

Rh-PE Invitrogen 

 

chloroform:metanol.  
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3.2.  

Stosowane syntetyczne peptydy przedstawia Tabela 6. 
 
Tabela 6 

 

Nazwa Sekwencja aminokwasowa (M-1cm-1) Producent 

FP GLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGSGKKKKD 12490 Lipopharm 

W14A  GLFGAIAGFIEGGAQGMVDGWYGSGKKKKD 6990 Lipopharm 

E11A GLFGAIAGFIAGGWQGMVDGWYGSGKKKKD 12490 Lipopharm 

H1               ILAIYSTVASSLVLVVSLGAISGKKKKD 1490 Biomatik 

H1long          YQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISGKKKKD 2980 Biomatik 

H3              LWISFAISCFLLCVALLGFIMSGKKKKD 5500 Biomatik 

H3long GYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMSGKKKKD 12490 Lipopharm 
 

hemaglutyniny odpowiednio z podtyp  H1 

dodatkowe  

 

zmierzono ich  -Beera  

 NanoPhotometer NP80 (Implen)

stosowano 

 

 
virus-like particles

Szymona Kubiszewskiego-

artykule [Borkowska i wsp., 2024]. 

 

 H1-TMD- podtypu H1  

 H1-TMD- fragmentem TMD 

ym z podtypu H3  
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Sekwencje podjednostki HA2 obecne w ach H1-TMD-H1 oraz H1-TMD-H3 

przedstawia Rycina 13. 

proteazy Xa (NEB). 

 
Rycina 13 
wirusopodobnych H1-TMD-H1 i H1-TMD-H3, ilustracja autorska. 

http://rcin.org.pl



46 

3.3.  
3.3.1. Liposomy GUV 

giant unilamellar vesicle) wykonano 

elektroformacji [Angelova & Dimitrov, 1986]. W tym celu wykorzystano 

 

 M sacharozy i wykonywano elektroformacj  

 Hz 

przez 30 minut. 

63). 

.

szoku osmotycznego i rozpadowi 

przygotowane i obrazowane tego samego dnia. 

3.3.2. Liposomy LUV 

Liposomy typu LUV (ang. large unilamellar vesicle

, 

pozostawiano na 4 godziny 

dynamic light 

scattering  

3.3.3. Liposomy SUV 

Liposomy typu SUV (ang. small unilamellar vesicl

. N

na 4 godziny 

http://rcin.org.pl
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3.3.4. Dwuwarstwa lipidowa typu SLB 

supported lipid bilaye

zoptymalizowane 4.7. Po zoptymalizowaniu 

procesu opisem przedstawionym w tym rozdziale. 

3.2. 

barwnika Atto 488 

o 

2 

wirusopodobnych. 

3.3.5.  

dynamic light 

scattering

multi-angle light scattering

pomiar liczby 

, , 

 

. 
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3.4.  
3.4.1.  

przeprowadzono test oparty o zjawisko FRET [Dennison i wsp. 2009; Zhang i wsp., 2013]. W 

dansyl-PE 

. D

tyrozyny (Tyr) dla 

spektrofluorymetrze Horiba FluoroMax-

-PE obserwowano w zakresie 420-540 nm dla Tyr oraz 

420-

dansyl-

odpowiedniego 

wykonane w   

3.4.2. 
akrylamidu 

aromatycznych reszt aminokwasowych dla wygaszacza fluorescencji, i tym samym 

sprawdzenie, 

o akrylamidu  

[Follenius & Gerard, 1983; Aran Terol i wsp. 2015]. Akrylamid nie wygasza wydajnie 

  reszt 

aromatycznych w peptydach 

-acetylo-L-

tryptofanu (NATA) oraz N-acetylo-L-tyrozyny (NALT) w buforze pH 5.  

nywano 

w buforze pH 5 oraz po dodaniu 

na spektrofluorymetrze Horiba Fluoromax-

(Hellma). Trp oraz NATA wzbudzano a Tyr i NALT 

-400 nm dla 

http://rcin.org.pl
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Trp i NATA oraz 290-400 nm dla Tyr i NALT. W eksperymencie miareczkowano wybrany 

 48 

trzech 

 

maksimum emisji reszt Trp i Tyr, odpowiednio 340 nm (dla H3, H3long i NATA) oraz 305 nm 

