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Streszczenie

Hemaglutynina (HA) jest jednym z gtéwnych biatek powierzchniowych wirusa grypy
typu A. W trakcie dojrzewania HA jej prekursor HAO ulega cieciu na podjednostki HA1 oraz
HA2. Podjednostki petnig rézne funkcje: HA1 odpowiada za wigzanie receptora na
powierzchni komoérki gospodarza, natomiast HA2 jest zaangazowana w fuzje wirusa w
poznych endosomach. N-kohcowy fragment HA2, tzw. peptyd fuzyjny FP (ang. fusion
peptide), eksponowany w wyniku niskiego pH w péznych endosomach, bierze udziat w fuzji
bton lipidowych. Z kolei C-koncowy fragment HA2 stanowi domena transbtonowa TMD (ang.
transmembrane domain), odpowiedzialna za zakotwiczenie biatka w bfonie, a takze
prawdopodobnie uczestniczagca w fuzji. Dotychczas opisano 18 podtypow HA,
sklasyfikowanych w dwoch grupach filogenetycznych na podstawie  sekwencji
aminokwasowej. Obecnie w populacji ludzkiej najczesciej wystepujg wirusy grypy zawierajgce
HA podtypu H1 (grupa 1) oraz H3 (grupa 2). Sekwencja FP jest zachowana w toku ewoluciji,
natomiast sekwencja TMD znaczgco rézni sie wsréd podtypow. Podczas gdy rola FP w
procesie fuzji zostata dobrze scharakteryzowana, funkcja TMD pozostaje wcigz stabo
poznana. Pokazano, ze do petnej fuzji otoczki wirusowej z btong pdéznych endosomow
obecno$¢ TMD jest niezbedna. Niektore badania sugerujg, ze oddziatywanie pomiedzy FP i
TMD umozliwia petng fuzje. Jednak mozliwos¢ tego oddziatywania pozostaje kwestig sporng
w literaturze.

Glownym celem niniejszej pracy byto zbadanie oddziatywania pomiedzy FP i TMD. Aby
to zrealizowac przeprowadzono serie eksperymentow z uzyciem syntetycznych peptydow
oraz petnej dlugosci HA. Zastosowano peptydy odpowiadajgce sekwencjom aminokwasowym
FP i TMD z podtypéw H1 i H3. Wykorzystano syntetyczne peptydy odpowiadajgce TMD w
dwoch wersjach: krétkiej (nazywane dalej jako H1, H3) oraz wydtuzonej (nazywane dalej jako
H1long, H3long). Diuzsze wersje zawieraly dodatkowe reszty aminokwasowe mogace
oddziatywaé z cholesterolem. Wykorzystano réwniez czgstki wirusopodobne VLP (ang. virus-
like particle) zawierajgce petnej dlugosci HA podtypu H1 (H1-TMD-H1) lub HA podtypu H1 z
wymieniong domeng TMD na pochodzacg z podtypu H3 (H1-TMD-H3). Eksperymenty
prowadzono z uzyciem liposomoéw oraz dwuwarstwy lipidowej na podtozu SLB (ang.
supported lipid bilayer) o réznym skfadzie lipidowym. Wykorzystywano pojedyncze peptydy
oraz mieszanki peptydowe FP:TMD do zbadania synergicznego dziatania peptydow w btonie.
Praca miata na celu biofizyczne scharakteryzowanie ich aktywnosci w btonie. Do zbadania
aktywnosci btonowej oraz fuzyjnej peptyddw wykorzystano serie eksperymentow
fluorescencyjnych. Zbadano takze wplyw peptydow na uporzadkowanie lipidow

(ang. membrane lipid order) za pomocg mikroskopii czaséw zycia fluorescencji FLIM (ang.



fluorescence lifetime imaging microscopy) z uzyciem barwnika wrazliwego na
uporzagdkowanie btony. W koncowym etapie przeprowadzano test na aktywnos$¢ fuzyjng
czastek wirusopodobnych VLP z btong SLB za pomocg metody FLIM-FRET. Metoda ta fgczy
mikroskopie czasow zycia fluorescencji z fluorescencyjnym rezonansem przeniesienia energii
(ang. fluorescence lifetime imaging microscopy-fluorescence resonance energy transfer).
Przeprowadzone badania wykazaty brak oddziatywania pomiedzy FP i TMD. Wyniki
pokazaty jednak réznice w dziataniu TMD z dwéch réznych grup filogenetycznych: TMD z H1
powodowata zwiekszenie uporzgdkowania lipidow, natomiast z H3 jej spadek. Ponadto
zaobserwowano, ze TMD moze wptywac¢ na aktywnos¢ fuzyjng biatka petnej dtugosci. W
eksperymentach z VLP zaobserwowano tendencje sugerujgce, ze H1-TMD-H3 wykazywat

wyzszg aktywnos$c¢ fuzyjng niz H1-TMD-H1.
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Abstract

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

1.1.  Wirus grypy
1.1.1. Charakterystyka wirusa grypy

Wirus grypy infekuje szeroki zakres gatunkéw, w tym ptaki oraz ponad 20 ssakéw,
miedzy innymi ludzi, swinie, psy i konie. Wirusy grypy nalezg do wirusow otoczkowych, ich
wiriony przyjmujg kolisty lub wydtuzony ksztatt o Srednicy okoto 100 nm lub dtugosci 300 nm.
Dotychczas wyrdzniono cztery typy wirusa grypy: wirus grypy typu A, B, C i D, ktére stanowig
czes¢ rodziny ortomyksowirusow. Wsrdd wirusow grypy infekujgcych ludzi znajdujg sie typy
A, B oraz C, przy czym grypa typu A wykazuje najwiekszg zakaznos$¢. Typ ten dzieli sie na
podtypy ze wzgledu na dwa gtdbwne biatka powierzchniowe: hemaglutynine (HA) oraz
neuraminidaze (NA) [Bouvier & Palese, 2008]. Do tej pory wyrdzniono 18 podtypow
hemaglutyniny oraz 9 podtypéw neuraminidazy [Wu i wsp., 2014, McAuley i wsp., 2019]. W
populacji ludzkiej cyrkulujg tylko trzy podtypy HA (H1, H2, H3) i dwa podtypy NA (N1 i N2).
Obecnie podtypy H1N1 oraz H3N2 sg sprawcami endemii. Niektére z podtypéw (H5, H6, H7,
H9, H10), ktérych gtébwnymi gospodarzami sg ptaki, mogg sporadycznie wywotywaé
zachorowania wsréd ludzi, ale nie przenoszg sie miedzy nimi. Mutacje w ptasich podtypach
wirusa grypy mogag umozliwi¢ transmisje pomiedzy ssakami, co stanowi potencjalne
zagrozenie dla ludzi [Herfst i wsp., 2012]. Podobna sytuacja ma miejsce z wirusami
wywotujgcymi swinska grype [Ma, 2020].

Oba biatka powierzchniowe wirusa grypy spetniajg wazne funkcje w procesie infekcji.
Zadaniem hemaglutyniny jest rozpoznawanie receptora na powierzchni komérki oraz fuzja
wirusa z péznymi endosomami. Natomiast neuraminidaza odpowiada za uwolnienie wirusa z
komorki. Oprécz neuraminidazy i hemaglutyniny w otoczke wirusa wbudowane jest biatko
macierzy 2 (M2), ktére petni funkcje kanatu jonowego (Rycina 1a). Wewnetrzna cze$¢ otoczki
lipidowej jest otoczona przez biatko macierzy 1 (M1), ktore stabilizuje kapsyd. Ponadto w
wirionie znajdujg sie biatka odpowiedzialne za eksport RNA z jgdra komérkowego NS2/NEP.
Genom koduje takze inne niestrukturalne biatka m.in. NS1, PB1-F2 oraz PA-X, ktore wptywaja
na odpowiedz immunologiczng zakazonych komorek i patogennos¢ wirusa [Hao & Wang,
2020]. Genom wirusa grypy typu A zbudowany jest z 8 segmentéw. Polimeraza RNA zalezna
od RNA jest kompleksem ztozonym z trzech biatek: PA, PB1 oraz PB2. PA, PB1 oraz PB2,
wraz z biatkiem nukleokapsydu (NP), tworzg kompleks rybonukleinowy (VRNP) [Bouvier &
Palese, 2008].