(dla H1, H1long i NALT). W przypadku dla reszt Tyr (wzbudzanych przy 280 nm) stosowano 

NanoPhotometer NP80 (Implen) w tej samej kuwecie 4 x 10 mm (Hellma) y 

przeprowadzane pomiary fluorescencji. Mierzono absorbancje akrylamidu od 0 do 48 

buforze pH 5. Przy wzbudzeniu 295 nm stosowanym dla reszt Trp absorpcja akrylamidu dla 

48  

 

 

 (3.1) 

Gdzie: Fcorr - obs - obserwowana 

EX oraz AEM - absorbancja akrylamidu przy 280 i 

305 nm. 

 

W celu wyznaczenia -

[Lakowicz, 2006]: 

 (3.2) 

Gdzie: F0 -  - 

SV - -Volmera  
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3.4.3. - lipid mixing) 

fluorescence resonance energy transfer lipid mixing) 

ch donora 

i akceptora z niebarwionymi liposomami dochodzi do oddalenia od siebie donora i akceptora. 

Tym samym obserwuje transferu FRET. Test przeprowadzano na 

- -bottom, chimney well) w 

przy 

wzbudzeniu 

liposomy 

-PE i 1 mol% N-Rh- ieszane w 

proporcji 1:9 (barwione/niebarwione) przy  

 

850 s, w momencie, gdy 

Tritonu X-

 Eksperymenty 

 o finalnym 

trzy dla peptydu o 

 

3.4.4. - 
(ang. leakage assay) 

leakage assay). 

http://rcin.org.pl
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-

(Greiner, F-bottom, chimney well) w temperaturze pokojowej. W pomiarach wykorzystano 

wzbudzenie barwnika fluorescencyjnego przy 495 nm i obserwowano emisj  przy 515 nm. W 

opisem 

z  

chromatografii size exclusion chromatography -10 

 

stopnia 

lipid:peptyd), wymieszano roz

Tritonu X-

mie

czterech 

 

3.4.5. -  

etapie y zgodnie z 

 w liposomach LUV przez uwodnienie filmu lipidowego roztworem barwnika. 

size exclusion chromatography -10 (GE Healthcare). 

, ane z kolumny oraz 

http://rcin.org.pl
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obserwowano przy 515 nm. 

, 

no 

 

, -100, i mierzono przez 

, 

. 

3.5. Obrazowanie mikroskopowe  
3.5.1. Obrazowanie mikroskopowe FLIM  

fluorescence lifetime imaging microscopy) wykorzystano mikroskop konfokalny Leica TCS 

Pomiary wykonywano 

- iem filtra bandpass 500-550. Do 

0,25 mol% C6-NBD-

uzyskania  . W badaniach wykonano pomiary z liposomami bez dodatku 

peptydu jako kontrolne eksperymenty oraz z odpowiednimi peptydami i mieszankami 

 e  

 

wykonane 

dekonwolucji z wygene instrument response 

function).  
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dwuekspotencjalne krzywe zaniku, zgodnie ze wzorem [Lakowicz, 2006]: 

 
(3.3) 

Gdzie: Ampi - i - - liczba 

 

 

 

 
(3.4) 

Gdzie: amp - z czas  i - 

i, i -  

 

danych eksperymentalnych. W -NDE-PE, 

wyznakowanego barwnikiem fluorescencyjnym NBD 

.  

3.5.2.  

, 

(ang. fluorescence correlation spectroscopy y na wyznaczenie 

a 

pokojowej.  wzbudzano 

zakresie 500-650 nm.  

eff). 

est barwnik o znanym 

 wyznacz  
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promie  
2/s [Petrov i wsp., 2006]. W jednym eksperymencie 

10 s, ono

trzy eksperymenty, a 

otrzymanych danych eksperymentalnych dopasowano krzywe funkcji autokorelacji. 

Dopaso  

 

 
(3.5) 

Gdzie: fT   -  - czas korelacji, T    - czas dyfuzji trypletu, 

c- eff - D  - czas dyfuzji 

fluoroforu,   - parametr strukturalny  

 

 wynosi 5. 

e wyniki eksperymentu FCS dla roztworu Alexa 488 przedstawia  Rycina Z 1 oraz 

Tabela Z 1 e .  