Grypa typu A wystepuje jako choroba sezonowa, ale stanowi potencjalne zagrozenie
pandemiczne. Za zmiennos¢ sezonowych wirusOw grypy odpowiada przesuniecie
antygenowe (ang. antigenic drift), ktére polega na mutacjach punktowych w wirusowym RNA

(Rycina 1b, c). Najczesciej mutacje zachodzg w obrebie gendéw kodujgcych biatka HA i NA.
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Obecne szczepionki przeciw grypie, ze wzgledu na wysokg zmiennos¢ wirusa, sg
przygotowywane co roku, jednak charakteryzujg sie niskg skutecznoscig, zwtaszcza przeciw
podtypowi H3N2 [Belongia i wsp., 2016]. Raz na kilkanascie lat dochodzi do tzw. skoku
antygenowego (ang. antigenic shift), ktéry polega na wymianie fragmentow RNA pomiedzy
réznymi wirusami grypy, np. ludzkiej i ptasiej. Skok antygenowy moze wywota¢ pandemie, ze
wzgledu na nierozpoznawanie lub stabe rozpoznawanie antygenu przez przeciwciata oraz
limfocyty T [Murphy i wsp., 2017]. W przesztosci, w wyniku skoku antygenowego, dochodzito
do pandemii H2N2 i H3N2, ktére odnotowano w 1957 oraz w 1968 roku [Taubenberger &
Morens, 2010].

a Cc
PB2 3 — PB2 5
\ M2 : :
e PB1 3 —{J5zms PB1 g
= PB1-F2]

NS 3'— NS1 5

Rycina 1 llustracja przedstawiajgca: a) strukture wirusa grypy, b) kompleks rybonukleinowy
(VRNP), c) osiem segmentéw genomu wirusa. Skroty: HA — hemaglutynina; M1 — biatko
macierzy 1; M2 — biatko macierzy 2; NA — neuraminidaza; NP — biatko nukleokapsydu; NS1 —
biatko niestrukturalne 1; NS2/NEP — biatko niestrukturalne 2/biatko eksportu jagdrowego; PA,
PB1, PB2-biatka RNA zaleznej polimerazy RNA wchodzgce w sktad kompleksu VRNP; PA-X,
PB1-F2 — biatka kodowane przez alternatywng ramke odczytu. Oryginalna ilustracja z
publikacji [Liang, 2023], udostepnionej na licencji CC BY 4.0.

1.1.2. Cykl replikacyjny wirusa grypy

W pierwszym etapie infekcji wirusa grypy typu A hemaglutynina rozpoznaje i wigze sie
z resztami kwasu sjalowego (kwas N-acetyloneuraminowy). HA preferencyjnie rozpoznaje
reszty kwasu sjalowego przytgczonego do galaktozy za pomocg wigzan a-2,6 lub a-2,3,
odpowiednio w przypadku grypy ludzkiej lub ptasiej [Gambaryan i wsp., 1997; Matrosovich i
wsp., 1997]. Wigzania typu a-2,6 wystepujg przewaznie w komérkach nabtonkowych gérnych
drog oddechowych ludzi, ktére sg miejscem infekcji. Natomiast u ptakéw w komodrkach
nabtonkowych wystepuja w wiekszosci wigzania typu a-2,3. Specyficzne rozpoznawanie

wigzania a-2,3 przez wirusa ptasiej grypy skutkuje niskg zakaznoscig ws$rdod ludzi oraz
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brakiem transmisji drogg kropelkowg [Matrosovich i wsp., 2004; Zhao i wsp., 2022]. Badania
sugeruja, ze w przesziosci mutacje w miejscu wigzania reszt kwasu sjalowego ptasiej grypy
odgrywalty istotng role w wywotywaniu pandemii [Glaser i wsp., 20085].

Po zwigzaniu sie do powierzchni komoérki, wirus grypy wnika do komérki w wyniku
endocytozy lub makropinocytozy, a nastepnie trafia do péznych endosoméw (Rycina 2). W
srodowisku kwasnym poznych endosoméw (pH 5-5,5) HA ulega zmianom konformacyjnym,
co skutkuje ekspozycjg fragmentu HA i fuzjg wirusa [Galloway i wsp., 2013]. Proces fuzji,
kluczowy w badaniach tej pracy, zostat szczegétowo opisany w rozdziale 1.4. Nastepnie do
wnetrza wirionu za pomocg kanatu jonowego M2 sg transportowane jony H*. W niskim pH
biatko macierzy M1 ulega zmianom konformacyjnym, co osfabia jego oddziatywanie z
kompleksem rybonukleinowym (VRNP). W rezultacie VRNP odtgcza sie od M1 i jest uwalniane
do cytoplazmy.

W kolejnym etapie vVRNP jest transportowany do jadra komérkowego, gdzie dochodzi
do zachodzi transkrypcji oraz replikacji RNA [Sempere Borau & Stertz, 2021]. Kolejno
wyeksportowane z jgdra wirusowe RNA stanowi matryce dla syntezy biatek. Biatka otoczki
wirusowej HA, NA i M2 ulegajg translacji w szorstkiej siateczce cytoplazmatycznej i nastepnie
sg transportowane do btony komérkowej. Inne biatka wirusowe syntezowane w cytoplazmie
oraz RNA sg selektywnie pakowane do wirionu [Li i wsp., 2021]. Uwolnienie wirusa jest
mozliwe dzieki aktywnosci NA, ktéra usuwa reszty kwasu sjalowego z powierzchni komorki,
dzieki czemu wirus nie wigze sie ponownie z tg samg komorkg [Lentz i wsp., 1987; McAuley i
wsp., 2019].
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Rycina 2 Cykl replikacyjny wirusa grypy typu A. Autorski schemat na podstawie ilustracji z
publikacji [Nuwarda i wsp., 2021], udostepnionej na licencji CC BY 4.0.
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1.2. Hemaglutynina
1.2.1.  Struktura hemaglutyniny

Hemaglutynina jest syntezowana w postaci prekursora HAO, w formie homotrimera.
Sktada sie z globularnej gtowy, utworzonej gtéwnie przez podjednostke HA1 oraz wydtuzonej
domeny ztozonej z podjednostek HA1 i HA2, ktéra zakotwicza biatko w otoczce wirusa (Rycina
3). Podjednostki sg potgczone ze sobg za pomocg mostka disiarczkowego. Do poprawnego
dziatania biatka wymagana jest jego aktywacja, ktéra polega na cieciu proteolitycznym na
podjednostki HA1 oraz HA2. W wiekszosci podtypdéw wirusa grypy w prekursorze HAO
wystepuje tylko jedno miejsce ciecia. Ciecie nastepuje za pomocag proteaz serynowych
trypsynopodobnych (ang. trypsin-like protease), w przestrzeni miedzykomoérkowej podczas
skfadania wirusa lub w sieci trans aparatu Golgiego [Béttcher-Friebertshauser i wsp., 2010].
Natomiast w przypadku ptasich wirusbw o wysokiej patogennosci wystepuje wiele miejsc
ciecia proteolitycznego w HAQ. Wigze sie to z duzg smiertelnoscig u ptakow [Stieneke-Grober
i wsp., 1992; Horimoto i wsp., 1994; Sun i wsp., 2010; Suguitan i wsp., 2012].

Dotychczas wyrdzniono 18 podtypow hemaglutyniny, ktére zostaty podzielone na
podstawie sekwencji aminokwasowej na dwie grupy filogenetyczne: grupe 1 oraz grupe 2
[Air, 1981; Wu i wsp., 2014]. Podtypy H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17, H18
zostaty zakwalifikowane do grupy 1, natomiast podtypy H3, H4, H7, H10, H14 i H15 nalezg do
grupy 2 (Rycina 4). Podtypy z réznych grup filogenetycznych znacznie r6znig sie sekwencja.
Analiza sekwencji aminokwasowej catego biatka wykazata 40-44% podobienstwa pomiedzy
podtypami pochodzgcymi z réznych grup filogenetycznych. W obrebie tych samych grup
filogenetycznych podobienstwo jest wieksze: na poziomie 48-74% w grupie 1 i 50-67% w

grupie 2 [Nobusawa i wsp., 1991].
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Rycina 3 A) Struktura monomeru hemaglutyniny, B) Struktura homotrimeru hemaglutyniny
podtypu H1 przed fuzjg, C) Schemat przedstawiajacy ciecie proteolityczne prekursora HAO na
podjednostki HA1 oraz HA2. Struktury przedstawione na panelu A i B zostaty wygenerowane
na podstawie PDB:6HJR przy uzyciu programu Chimera, panel C ilustracja autorska.
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Rycina 4 Drzewo filogenetyczne hemaglutyniny przedstawiajgce 18 podtypdw hemaglutyniny
z podziatem na grupy filogenetyczne. llustracja zmodyfikowana z publikacji [Wu i wsp., 2014],
za zgodg wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance Center.
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1.2.2. Funkcje podjednostek HA1 oraz HA2

Podjednostki HA1 oraz HA2 petnig rozne funkcje. HA1 jest odpowiedzialna za wigzanie
z receptorem z resztami kwasu sjalowego na powierzchni komérki. Natomiast HA2 odpowiada
za fuzje otoczki wirusa z btong poéznych endosoméw oraz zakotwicza biatko w otoczce
wirusowej [Wu & Wilson, 2020]. HA1 przyjmuje gtéwnie strukture drugorzedowg (-kartek. W
podjednostce HA1 znajduje sie miejsce wigzania receptora (ang. receptor-binding site), ktére
skfada sie z trzech konserwatywnych struktur drugorzedowych: petli 130, petli 220 oraz helisy
190 [Skehel & Wiley, 2000]. Rozpoznawanym receptorem jest kwas sjalowy przytgczony do
galaktozy za pomocg wigzan a-2,6 lub a-2,3, odpowiednio w przypadku podtypéw ludzkiej lub
ptasiej grypy [Zhao i wsp., 2022]. Podjednostka HA2 przyjmuje gtdownie strukture
drugorzedowg dwoch a-helis (ang. coiled-coil) oraz sktada sie z ektodomeny, domeny
transbtonowej (TMD) o dtugosci okoto 26-27 reszt aminokwasowych oraz ogona
cytoplazmatycznego (CT), sktadajgcego sie z 10-14 reszt aminokwasowych [Khrustalev i
wsp., 2022]. Ektodomena jest potgczona z TMD za pomocg elastycznego tgcznika o dtugosci
10 reszt aminokwasowych. Na N-koncu ektodomeny podjednostki HA2 znajduje sie peptyd
fuzyjny (FP) o dtugosci 20-23 reszt aminokwasowych. FP oddziatuje bezposrednio z btong
poznych endosomow i posredniczy w fuzji. Natomiast TMD oraz CT odpowiadajg gtéwnie za
kotwiczenie HA w otoczce wirusowej, a takze prawdopodobnie petnig funkcje w procesie fuzji
[Benton i wsp., 2020; Eller i wsp., 2021]. Rola FP, TMD i CT w fuzji zostanie szczegdtowo

omowiona w rozdziatach 1.4.2-1.4.4.

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
przytaczeniu tancuchdéw cukrow do reszt asparaginy w motywie N-X-S/T-Y, gdzie X i Y to
dowolne reszty aminokwasowe oprocz reszty proliny. W przypadku HA do biatka sg gtéwnie
przytaczone fancuchy cukrowe z wysokg zawartoscig mannozy. Miejsca i ilosci glikozylaciji
zalezg od podtypu HA [Tate i wsp., 2014]. Glikozylacja HA odgrywa istotng role w sezonowej
zmiennosci grypy zmieniajgc odpowiedz immunologiczng komorek. Proces S-acetylacji HA
polega na przytgczeniu reszty kwasu palmitynowego lub stearynowego do reszt cysteinowych
znajdujgcych sie w regionie TMD i CT podjednostki HA2 [Brett i wsp., 2014]. Acetylacje sg

wymagane do replikacji wirusa grypy i odpowiadajg za lokalizacje biatka w btonie.
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1.3. Btona lipidowa

Aktywnos¢ fuzyjna hemaglutyniny jest Scisle zwigzana z btong lipidowg. Poznanie
budowy, struktury oraz organizacji dwuwarstwy lipidowej jest konieczne do zrozumienia
procesu fuzji. Ponizej przedstawiono zarys najwazniejszych badan nad dwuwarstwa lipidowa,

ktory przedstawia btone jako ztozone i dynamiczne srodowisko dla biatek btonowych.

1.3.1. Budowa dwuwarstwy lipidowej

Poczatkowo za model budowy btony lipidowej przyjeto prosty model ptynnej mozaiki.
Zaktadat on, ze btona lipidowa jest wielosktadnikowa, dwuwymiarowg, homogenng strukturg
ztozong z lipidow oraz aktywnych biatek [Singer & Nicolson, 1972; Nicolson & Mattos, 2021].
W krétkim czasie po opublikowaniu modelu ptynnej mozaiki zaobserwowano, ze lipidy tworzg
odrebne domeny w btonie [Yu i wsp., 1973]. Stwierdzono takze, ze glikosfingolipidy oraz biatka
z kotwicg GPI (glikozylofosfatydyloinozytol) lokalizujg sie w domenach w btonie komdrkowej
[Simons & Van Meer, 1988; Brown i wsp., 1992]. Simons i lkonen [1997] podsumowali
wczesniejsze wyniki i sformutowali hipoteze tratw lipidowych, ktéra zaktada, ze w wyniku
oddziatywania sfingolipidéw oraz cholesterolu tworzg sie domeny lipidowe w btonie (Rycina
5). Zaproponowali, ze domeny sg platformami dla biatek pozwalajgc tym samym na
przekazywanie sygnatow. Nastepnie zdefiniowano tratwy lipidowe jako mate dynamiczne
domeny o wielkosci 10-200 nm bogate w cholesterol, sfingomieline oraz lipidy z nasyconymi
kwasami ttuszczowymi [Pike, 2006; Sezgin i wsp., 2017].

We wczesnych badaniach za model tratw lipidowych uznawano frakcje
nierozpuszczalng w detergencie DRM (ang. detergent-resistant membranes), izolowang za
pomocg niejonowych detergentow z bton komérkowych [Simons & Ikonen, 1997]. Pozostata
czes¢ bton komérkowych DSM (ang. detergent-soluble membranes) stanowita frakcje
rozpuszczalng w detergencie. Frakcja DRM byfa wzbogacona w cholesterol, sfingomieline
oraz niektore biatka np. biatka z kotwicg GPI [Hanada i wsp., 1995].

Réwnolegle w eksperymentach na sztucznych modelach bton z mieszaning cholesterolu
oraz lipidow nienasyconych i nasyconych, zauwazono wspotistnienie dwoch faz w skali ym:
fazy ciektokrystalicznej uporzadkowanej L, (ang. liquid-ordered phase) oraz fazy
ciektokrystalicznej nieuporzgdkowanej Lq (ang. liquid-disordered phase) [Ipsen i wsp., 1987;
Kaiser i wsp., 2009]. Faza L,, bogata w lipidy z nasyconymi kwasami ttuszczowymi i
cholesterol jest rozwazana jako model tratw lipidowych [Simons & Vaz, 2004]. Do modelowych
sztucznych bfon stosowanych do mikroskopowych obserwacji separacji na fazy L, oraz Lg,
nalezg ogromne liposomy GUV (ang. giant unilamellar vesicle) oraz ptaska dwuwarstwa
lipidowa na podiozu SLB (ang. supported lipid bilayer). Najbardziej podobnym do btony

komérkowej modelem sg tzw. pecherzyki btony plazmatycznej GPMV (ang. giant plasma
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membrane vesicle), otrzymywane z komoérek. Podobnie jak w GUV i SLB, w pecherzykach
btony plazmatycznej obserwuje sie sg fazy L, i Lq w skali um. W odréznieniu od liposoméw
GMPV zawierajg one lipidy oraz biatka, ktére wystepujg w btonie komorkowej [Veit & Thaa,
2011].

Zaréwno frakcja DRM jak i faza ciekfokrystaliczna uporzgdkowana L, nie odzwierciedlajg
w petni domen, ktére wystepujg w btonach komérkowych. Domeny w bfonie komorkowej
zywych komorek sg dynamiczne oraz majg rozmiar ponizej 200 nm, przez to sg trudne do
uchwycenia w eksperymentach mikroskopowych. Jednym z rozwigzan, ktére pozwala na
zbadanie tratw lipidowych w komoérce jest stosowanie metod mikroskopii wysokorozdzielczej
[Sezgin i wsp., 2017].