Na podstawie dopasowanej krzywej program Zeiss ZEN D) 

barwnika Alexa 488  

pomiarowej.  

 

 (3.6) 

Gdzie: D- m2/s), d czas dyfuzji ( s), 0 - m) 

 

Wyznaczony 

 

miejsca do  
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wzbudzano a -

K , miejsce pomiaru FCS w 

 

o  

 

, wykorzystano wz  (1.8), przedstawionym 

w rozdziale 1

 

3.5.3. Obrazowanie mikroskopowe FLIM-FRET  

Pomiary FLIM-

H1-TMD-H1 i H1-TMD- -FRET wykonano na mikroskopie  Leica TCS 

w temperatur

- -550.  W 

-PE. Test pozwala na 

ci 

przedstawia Tabela 7

lipidowej wykorzystano 

-PE oraz akceptor Rh-PE (KP). Przeprowadzono dwie kontrole 

-PE (n

-PE, z dodatkiem 

100 -

, mog  

 

rwiono przez dodanie roztworu Rh- . 
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VLP 

, 

tach 

, 

Dopasowanie krzywych wykonywano zgodnie z opisem zawartym w rozdziale 3.4.1. 

 

Tabela 7 -  

Nazwa  

Donor  SLB: POPC/chol/PEG-PE/NBD-PE (55/40/5/0.05 mol %) 

KP SLB: POPC/chol/PEG-PE/Rh-PE/NBD-PE (55/40/5/0.25/0.05 mol %) 

KN SLB: POPC/chol/PEG-PE/NBD-PE (55/40/5/0.05 mol %) 
+ LUV: POPC/Rh-PE (100/0.25 mol %)  

H1-TMD-H1 SLB: POPC/chol/PEG-PE/NBD-PE(55/40/5/0.05 mol %) 
+ H1-TMD- -PE) 

H1-TMD-H3 SLB: POPC/chol/PEG-PE/NBD-PE (55/40/5/0.05 mol %) 
+ H1-TMD- -PE) 

3.5.4. Analiza statystyczna 

y wykonane 

programowania Python. Dane przedstawiano w formie 

odchyleniem standardowym SD (ang. standard deviation). Do danych eksperymentalnych 

Dane dla ,  

FLIM i FRET-FLIM (ang. boxplot) z . 

-FLIM 

X2 

dopasowania krzywych autokorelacji oraz wyznaczania 

wykorzystano program Zeiss ZEN. Do wszystkich analiz statystycznych wykorzystano 

nieparametryczny test Manna-
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4. Wyniki  
4.1.  

, przeprowadzono eksperyment FRET. W 

obecne w peptydach, jako donory. 

-PE). reszty Trp w 

-

a Rycina 14).  

ci 

lub Tyr a barwnikiem dansyl-PE (Rycina 15 i Rycina 16). Wyniki eksperymentu tym samym 

SUV. 

 
Rycina 14 

 do y
DLS, zavr = 52 nm. 
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Rycina 15 -PE w liposomach 

-
reszty Trp. n=2 

 
Rycina 16 -PE w liposomach 

-
reszty Tyr. n=2 
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4.2. 
 

, przeprowadzono eksperyment, 

 reszt aromatycznych Trp oraz Tyr 

[Follenius & Gerard, 1983; Strambini & Gonnelli, 2010]. Wygaszanie fluorescencji reszt 

 

, czy peptyd jest 

peptydem powierzchniowym ,

[Sureshbabu i 

wsp., 2009]. 

 

 

tyrozyny N-acetylo-L-tyrozyne (NALT) oraz analogu tryptofanu amid N-acetylo-L-

tryptofanu (NATA). Przeprowadzono pomiary wygaszania fluorescencji przez akrylamid w 

buforze pH 5. W obu 

aminokwasowych (Rycina 17 SV dla Tyr wynosi 

ok. 38 M-1, natomiast dla Trp wynosi odpowiednio ok. 20 M-1 [Khrapunov i wsp., 2002; 

Strambini & Gonnelli, 2010]. W przedstawionych w pracy doktorskiej eksperymentach 

SV   Tabela 8 SV 

wygaszanie fluorescencji przez akrylamid. 
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Rycina 17 Wykres F0/F 

5. Wyniki przedstawiono jak 
  odchylenie standardowe SD (n=3). 

18 oraz 19. 