Pozostata btona Tratwa lipidowa Pozostata btona

| | I
[ Il Il I

Biatko zakotwiczone za pomocg GPI

Palmitylowane biatko

Glikolipid

L (6%0"0":‘0:‘ qoscpescee

Sfingomielina

Cholesterol

Rycina 5 Schemat przedstawiajgcy model tratw lipidowych. Zmodyfikowana ilustracja z
publikaciji [Ripa i wsp., 2021], udostepnionej na licencji CC BY 4.0.

1.3.2.  Skiad lipidowy bton komérkowych

Do zrozumienia w peni fuzji wirusa grypy z komérkami, kluczowe jest uwzglednienie roli
lipidéw w tym procesie. Sktad lipidowy bton komorkowych rézni sie w zaleznosci od organelli
komoérkowych oraz typu komoérek [van Meer i wsp., 2008]. Wystepuje takze asymetria w
sktadzie lipidowym pomiedzy zewnetrznym i wewnetrznym listkiem dwuwarstwy lipidowej
niektorych organelli.

Znaczng cze$¢ lipidow bion biologicznych komérek cziowieka stanowig
glicerofosfolipidy, ktore zbudowane s3 z hydrofilowej czesci, tzw. “glowy”, oraz hydrofobowych
ogondéw weglowodorowych [Alberts i wsp., 2015]. Najbardziej powszechne glicerofosfolipidy

to fosfatydylocholina (PC) (ponad 50% wszystkich fosfolipidow), fosfatydyloetanoloamina
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(PE), fosfatydyloseryna (PS) oraz fosfatydyloinozytol (Pl). Zazwyczaj jeden z dwdch
wystepujgcych tancuchow weglowodorowych, tzw. ogondéw lipidowych, zbudowany jest z
nienasyconych kwaséw ttuszczowych [van Meer i wsp., 2008]. Poza glicerofosfolipidami
istotng czesc¢ lipiddw stanowig sfingolipidy oraz cholesterol. Zawartos¢ sfingolipidow oraz
cholesterolu wynosi odpowiednio okoto 10% oraz 50% wszystkich lipidéw btony komorkowej
[van Meer i wsp., 2008]. Do najczesciej wystepujgcych sfingolipidow nalezy sfingomielina
(SM).

W czasie endocytozy sktad lipidowy endosoméw zmienia sie. Wczesne endosomy majg
skfad lipidowy podobny do btony komérkowej. Pézne endosomy, gdzie zachodzi fuzja wirusa
grypy, posiadajg natomiast mniej cholesterolu oraz PS w poréwnaniu do btony komérkowe;j
[Kobayashi i wsp. 1998]. Natomiast sktad lipidowy otoczki wirusowej odpowiada sktadowi
lipidowemu btony komérkowej. Otoczka wirusowa jest zbudowana gtéwnie z cholesterolu (ok.
50%), PS i SM [Gerl i wsp., 2012]. Stwierdzono, ze wirus grypy prawdopodobnie pakuje sie
oraz uwalnia z miejsca w bfonie komérkowej, bogatego w cholesterol [Zhang i wsp, 2000;
Takeda i wsp., 2003].

Sktad lipidowy bton komérkowych wptywa na fuzje z wirusem m.in. przez zmiane
krzywizny btony, ktéra zalezy od ksztaitu lipiddw lub moze by¢ indukowana przez biatka. Z
kolei ksztatt lipidu uwarunkowany jest stosunkiem wielkosci “gtowy” do wielkosci ogonow
weglowodorowych. Wyréznia sie takie ksztatty lipidéw jak: stozek, cylindryczny lub odwrécony
stozek [White i wsp., 2023]. Obecnos¢ lipidow o ksztalcie odwrdconego stozka, takich jak
lizofosfatydylocholina (LysoPC), promuje powstanie krzywizny dodatniej (ang. positive
curvature). Z kolei obecnos¢ lipidow o ksztafcie stozka takich jak cholesterol, PE promuje
powstanie krzywizny ujemnej (ang. negative curvature). PC oraz PS nalezg do lipiddw o
ksztatcie cylindrycznym, ktére tworzg ptaskie btony (Rycina 6) [Meher & Chakraborty, 2019;
White i wsp., 2023].

Hemifuzja oraz tworzenie poru fuzyjnego sg procesami, ktébre wymagajg rearanzaciji
btony. W zaleznosci od etapu fuzji, lipidy, ktére indukujg krzywizny dodatnie lub ujemne btony,
mogg promowac lub hamowac proces fuzji. Hemifuzje promuje obecnosé¢ lipidow, ktdre
sprzyjajg powstawaniu bton o krzywiznie ujemnej promuje hemifuzje [Yang & Huang, 2002;
Chernomordik & Kozlov, 2008]. Natomiast obecnos¢ lipidéw o krzywiznie dodatniej sprzyja

przejsciu z etapu hemifuzji do powstania poru [Chernomordik i wsp., 1995].
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Krzywizna dodatnia Ptaska bitona Krzywizna ujemna
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Rycina 6 Krzywizna blony w zaleznosci od skiadu lipidowego.  Skroty:
LysoPC - lizofosfatydylocholina; PC — fosfatydylocholina; PE — fosfatydyloetanoloamina.
Zmodyfikowana ilustracja z publikacji [White i wsp., 2023], udostepnionej na licencji CC BY
4.0.

1.4. Proces fuzji wirusowej

Fuzja wirusowa jest niezwykle istotnym procesem w patogenezie wirusow, do ktérego
konieczne sg biatka fuzyjne. Dzieki potgczeniu otoczki wirusowej z btong lipidowg komorki
wirusy otoczkowe mogg uwolni¢ swoj materiat genetyczny do wnetrza komérki. Standardowy
model fuzji zaktada, ze proces ten zachodzi z udziatem stanéw posrednich, ktére sg ponizej
scharakteryzowane [Chernomordik & Kozlov, 2008; Harrison, 2015]. Wedlug modelowego
schematu fuzji (Rycina 7) na pierwszym etapie fuzji dochodzi do dehydratacji bton, co
umozliwia zblizenie sie dwdch bton do siebie i oddzialywanie ze sobg. Nastepnie zachodzi
proces hemifuzji, bedgcy stanem posrednim, w ktérym nastepuje potgczenie dwéch bton ale
bez mieszania sie zawartosci. Wyrdznione zostaty dwie struktury wystepujgce na etapie
hemifuzji: struktura typu ,stalk” oraz typu ,diaphragm”. Poczgtkowo btony tworzg strukture typu
“stalk”, czyli potgczenie sie zewnetrznych warstw dwoch bton lipidowych. W dalszym etapie
nastepuje hemifuzja typu “diaphragm”, w ktérym dochodzi do potgczenia wewnetrznych
warstw dwéch bton. Nastepnie zachodzi petna fuzja dwéch bton, prowadzgca do utworzenia
poru fuzyjnego. Por jest kanatem umozliwiajgcym mieszanie sie zawartosci, ktére pierwotnie
byly oddzielone dwuwarstwami lipidowymi. Na koncowym etapie dochodzi do rozszerzenia
poru fuzyjnego, co umozliwia wymiane zawartosci [Boonstra i wsp., 2018].

Fuzja bton rzadko przebiega spontanicznie, poniewaz stany posrednie fuzji
charakteryzujg sie wysokg energig aktywacji rzedu 30 kgT [Frangois-Martin i wsp., 2017;
Zheng i wsp, 2022]. Proces ten wymaga biatek, ktére obnizajg energie aktywacji. Wirusy
otoczkowe posiadajg biatka lub kompleksy biatkowe, kidére odpowiadajg za fuzje otoczki
wirusowej z btong lipidowg komorek gospodarza. Wirusowe biatka fuzyjne zostaty podzielone
na trzy klasy ze wzgledu na strukture drugorzedowg oraz podobienstwa funkcjonalne: klase I,
Il oraz Ill. Biatkiem fuzyjnych wirusa grypy jest hemaglutynina, nalezaca do klasy |, dla ktérej
charakterystyczne jest struktura a-helisy. Wszystkie biatka z klasy | oraz || wymagajg aktywac;ji

poprzez ciecie proteolitycznemu oraz niskie pH lub zwigzanie receptora [Harrison, 2008;
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White & Whittaker, 2016]. Aby lepiej zrozumie¢ proces fuzji, konieczne jest zbadanie struktury

i funkciji biatek fuzyjnych, a takze ich oddziatywania z lipidami.

1. Dwie btony naprzeciwko 2. Zblizenie sie dwoch
siebie bton do siebie

4. Hemifuzja typu 3. Hemifuzja typu
"diaphragm" "stalk"
....... ........
) e LR
....... / ...... \.... B0
OO0 S )
i

T

Rycina 7 Schemat przedstawiajgcy etapy fuzji wedtug modelu fuzji dwdch bton lipidowych.
Rysunek autorski na podstawie publikacji [Joardar i wsp., 2022].

1.4.1. Fuzja wirusa grypy

Proces fuzji wirusa grypy typu A zachodzi z udziatem hemaglutyniny w pdznych
endosomach (Rycina 8). Po zwigzaniu z receptorem reszt kwasu sjalowego, wirus wnika do
komorki zazwyczaj za pomocg endocytozy. W poznych endosomach, w wyniku dziatania
kwasnego pH dochodzi do zmian konformacyjnych HA, ktdre pierwotnie prowadzg do
ekspozycji N-koncowego fragmentu biatka peptydu fuzyjnego (FP). W zaleznosci od podtypu
aktywacja HA zachodzi przy pH w zakresie 4.6 - 6, najczesciej przy pH ok. 5 [Galloway i wsp.,
2013]. Uwolniony FP oddziatuje z lipidami btony endosomalnej, tgczac tym samym dwie btony.
W kolejnym kroku ektodomena HA ulega dalszym zmianom konformacyjnym, przyciggajgc N-
i C- koniec biatka oraz btony otoczki wirusowej oraz endosomalng. Dalej nastepuje potgczenie
dwdch bfon prowadzgc do hemifuzji. W inicjacji hemifuzji bierze udziat FP. Co jednak istotne
zarowno obecnos¢ FP, jak i domeny transbtonowej (TMD) jest konieczna do petnej fuzji. Na
etapie hemifuzji FP i TMD znajdujg sie w bliskiej odlegtosci od siebie. Przypuszcza sie, ze

hemifuzja wirusa grypy zachodzi prawdopodobnie dwuetapowo: powstanie struktur typu
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“stalk” a nastepnie “diaphragm”. Ostatecznie formuje sie por fuzyjny [Lee, 2010; Risselada i
wsp., 2012]. Powstanie poru umozliwia uwolnienie wirusowego RNA, a tym samym dalsze
etapy infekcji [Harrison, 2008; White i wsp., 2023]. Co istotne, pokazano, ze do petnej fuzji
wystarczy jeden homotrimer HA [Glnther-Ausborn i wsp., 2000, Imai i wsp., 2006], a
kluczowymi fragmentami HA, prowadzacymi do petnej fuzji wirusa, sg najprawdopodobniej FP
oraz TMD.
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Rycina 8 Schemat fuzji wirusa grypy indukowanej przez hemaglutynine w poznych
endosomach (FP — peptyd fuzyjny, TMD — domena transbtonowa). Zmodyfikowana ilustracja
z publikacji [Chang i wsp., 2008], udostepnionej na licencji CC BY 4.0.

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

Peptyd fuzyjny jest to N-koncowy fragment podjednostki HA2 o dtugosci 20-23 reszt
aminokwasowych, ktéry oddziatuje z lipidami btony p6éznego endosomu i posredniczy w
procesie fuzji. Sam FP indukuje hemifuzje nawet bez obecnosci innych czesci biatka, nie
powoduje jednak petnej fuzji, gdyz do tego zjawiska wymagana jest obecno$¢ pozostatej
czesci [Lousa & Soares, 2021].

Dtugos¢ FP pozostaje kwestig sporng. W badaniach stosowane sg rozne modele tego
peptydu. Pierwotnie za sekwencje odpowiadajgcg FP uznano N-koncowy fragment HA o
dtugosci 20 reszt aminokwasowych (HAfp20), a struktura oraz aktywnosc¢ syntetycznego
peptydu HAfp20 zostaty scharakteryzowane przez serie eksperymentéw [Lear & DeGrado,
1987; Skehel & Wiley, 2000; Sun & Weliky, 2009]. Jednak dtuzsza wersja FP o dtugosci 23
reszt aminokwasowych (HAfp23) charakteryzuje sie wiekszg aktywnoscig fuzyjng niz krotszy

odpowiednik [Lorieau i wsp., 2010; Ghosh i wsp., 2015]. Co wiecej, sekwencja aminokwasowa
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FP HAfp23 jest zachowana w toku ewolucji wsréd podtypow HA z rdéznych grup
filogenetycznych [Cross i wsp., 2009; Worch, 2014].

Struktura drugorzedowa FP oraz zagtebienie peptydu w btonie sg istotne dla aktywnosci
fuzyjnej peptydu. W zaleznosci od dtugosci FP przyjmuje w btonie rézng strukture
drugorzedowg (Rycina 9). Z kolei w roztworach wystepuje w formie nieuporzgdkowanej [Han
& Tamm, 2000]. HAfp20 przyjmuje w btonie przy pH 5 w przewazajgcej ilosci strukture otwartg,
tzw. bumerangu (ang. boomerang), natomiast peptyd HAfp23 tworzy w btonie gtéwnie w
strukture zamknietg tzw. spinki do wtosoéw (ang. hairpin) [Ghosh i wsp., 2013; Lorieau i wsp.,
2013; Du i wsp., 2014]. HAfp23 jest prawdopodobnie gteboko zagtebiony w btonie [Michalski
& Setny, 2021b; Worch i wsp., 2021], a w niskim pH, dzieki protonacji reszt aminokwasowych
FP, stabilizowana jest konformacja peptydu przechodzgca przez btone (ang. membrane-
spanning conformation) [Han i wsp., 2001; Lorieau i wsp, 2011; Lousa i wsp., 2020]. Struktura
spinki do wioséw oraz gtebokie zagtebienie w btonie powigzane sg z wysokg aktywnoscig
HAfp23.

Wazny wplyw struktury FP na aktywnosc¢ fuzyjng peptydu potwierdzajg liczne badania
prowadzone nad mutacjami. Wprowadzenie punktowych mutacji w sekwencji FP czesto
prowadzi do spowolnienia procesu fuzji lub wrecz catkowitego zahamowania [Cross i wsp.,
2009]. Syntetyczne peptydy FP z mutacjami, ktére znaczgco zmieniajg ich strukture
drugorzedowg, majg obnizong lub catkowicie zahamowang aktywnos¢ fuzyjng [Cross i wsp.,
2001; Wasniewski i wsp., 2004; Lai i wsp., 2006; Langley i wsp., 2009]. Przyktadem mogg by¢
mutanty G1V i W14A, ktére nie wykazujg aktywnos$ci fuzyjnej i przyjmujg w btonie strukture
bumerangu [Li i wsp., 2005; Lai i wsp., 2006]. Mutacje te wptywajg nie tylko na strukture FP,
ale rowniez na jego konformacje w btonie lipidowej, co jest istotne w inicjacji fuzji.

Czynnikiem, ktory wptywa na aktywnos¢ FP jest pH roztworu, w ktérym sie znajduje. FP
ma kontakt z btong endosomalng w p6éznych endosomach, gdzie pH wynosi okoto 5. Badania
aktywnosci fuzyjnej syntetycznych peptydow HAfp20 i HAfp23 wykazaty, ze HAfp20 powoduje
hemifuzje jedynie w kwasnym pH [Murata i wsp., 1987, Wharton i wsp., 1988], natomiast
HAfp23 jest aktywny réowniez przy pH 7.4. Warto doda¢, ze wiekszg aktywnosé fuzyjng
wykazuje w pH rownym 5 [Lousa i wsp., 2020]. Zaleznos¢ aktywnosci fuzyjnej FP od pH
wynika z protonacji reszt aminokwasowych i jest przyktadem przystosowania wirusa grypy do
fuzji w péznych endosomach.