 
Tabela 8 SV 

 

Aminokwas KSV [M-1] 

N-acetylo-L-tryptofan (NATA)  

N-acetylo-L-tyrozyna (NALT)  

 

, 3 

http://rcin.org.pl
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wbudowane 

0/F w 

-Volmera dla wszystkich 

 Rycina 18 oraz Rycina 19. Z dopasowanych krzywych uzyskano 

-Volmera (Tabela 9). 

 
Rycina 18 Wykresy F0 a wygaszacza akrylamidu z dopasowanymi 
krzywymi Sterna-

. 
odchylenie standardowe SD (n=3). 

 
Rycina 19 Wykresy F0 a wygaszacza akrylamidu z dopasowanymi 
krzywymi Sterna-

. 
odchylenie standardowe SD (n=3). 
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Tabela 9 SV 
 

Peptyd KSV w buforze [M-1] KSV -1] 

H1   

H1long   

H3   

H3long   

 

4.3.  

leakage assay

a  w tym FP 

hemaglutyniny [Sainz i wsp., 2005; Rice i wsp., 2022]. Prawdopodobnie wyciekanie 

 

a 

, 

hemaglutyniny. 

, potencjalnie 

em. 

przedstawia Tabela 10

cholesterolowych. W eksperymentach wykorzystano indywidualne peptydy oraz 

, a tym samym zbadanie  

y 

, zastosowanie 
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Tabela 10 

 

Peptyd Sekwencja aminokwasowa 

H1long  YQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISGKKKKD 

H3long GYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMSGKKKKD 
 

W eksperymentach jako model dwuwarstwy lipidowej wykorzystano liposomy typu 

analizowano 

Rycina 20). Przygotowanie 

tak zoptymalizowane, aby 

 

 
Rycina 20 

z avr = 135 nm. 

, jak i 

POPC/chol (60/40%) (Rycina 21 oraz Rycina 22

rwowano wzrostu 

. W
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mieszanka FP+H1long.  

 
Rycina 21 pojedyncze 
peptydy oraz 
Stosunek peptyd:lipid 1:50 (n=12). Analizy statystyczne przeprowadzono z 
wykorzystaniem testu Manna Whitneya.  
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Rycina 22 pojedyncze 

mol%) w pH 5.  Stosunek peptyd:lipid 1:50, n=12. Analizy statystyczne 
przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna Whitneya.  

4.4.  

 

w czasie, indukowanego przez natywny peptyd fuzyjny FP (FP WT) oraz mutanty W14A, 

peptydu fuzyjnego. W 

m 

 

( m 7,4) 

z cholesterolem.  
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, 

 wy  

W14A 30% (Rycina 23

Rycina 24). 

dla E11A, FP WT i W14A (Rycina 25

kuwecie, , a  

 

 
Rycina 23 , indukowane przez 

. Stosunek 
peptyd:lipid 1:50 (n=3). 
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Rycina 24 , indukowane przez 
peptydy FP WT, E11A, W14A w liposomach LUV . 
Stosunek peptyd:lipid 1:50 (n=3). 

 
Rycina 25 , indukowane przez 
peptydy FP WT, E11A, W14A w liposomach LUV 
7,4. Stosunek peptyd:lipid 1:50 (n=3). 
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4.5. 
 

(ang. lipid mixing

e 

 

czemu uzyskano 

 

Rycina 20). 

peptydu FP (Rycina 26

M (stosunek 1:10 lipid:peptyd) FP procent 

o peptydu 2 M 

przy 

, a 

no 

 

 
Rycina 26 Procent mieszania y przez FP w 

. Wyniki przedstawiono arytmetyczne odchylenie 
standardowe (SD), n=3. 
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W dalszym etapie przeprowadzono eksperymenty z indywidualnymi peptydami oraz 

. Co istotne, cej 

Rycina 27 i Rycina 28). Peptydy 

a 

 

 

ci y 

Rycina 27

Rycina 28

POPC, 
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Rycina 27 Procent y przez pojedyncze peptydy lub 

FP:TMD  (n=12). Stosunek 
Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu 

Manna Whitneya.  