Prawdopodobnie aktywnos¢ fuzyjna FP wynika z kombinaciji kilkku mechanizmow, ktore
pozwalajg na potgczenie dwdch bton. Jednym z proponowanych mechanizméw jest protruzja
ogondéw lipidowych, ktéra polega na skierowaniu weglowodorowych ogonéw fosfolipidow do
roztworu [Lousa & Soares, 2021]. Protruzja rzadko zachodzi w dwuwarstwie lipidowej. To
wskazuje na to, ze moze by¢ indukowana przez FP. Serie badan z uzyciem symulaciji

molekularnych oraz badania eksperymentalne potwierdzity, ze w obecnosci FP istotnie
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zwieksza sie prawdopodobienstwo protruzji [Kasson i wsp., 2010; Victor i wsp., 2015; Zhang
i wsp., 2023]. Réwniez Larsson i Kasson udowadniajg, ze hemifuzja indukowana przez FP
koreluje z protruzjg lipidow [2013]. Symulacje molekularne z catym biatkiem HA pokazaty, ze
FP powoduje perturbacje fosfolipidéw doprowadzajgc do protruzji ogonéw weglowodorowych
[Pabis i wsp., 2020].

Posrednio protruzja ogonéw weglowodorowych lipidow jest powigzana z parametrem
uporzgdkowania lipidow, kiéry moze by¢é obserwowany za pomocg metod
eksperymentalnych. Lokalny spadek w uporzgdkowaniu btony moze prowadzi¢ do protruzji
[Larsson & Kasson, 2013]. Wplyw FP na uporzgadkowanie lipidéw nie jest do konca poznany.
Do jego charakteryzacji uzywany jest parametr uporzgdkowania lipidéw (ang. membrane lipid
order), ktéry jest zdefiniowany jako miara uporzgdkowania ogondéw weglowodorowych
fosfolipidow w btonie [Owen i wsp., 2010]. W zaleznosci od stosowanej metody FP moze
indukowac¢ zwigkszenie lub zmniejszenie uporzgdkowania lipidow. Przeprowadzone badania
eksperymentalne pokazujg sprzeczne wyniki dotyczgce wptywu FP na uporzgdkowanie
lipidow. Na przyktad symulacje molekularne wskazaty, ze FP powoduje zmniejszenie
uporzadkowania lipidéw w bliskiej odlegtosci od peptydu [Larsson & Kasson, 2013; Brice &
Lazaridis, 2014; Victor i wsp., 2015]. Podobny efekt zmniejszenia uporzgdkowania lipidow
przez HAfp23 zaobserwowano takze w badaniach eksperymentalnych [Ghosh & Weliky,
2020]. Co wiecej, HAfp23 indukowat wieksze nieuporzadkowanie niz krétszy odpowiednik
HAfp20 [Worch i wsp., 2017]. Z kolei, inne badania eksperymentalne z peptydem HAfp20
wykazaly, ze FP zwieksza uporzadkowanie lipidow [Ge & Freed, 2009, Chakraborty i wsp.,
2017]. Rozbieznosci te mogg wynika¢ m.in. z ré6znic w zastosowanych metodach badawczych,
z odmiennych skfadéw lipidowych modelowych bton oraz dtugosci zastosowanego peptydu.
Dodatkowo lokalne uporzgdkowanie lipidéw moze by¢ inne niz globalne, dotyczgce catej btony
lipidowej.

Do procesu fuzji wymagana jest takze globalna rearanzacja dwéch bton. Jednym z
mechanizmow dziatania FP jest stabilizacja ujemnej krzywizny w bfonie (ang. negative
curvature), tym samym inicjujgc hemifuzje [Tenchov i wsp., 2013; Smrt i wsp., 2015].

Dotychczasowe doniesienia wskazujg na niejednoznaczny sposéb dziatania FP, ktéry
prowadzi do fuzji dwéch bton. Do zaproponowanych mechanizméw dziatania FP nalezg
indukcja protruz;ji lipidow, zmiana uporzgdkowania lipidow oraz stabilizacja ujemnej krzywizny
btony lipidowej. Mimo wielu badan mechanizm dziatania FP pozostaje nadal nieznany. Na
aktywnos$¢ fuzyjng peptydu wptywa wiele czynnikow, takich jak pH, dtugos¢ uzywanego FP
czy tez skiad lipidowy bton ulegajgcych fuzji, ktéry zostanie oméwiony w dalszych rozdziatach

niniejszej pracy.
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Rycina 9 Struktury peptydu fuzyjnego hemaglutyniny, A) Struktura bumerangu — FP o
dtugosci 20 reszt aminokwasowych (HAfp20) w miceli w pH 5 (PDB: 1IBN), B) Struktura spinki
do wtoséw — FP o dtugosci 23 reszt aminokwasowych (HAfp23) w miceli w pH 7.4 (PDB:
2KXA). Struktury wygenerowane na podstawie danych PDB przy uzyciu programu Chimera.

1.4.3. Rola domeny transbtonowej (TMD) w fuzji wirusa grypy

Domena transbtonowa hemaglutyniny sktada sie z 26-27 reszt aminokwasowych oraz
znajduje sie na C-koncu podjednostki HA2. TMD w btonie przyjmuje strukture a-helisy. W
obecnosci trzech domen tworzg sie homotrimery [Tatulian & Tamm, 2000; Victor i wsp., 2012;
Mineev i wsp., 2013]. Nalezy podkreslic, ze TMD rozni sie znacznie sekwencjg i
wiasciwosciami fizykochemicznymi, pomiedzy grupami filogenetycznymi HA (grupg 1 oraz
grupg 2), jednak zachowuje te sama funkcje w biatku. Podobienstwo miedzy sekwencjami
TMD pochodzacymi z podtypow H1 (grupa 1) i H3 (grupa 2), dla wiruséow grypy, ktorych
gospodarzem jest cztowiek, wynosi tylko 46% [Kubiszewski & Worch, 2020]. Sekwencja
aminokwasowa TMD z grupy 2 charakteryzuje sie wiekszg hydrofobowoscig oraz
amfipatycznoscig w poréwnaniu do TMD z grupy 1 [Kubiszewski & Worch, 2020]. TMD z
réznych grup filogenetycznych HA prawdopodobnie rdznig sie takze ustawieniem a helis w
homotrimerze. Mniejsze upakowanie homotrimera TMD hemaglutyniny z podtypu H6 (grupa
1) umozliwito ciecie proteolityczne biatka przez enzym restrykcyjny w tym regionie. Podczas
gdy ciecie proteolityczne w rejonie TMD nie byto obserwowane dla hemaglutyniny z grupy 2
[Kordyukova i wsp., 2011].

Gtowng funkcjg TMD jest kotwiczenie catego biatka HA w btonie, zaréwno przed, jak i
po procesie fuzji. Oprécz kotwiczenia biatka w btonie lipidowej, TMD petni istotng role w
procesie fuzji. P FP indukuje hemifuzje, a z kolei TMD jest wymagana do petnej fuzji wirusa
grypy. Poczatkowo udziat TMD w fuzji byt pomijany [Barrett & Dutch, 2020]. Jednak w latach
90’ przeprowadzono badania, w ktorych zastepowano sekwencie TMD na GPI
(glikozylofosfatydyloinozytol) oraz wykorzystywano mutanta HA z krétszg wersjg TMD.

Wymienione zmiany w sekwencji HA powodowaty utrate zdolnosci biatka do petnej fuzji,
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dochodzito tylko do hemifuzji [Kemble i wsp., 1994; Nussler i wsp., 1997; Armstrong i wsp.,
2000]. Dalsze badania wykazaty, ze wymagane jest co najmniej 17 reszt aminokwasowych
TMD do zachowania procesu petnej fuzji [Melikyan i wsp., 1999]. Natomiast zmiana natywnej
sekwencji TMD hemaglutyniny na inng wirusowg TMD nie wptyneta na funkcje fuzyjng biatka
[Schroth-Diez i wsp., 1998]. Wydaje sig, ze do procesu fuzji nie jest wymagana specyficzna
sekwencja aminokwasowa domeny w biatku HA, TMD jest jednak niezbedna do inicjacji
procesu przejscia pomiedzy hemifuzjg a petng fuzjg. Mimo ze TMD z podtypdéw HA nalezacych
do dwdch réznych grup znacznie réznig sie od siebie, niewiele jest doniesieh na temat badan,
ktore poréwnujg TMD z dwoch roznych grup filogenetycznych.

Pomimo ze dtlugos$¢ sekwencji TMD potrzebna do aktywnosci fuzyjnej HA zostata
okreslona, mechanizm dziatania domeny transbfonowej pozostaje nadal nieznany. Jedna z
hipotez zaktada, ze synergiczne oddziatywanie pomiedzy FP i TMD umozliwia przejscie z
etapu hemifuzji do petnej fuzji [Chang i wsp., 2008]. Zasugerowano, ze interakcje pomiedzy
FP:TMD mogg wptywaé na proces fuzji, poniewaz w czasie hemifuzji FP oraz TMD znajdujg
sie blisko siebie. W literaturze pojawiajg sie jednak sprzeczne doniesienia co do obecnosci
tego oddziatywania. Chang i wsp. [2008] oraz Lai i Fred [2015] wskazujg na stabe
oddziatywania pomiedzy FP i TMD. W badaniach peptydy odpowiadajgce FP i TMD wspdlnie
powodowaty wieksze zaburzenie w strukturze btony niz kazdy z nich osobno [Lai & Freed,
2015]. Z drugiej strony, Ranaweera i wsp. [2019], przy uzyciu spektrometrii masowej HDX-MS
(ang. hydrogen-deuterium exchange mass spectrometry), wykazali brak komplekséow FP:TMD
[2019]. Obecnos¢ oddziatywania FP:TMD w HA pozostaje wcigz nierozstrzygnieta. Potrzebne
sg dalsze badania, aby ustali¢ obecno$¢ oddziatywania FP:TMD oraz jego wptyw na proces
fuzji.

Innym proponowanym mechanizmem dziatania TMD, ktéry mogtby prowadzi¢ do fuzji,
jest oddziatywanie samej domeny z lipidami. Niektérzy badacze sugerujg, ze TMD oddziatujgc
z lipidami moze indukowa¢ zmiane ich uporzadkowania (ang. membrane lipid order), co w
konsekwencji moze utatwia¢ fuzje. Na przyktad Tatulian i Tamm [2000] pokazali, ze TMD
(podtyp H3) powoduje zwiekszenie uporzgdkowania lipidow i indukuje tworzenie
uporzgdkowanych domen w btonie. Ge i Freed [2011] zasugerowali, ze zwiekszenie
uporzadkowania lipidéw koreluje z dehydratacjg powierzchni btony, co zmniejsza odpychanie
hydratacyjne i umozliwia fuzje bton.

Oprocz wptywu na uporzgdkowanie lipidow, TMD moze réwniez indukowaé zmiany
struktury btony, takie jak powstawanie krzywizn. Badania Ranaweery i wsp. [2019] wykazaty,
ze obecnos¢ TMD z (podtypu H3) moze indukowac powstanie krzywizny dodatniej btony (ang.
positive membrane curvature). Obecnos¢ dodatniej krzywizny btony wewnetrznego listka
koreluje z przejsciem pomiedzy hemifuzjg a powstaniem poru fuzyjnego [Melikyan i wsp.,

1997a]. TMD prawdopodobnie obniza bariere energetyczng procesu tworzenia poru, tym
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samym pomaga w przejsciu z fazy hemifuzji do petnej fuzji [Pabis i wsp., 2020]. Jednak
mechanizm dziatania domeny transbtonowej na btone nie zostat do konca poznany.
Alternatywna hipoteza mechanizmu dziatania zaktada, ze TMD moze determinowac
konfiguracje ektodomeny, posrednio wplywajgc na aktywnosc¢ fuzyjng biatka [Barrett & Dutch,
2020]. Dotychczas opublikowano tylko jedng strukture biatka zawierajgcg TMD, jest to HA
podtypu H1 [Benton i wsp., 2018]. Wyniki tych badan sugeruja, ze TMD wraz z elementem
taczacym (ang. linker), wptywajg na nachylenie ektodomeny wzgledem btony. Miesci sie ono
w zakresie od 0° do 52°. Co istotne, ustawienie helisy TMD w homotrimerze, zmienia sie w
zaleznosci od orientacji ektodomeny [Benton i wsp., 2018]. Zaobserwowano, ze w przypadku,
gdy HA jest zwigzana z przeciwciatem blokujgcym infekcyjnos¢ wirusa, nachylenie
ektodomeny jest mniejsze i wynosi od 0° do 20°. Zmniejszenie dostepnych orientacji
ektodomeny prawdopodobnie zahamowato proces fuzji. Nie jest do konca jasne, czy za
orientacje ektodomeny odpowiadajg zmiany ustawienia helis TMD w homotrimerze, czy udziat
tagcznika. Prawdopodobnie swoboda konformacyjna ektodomeny jest istotnym elementem,
ktéry odpowiada za proces fuzji. Peten mechanizm tego procesu nie zostat jednak nadal
wyjasniony, dlatego konieczna jest kontynuacja badan z peptydami oraz z catym biatkiem HA.
Warto takze wzig¢ pod uwage roznice w strukturze TMD z réznych grup filogenetycznych,

ktére mogg mie¢ wptyw na aktywnos¢ fuzyjng catego biatka.

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

Wiekszos¢ znanych podtypow HA ulega acetylacji w trzech miejscach w rejonie TMD
oraz ogona cytoplazmatycznego (CT). Do reszt cysteiny na koncu sekwencji TMD przytgczana
jest reszta kwasu stearynowego lub palmitynowego, podczas gdy dwie reszty cysteiny
znajdujgce sie w rejonie CT ulegajg palmitynacji [Kordyukova i wsp., 2008; Veit i wsp., 2013].
Dotychczasowe wyniki badan dotyczace roli acetylacji w procesie fuzji sg niejednoznaczne.

W badaniach dotyczgcych roli acetylacji w fuzji uzywano modelu, w ktérym HA z
mutacjami acetylacji ulegaty ekspresji w komérkach eukariotycznych. Wykorzystano test fuzji
miedzy komédrkami zawierajgcymi HA i komoérkami bez HA. Nastepnie poréwnywano
aktywnos¢ komorek z deacetylowanymi HA z aktywnos$cig komorek z HA bez mutacji. Seria
eksperymentow wykazata, ze acetylacja jest istotna dla aktywnoséci fuzyjnej zaréwno dla HA
z grupy 1, jak i 2, jednak wyniki nie byly jednoznaczne dla wszystkich podtypéw. W przypadku
podtypow H1, H2, H7 mutacje acetylowanych reszt skutkowaty zahamowaniem fuzji [Naeve
& Williams, 1990; Sakai i wsp., 2002; Wagner i wsp., 2005]. Natomiast deacetylacja reszt
aminokwasowych podtypu H3 nie spowodowata zmian w aktywnosci fuzyjnej pomiedzy

komaérkami [Steinhauer i wsp., 1991].
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W alternatywnym eksperymentach wykorzystano metode, w ktérej uzyto czgstki
wirusopodobne VLP (ang. virus-like particle,) zawierajgce deacylowane HA (podtypu H1 lub
H3) [Chlanda i wsp., 2017]. VLP to czastki, ktére przypominajg wirusy i posiadajg biatka
powierzchniowe wirusa ale nie zawierajg wirusowego materiatlu genetycznego. Czastki
wirusopodobne zawierajgce HA mogg ulegac¢ fuzji z btonami. W tescie fuzji pomiedzy VLP a
liposomami zaobserwowano petng fuzje zaréwno dla VLP z deacylowanymi HA podtypu H1
jak i H3 [Chlanda i wsp., 2017]. Rdéznice w wynikach eksperymentéw mogg by¢ zwigzane z
zastosowaniem roznych modeli fuzji: fuzji pomiedzy komorkami oraz czgstkami VLP i
liposomami. Co istotne, acetylacja wydaje sie specyficzna dla podtypu HA. Tabela 1
podsumowuje wyniki eksperymentdow z mutacjami wszystkich reszt aminokwasowych
ulegajacych acetylacji HA, z podziatem na podtypy opisane w literaturze.

C-koncowy fragment HA CT i jego wptyw na proces fuzji zostaty dotychczas przebadane
w niewielkim stopniu. W eksperymentach z fuzjg pomiedzy komoérkami pokazano, ze sam CT
nie wptywat na kinetyke oraz wielkos¢ poru fuzyjnego [Melikyan i wsp., 1997b]. Natomiast
symulacje molekularne wykazaty, ze obecnos$¢ CT jest konieczne do przejscia pomiedzy
konfiguracjg prostg trzech TMD do konformacji nachylonej [Michalski & Setny, 2023a].
Sugeruje to, ze CT moze wptywaé posrednio na konfiguracje TMD i tym samym na fuzje

wirusa grypy, nie zostato to jednak dotychczas przebadane eksperymentalnie.