 
Rycina 28 pojedyncze peptydy lub 

FP:TMD  
(n=12). Analizy statystyczne przeprowadzono z 
wykorzystaniem testu Manna Whitneya.  
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4.6.  

u 

lipidowej, przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem fluoroforu C6-NBD-PE, 

(ang. membrane lipid order) [Mukherjee i wsp., 2004

fluorescencyjnego C6-NBD-PE przedstawia Rycina 29A. Wraz ze wzrostem 

 

fluorescencji barwnika lipidowego po dodaniu 

 

lipidowych.  

( avr) barwnika C6-NBD-

lipidowej  -)). Przy 

, w 

fluorescencji 

przedstawia Rycina 30. 

GUV zbudowanych z POPC. avr dla C6-NBD-PE w warunkach 

kontrolnych bez peptydu (-

owano 

po dodaniu peptydu FP ( avr avr 

avr avr = 4,69 

avr 

avr 

-) (Rycina 31). W przypadku 

avr 

 

avr dla FP, H3, H3long 

av w 

a Rycina 31
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najbardziej widoczne ró nice w obrazach liposomów GUV, reprezentatywne wyniki 

zaprezentowano w formie obrazów mikroskopowych liposomów pokolorowanych zgodnie 

z warto ciami 1 (Rycina 32A). Dodatkowo przyk adowe krzywe zaniku dla C6-NBD-PE w 

obecno ci peptydów H1long i H3long wraz z dopasowanymi krzywymi ekspotencjalnymi i 

rozk adami reszt przedstawia Rycina 32B.

Rycina 29 A) Wzór chemiczny barwnika fluorescencyjnego C6-NBD-PE, B) Ilustracja 
przedstawiaj ca g boko  wnikania analogu 6-NBD-PC. Barwnik C6-NBD-PE ró ni si  
od 6-NBD-PC cz ci hydrofilow fosfolipidu (tzw. g ow  fosfolipidow ). Panel B 
przedstawia oryginaln ilustracj z publikacji [Marquezin i wsp., 2019], za zgod  
wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance Center.

A

B
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Rycina 30 zaniku fluorescencji barwnika C6-NBD-PE w liposomach 
POPC/chol (60/40 mol%), pH 5. Przedstawiono znormalizowane 

 maksimum  krzywe zaniku fluorescencji razem z dopasowanym 
modelem funkcji ekspotencjalnej oraz resztami z dopasowania. 
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Rycina 31 avr) barwnika C6-NBD-PE w liposomach GUV 

-) oraz w 
pojedynczych ek FP:TMD. 

1:50 (n=30). Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna 
Whitneya.  
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Rycina 32 

1 dla barwnika C6-NBD- znormalizowane 
krzywe zaniku fluorescencji barwnika C6-NBD-PE z dopasowanymi krzywymi 

, zmierzone 
peptydami H1long oraz H3long. . 

-NBD-PE 

avr barwnika C6-NDB-

(oznaczone jako (-  W zgodzie z danymi literaturowymi, 

-NBD-

OPC/chol przedstawia Rycina 30

ie 

fluorescencji barwnika w 

- Rycina 33

oraz H3 oraz mieszankami FP:TMD.  

avr w przypadku peptydu FP, w pojedynczych 

http://rcin.org.pl
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avr, 

avr Rycina 34). W 

i H3long.  

 

 
Rycina 33 avr) barwnika C6-NBD-PE w liposomach GUV 

peptydu (-  
1:50 (n=77-30). 
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Rycina 34 -) oraz z widocznym 
rozdzieleniem na fazy lipidowe po dodaniu peptydu FP. Piksele pokolorowane 

avr dla barwnika C6-NBD-PE. 
(60/40 mol%), bufor pH 5. 

4.7.  

virus-like particles

supported lipid bilayer

niewielkieg  

 

dwuwarstwa lipidowa. 

kwasu siarkowego i nadtlenku wodoru) lub plazmy [Burns i wsp., 2005; Nguyen i wsp., 

 

-
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-PE oraz pozbawione tego lipidu. Liposomy nanoszono na 
2+  

Ca2+ 

warunki eksperymentalne przedstawia Tabela 11. 

Po przygotowaniu zbadano 

 fluorescencyjnego lipidu w 

W tym wypadku 

fluorescencji po fotowybielaniu FRAP (ang. fluorescence recovery after photobleaching) 

lub FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy

u. Natomiast w 

niniejszej pracy 

 barwnika

Metoda ta zapewnia bardzo powtarzalne wyniki 

2016].  

W e dane uzyskane nania ych 

warunk  Na podstawie otrzymanych krzywych autokorelacji oraz 

wyznaczonych  dyfuzja 

lipi jej braku obserwowano 

krzyw  autokorelacji przedstawia Rycina 35B) oraz otrzymywano wysokie czasy dyfuzji. 

Natomiast w pr   dyfuzji  czasy dyfuzji barwnika y kilka 

(p  krzyw  autokorelacji przedstawia Rycina 35C).  

W

przygotowanych , jak i 

wykorzystywano je w dalszej 

analizie. dodatku PEG-

dlatego w kolejnych eksperymentach wykorzystywano -PE (Tabela 

11). W dalszym etapie przygotowano SLB 

PEG-PE (Warunek 2 w Tabela 11). 
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Tabela 11 
 

Warunki eksperymentalne Warunek 1 Warunek 2 Warunek 3 

 SUV (< 100 nm) LUV (> 100 nm) LUV  (> 100 nm) 

 + + - 

 
+ + - 

-)  

 

-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol%), obrazowanie 

(Rycina 35

 [Goodchild i wsp., 2019]. W 

Rycina 

35B i C

przedstawia 

Rycina 36. Wyniki otrzymane na podstawie dopasowanej funkcji autokorelacji przedstawia 

Tabela 12. 

a jego  a 2/s.  

FCS  wah 2

 jak i 

oraz , gdy 

obecn

Zhang i wsp., 2020].  
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Rycina 35 Obszary z 

dwuwarstw lipidow  zaznaczono 

POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol %), pH 5. B) P
 , C) P
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Rycina 36  
obszarach ych Na wykresach przedstawiono krzywe 
autokorelacji (szare) oraz dopasowane funkcje autokorelacji wraz z resztami (niebieskie). 

-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol %), bufor pH 5. 

 
 
Tabela 12 

-
 

Zliczenia na 
 

Liczba 
 

Stan 
trypletowy [%] 

Czas relaksacji stanu 
 

Czas dyfuzji 
 

11,5 15,3 5 24,7 4047,2 

10,6 18,6 7,7 46 3904,3 

7,3 13,7 9,8 28 5460,1 

8,8 13,2 10,3 24,8 4676,4 
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4.8.  

-TMD-H1 oraz H1-TMD-

H1-TMD- HA -TMD-H3 

  

, 

genetycznego [Schmeisser i wsp., 2012; McCraw i wsp., 2018]. 

em 

artykule Borkowska i wsp. [2024]

multi-angle dynamic light scattering). Uzyskano 

 

(Rycina 37) -TMD-H1 oraz H1-TMD-H3 

(Tabela 13

[Bouvier & Palese, 2008].  

 

 
Rycina 37 
Wyniki dla H1-TMD- avr=142 nm, B) Wyniki dla H1-TMD-H3 

avr=145 nm. 
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Tabela 13  

Nazwa VLP 10  

H1-TMD-H1  

H1-TMD-H3 9 

 

bicynchoninowy) i 

wykonane przez dr. Szymona Kubiszewskiego-

H1-TMD-H1 oraz H1-TMD- e 

 

-FLIM. 

-PE/Atto 488 

(55/40/5/0,02 mol %), 

 

-

kontrole eksperymentalne. Donor - 

- 

- 

SLB. W z

fluorescencji donora.  

( avr). Dla samego donora avr 7 Rycina 38). Zgodnie z 

avr 

-

TMD- -TMD-

-TMD-H3 a H1-TMD-

avr -TMD-H3 (Rycina 39). 
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Rycina 38 avr) fluoroforu NBD-PE 
POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol%) w pH 5 (n=10-20). Przedstawione 
warunki eksperymentalne: Donor - -PE, KP 
(kontrola pozytywna) - -PE oraz akceptorem Rh-
PE, KN (kontrola negatywna) - -PE po dodaniu 

-PE, H1-TMD-H1 - 
donorem NBD-PE po dodaniu barwionych Rh-PE -TMD-H1, H1-TMD-H3 - 

-PE po dodaniu barwionych Rh-PE -
TMD-H3. Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna Whitneya. 

http://rcin.org.pl
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Rycina 39 barwnika NBD-PE (donor) 

-TMD-H3 oraz H1-TMD-H1 barwionych 
Rh-PE (akceptor). Przedstawiono krzywe zaniku fluorescencji NBD-PE, znormalizowane 

, razem z dopasowanym modelem funkcji ekspotencjalnej 
oraz resztami z dopasowania. -PE/Atto 488 
(55/40/5/0,02 mol%), bufor pH 5. 
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5. Dyskusja 

jest jednym z najlepiej przebadanych 

 Pomimo licznych  

zrozumiany. 

 odpowiedzialny 

, wymagana jest 

 [Armstrong i wsp., 2000; Lousa & Soares, 2021]. Rola domeny 

tym procesie  zbadana, , 

wymagane d y otoczki wirusowej z ch endosom

o, jaka jest rola TMD w fuzji ani Co 

istotne, podtypy HA 

dtypami. 

, Chang i wsp., 

2008

 

zweryfikowaniu a 

sprawdzenie e z peptydem fuzyjnym 

Dodatkowym 

 

grup filogenetycznych. 

podzielone na sekcje tematyczne. 
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5.1.  

 zastosowano 

wykorzystywane 

TMD stosowano 

e

  e potencjalnie 

oddzi  z cholesterolem [de Vries i wsp.

   

 HA  

z tych 

jest jednym 

hairpin) 

[Lorieau 

 Z

wsp., 2016].  

scharakteryzowane [Lousa & Soares, 2021], umiejscowienie TMD w dwuwarstwie pozostaje 

znacznie 

e 

ich 

wersje H1 oraz H3 ne, prawdopodobnie 

e

wersje 

, czy powierzchniowymi.  ich 

oba peptydy dwie reszty aromatyczne. Wyniki  

 , 

ulian & Tamm, 2000; Chang i wsp., 2008; Victor i wsp., 2012]. Jednak w 
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a a osobna weryfikacja wbudowania 

 

 

na o

 [Lozada i wsp., 2021]. Do 

test 

ch 

[Shangguan i wsp., 1996; 

2003]. Z kolei test , podczas 

do po  -

Martin & Pincet, 2017]. 

 najw   

Rycina 23 i Rycina 24 a w 

Rycina 25

Rycina 27 i Rycina 28).  

. C

ten lipid [Kobayashi i wsp. 1998; Sobo i wsp., 

2007; Nada i wsp., 2009]. Proces odmiennie 

ie z tym lipidem

j  

indukowany 

Rycina 23, Rycina 24). 

m 
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rigidity , co 

  

 

 iej

lipidowej [Li i wsp., 2010; 

[Lai i wsp., 2006; Worch 

i wsp., 2021]. Podczas gdy W14A prawdopodobnie jest peptydem powierzchniowym, E11A 

 [ ; Worch i wsp., 

2021]. 

  Zgodnie z warunkami w 

oraz z danymi literaturowymi FP wy  

[Murata i wsp., 1987; ; Lousa i wsp., 2020]. Otrzym

silniej 

towarzyszy [Epand, 2003; Haque i wsp., 2011].   

lipidowej 

fuzyjna FP w 

 

[Wharton i wsp., 1988; Worch i wsp., 2017], jak i eksperymenty przedstawione w pracy 

ach l 

m

tworzenie krzywizny ujemnej . 

P on 

 

Rycina 21, Rycina 22, Rycina 27, 

Rycina 28 e peptydy TMD nie posiada  

fuzyjnej i nie induk  za  
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wyciekania  pasywne w 

  

Podobny brak aktyw  opisany 

 H3) 

go TMD z podtypu H1, ani nie wykonywano 

z wykorzystaniem 

imi  

  

indukowane przez FP [Kasson i wsp., 2010; Larsson & Kasson, 2013]. Protruzji towarzyszy 

u membrane lipid order

 

zaobserwowanie w badaniach eksperymentalnych. 

P

wykorzystaniem fluor

 y. Jednym z 

C6-NBD-

barwni  (

C6-NDB-PE barwnika a Rycina 29). Za 

na mierz  e 

2019]. 

u 

 

Rycina 31). FP oraz H3 i H3long 

 Natomiast 

przy czym 

Rycina 33). 

Rycina 34). 
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W interpretacji uzyskanych 

metod  pomiaru. 

ych ach dwuwarstwy lipidowej [Gupta i wsp., 2023]. W 

  

 konformacje w a 

lipidowego

Chakraborty i wsp., 2013; Chakraborty i wsp., 2017; Ghosh & Weliky, 2020]. Natomiast 

symulacje mo

 

-NBD-

wanie 

[Worch i wsp., 2017]. Podobnie w niniejszej pracy doktorskiej zaobserwowano zmniejszenie 

. Brak zmian w 

cholesterolem . To 

indukowanie strukturze 

po zastosowanej metody. 

a faz lipidowych.  

[Tatulian & Tamm, 2000; Ge & Freed, 2011; Lai & Freed, 2015]. Tymczasem w 

rowych, uzyskane wyniki 

lipidowych. Podczas gdy w niniejszej pracy  fosfolipidu POPC, w

badaniach wykorzystano y lipidowe o zie: DMPC/DMPG (50/50) lub 

DMPC/DMPG/chol (40/40/30) [Tatulian & Tamm, 2000; Ge & Freed, 2011; Lai & Freed, 2015]. 

y 

,  ich 
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symulacje molekularne, 

 

nej 

potencjalnie a 

, sam TMD nie 

wykazuje . W 

j FP. Po zbadaniu 

, 

 W tym celu przeprowadzono eksperymenty z 

 

wyka    i 

fuzyjn  o w mieszaninie FP+H1long, 

, (Rycina 21,  Rycina 22, 

Rycina 27, Rycina 28). 

ielnie.  

 Wszystkie przeprowadzone 

Mieszanki  

fuzyjnej FP. Zaobserwowano natomiast s , co 

 

ie 

FP+H1long.  FP. Odmienne wyniki dla TMD 

 i 

prawdopodobnie poprzez  

Wyniki przedstawione niami Ranaweera i wsp., w 

wykazano 

a i wsp. [2008] oraz Laia i Freeda 

e 

DMPC/DMPG/Chol. P FP i TMD 

stosowanych , 

http://rcin.org.pl
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mieszanek FP i TMD , 

FP.  

jedynie badania przedstawione 

, , 

e Po raz pierwszy zaobserwowano 

(z podtypu H1) . 

5.2. 
hemaglutyniny 

 

.  

 m.in. 

, co 

 w niewielu badaniach przeprowadzono 

nich.  

spad  (Rycina 31). Nie pokazano natomiast 

s  (Rycina 33). 

prawdo

[Kordyukova i wsp., 2011]. 

http://rcin.org.pl
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ncji 

. W 

zmiany (Rycina 33).  

[Barret & Dutch, 

2020]

-TMD-

i H1-TMD-

podtypu H3). Obie wersje indukowa  ol. W testach 

-TMD-H1 i H1-TMD-H3. Jednak 

w przypadku H1-TMD-

ci fuzyjnej.  

-TMD-

-TMD-

POPC/chol. Jednak 

 

-TMD-H1 i H1-TMD-

 inne 

-TMD-

 

Co ciekawe, oba warianty , -TMD-H1 jak i H1-TMD-H3 

cholesterol consensus motif

http://rcin.org.pl
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2015; Hu i wsp., 2019]. Natomiast w przypadku TMD z H1 obecny jest inny motyw 

 (Motywy przedstawia Tabela 10). 

2003; Tall i wsp., 2003; Leser & Lamb, 2005; Ohkura i wsp., 2014]. Same badania nad  

e 

procesie fuzji. 

um i 

 aktywnym 

dez

lipidowej [Tatulian i wsp., 1995]. Wyniki 

 

w 

z podtypu H1 jest nachylona ektodomena z 

podtypu H3 prawdopodobnie przyjmuje 

, HA 

 

i 

  

, z
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6. Podsumowanie i wnioski 

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej postawionej hipotezy. Nie 

zaobserwowano synergicznego odd e 

o  

sformu  

wnioski: 

 Wszystkie badane peptydy TMD  (H1, H1long, H3, 

H3long)  

 P

i nie . 

   

peptydu FP.  

 

Zaobserwowano r TMD z H1 oraz H3 

: 

 Peptyd H1long indukuje , 

natomiast H3long powoduje spadek  

 TMD m  , a 

n . 

 

Na podstawie uzyskanych danych literaturowych 

TMD a na  HA poprzez 

prawdopodobnie  na nachylenie ektodomeny HA. 
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