Tabela 1 Podsumowanie eksperymentéw z mutacjami wszystkich reszt aminokwasowych
ulegajgcym acetylacji w hemaglutyniny (HA) z podziatem na podtypy.

Podtyp Metoda badania Fuzja Referencja

HA fuzji

H1, H2,  fuzja miedzy komorkami [Sakai i wsp., 2002], [Naeve &

H7 syntezujgcymi HA a i Williams, 1990], [Wagner i wsp.,
komorkami bez HA 2005]

H3 fuzja miedzy komorkami [Steinhauer i wsp., 1991]
syntezujgcymi HA a +

komoérkami bez HA

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

H3 fuzja pomiedzy VLP z HA a + [Chlanda i wsp., 2017]
liposomami

Gdzie: (-) oznacza zahamowanie fuzji, (+) zachowana aktywnos$¢ fuzja
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1.5. Rola skladu lipidowego w fuzji wirusa grypy

Aktywnos¢ fuzyjna HA zalezy od sktadu lipidowego dwdch bton uczestniczacych w fuzji:
btony wirionu i btony endosomalnej. Dwa kluczowe fragmenty HA, czyli FP i TMD, odgrywaja
w tym procesie rozne role i oddziatujg z innymi btonami. Podczas gdy FP oddziatuje z lipidami
poznych endosomdéw, inicjujgc fuzje, TMD umozliwia przejécie z hemifuzji do petnej fuzji.
Oprécz tego TMD odpowiada za zakotwiczenie w btonie wirionu i jednoczesnie wptywa na jej

skfad lipidowy.

1.5.1. Rola cholesterolu w fuzji wirusa grypy

Cholesterol jest jednym z najwazniejszych lipidéw wptywajgcych na aktywnos¢ fuzyjng
zaréwno catego biatka HA, jak i FP. Warto podkresli¢, ze btona otoczki wirionu zawiera okoto
50% cholesterolu, a w pdéznych endosomach, z ktérymi oddziatuje FP zaobserwowano
wystepowanie domen bogatych w cholesterol [Sobo i wsp., 2007]. Role tego lipidu w fuzji bton
potwierdzajg badania Biswasa i wsp. [2008], w ktorych stwierdzono zaleznos¢ indukgji fuzji
wywotywanej przez HA (podtyp H3) od obecnosci cholesterolu. Z kolei Domanska i wsp.
[2013] pokazali, ze niskie stezenie cholesterolu w dwdch btonach ulegajgcych fuzji skutkuje
zahamowaniem procesu fuzji wirusa grypy. Podobnie sam FP wykazywat wigekszg aktywno$c¢
fuzyjng w btonie z cholesterolem [Worch i wsp., 2017].

Cholesterol moze wptywa¢ na fuzje przez zmiane struktury btony lipidowej, jak i
oddziatywanie z biatkami fuzyjnymi przez motywy cholesterolowe. Pokazano, ze cholesterol
zmienia grubosc i ptynnos¢ btony oraz indukuje powstanie krzywizn ujemnych, ktére promujg
hemifuzje [Yang i wsp., 2016]. Doktadny mechanizm, w jaki sposéb cholesterol wptywa na
aktywnos$¢ fuzyjng nie zostat dotychczas poznany. Prawdopodobnie zaréwno oddziatywanie

FP, oraz TMD z cholesterolem majg wptyw na aktywnos¢ fuzyjng biatka HA.

1.5.2. Lokalizacja hemaglutyniny w btonie komérkowej

Lokalizacja HA w btonie komorkowej zainfekowanej komorki jest kluczowa dla miejsca
skfadania wirusa i tym samym dla sktadu lipidowego otoczki wirionu [Leser & Lamb, 2005].
Hemaglutynina nalezy do biatek btonowych, ktore jako jedne z pierwszych byty powigzane z
domenami bogatymi w cholesterol i sfingomieline, zwanymi tratwami lipidowymi [Skibbens i
wsp., 1989; Simons & Kai, 1997]. We wczesnych badaniach nad HA zaobserwowano, ze
biatko lokalizuje sie we frakcjach nierozpuszczalnych w detergentach DRM, kitére sg modelem
tratw lipidowych [Skibbens i wsp., 1989]. Obecnos¢ HA w frakcji DRM zostata wykryta
zarowno dla HA z podtypdéw z grupy filogenetycznej 1, jak i 2. Wykazano, ze wiekszos¢ biatka

HA z podtypéw H3, H2 i H1 znajdowato sie w frakcjach DRM [Takeda i wsp., 2003; Tall i wsp.,
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2003; Leser & Lamb, 2005; Ohkura i wsp., 2014]. Co wiecej, za pomocg mikroskopii
elektronowej oraz superrozdzielczej mikroskopii FPALM (ang. fluorescence photoactivation
localization microscopy) badacze pokazali, ze HA (podtyp H2) lokalizuje sie w komérkach w
domenach o wielkosci od 40 nm do wielu um [Hess i wsp., 2005; Hess i wsp., 2007].

Do lepszego zrozumienia preferencyjnej lokalizacji HA w btonie naukowcy zastosowali
modele bton lipidowych, ktére zawieraly fazy ciektokrystaliczne uporzadkowane L, (model
tratw lipidowych) i cieklokrystaliczne nieuporzadkowane Lg4. W eksperymentach uzyto
sztuczny model bton lipidowych: liposomy GUV oraz pecherzyki btony plazmatycznej GPMV
pozyskane z komoérek. HA (podtypu H7, H2) lokalizowaty sie w domenach
nieuporzgdkowanych Ly zaréwno w liposomach GUV, jak i w GMPV [Nikolaus i wsp., 2010;
Wilson i wsp., 2015]. Z kolei symulacje molekularne z HA (podtyp H3) pokazaty, ze biatko to
znajduje sie pomiedzy fazami L, i Lq [Parton i wsp., 2013]. Badania z DRM oraz mikroskopowe
potwierdzajg lokalizacje HA z obu grup filogenetycznych w tratwach lipidowych. Natomiast w
modelach bton zawierajgcych domeny L., i Ly lokalizacja biatka w danej domenie moze
zaleze¢ od podtypu HA. Do lepszego zrozumienia lokalizacji HA w btonie komoérkowe;j

kluczowe jest wziecie pod uwage roznic pomiedzy podtypami HA.

1.5.3. Rola TMD i acetylacji w lokalizacji hemaglutyniny

Umiejscowienie HA w btonie komérkowej zalezy przede wszystkim od fragmentu biatka
TMD oraz acetylacji reszt cysteinowych [Scheiffele i wsp., 1997; Melkonian i wsp., 1999].
Zmiana sekwencji TMD z biatka HA (podtyp H2) na sekwencje TMD pochodzgcag z innego
biatka transbtonowego, ktére nie posredniczy w fuzji, skutkuje brakiem HA we frakcji DRM
[Melikyan i wsp. 1999].

Warto zauwazy¢, ze sekwencje aminokwasowe TMD HA z grup filogenetycznych 1 oraz
2 znacznie rdznig sie od siebie. Kluczowa w lokalizacji hemaglutyniny z grupy 2 w btonie
wydaje sie obecnos¢ w sekwencji tgcznika oraz TMD reszt aminokwasowych, ktore
potencjalnie mogg oddziatywac z cholesterolem [de Vries i wsp., 2015; Hu i wsp., 2019]. W
sekwencji aminokwasowej HA z grupy 2 wykryto motyw wigzgcy cholesterol CCM (ang.
cholesterol consensus motif) [Hanson i wsp., 2008]. CCM jest sekwencjg F/Y-R/K-I/V/L-Y/W,
w ktérej reszty aminokwasowe znajdujgce sie na dwoch helisach transbtonowych oddziatujg
z cholesterolem (Rycina 10) [De Vries i wsp., 2015]. Mutanty HA (podtyp H7) z zamienionym
motywem CCM na reszty alaniny charakteryzowaty sie zmniejszong lokalizacjg w tratwach
lipidowych, i w mniejszym stopniu wigzato sie z odpowiednikiem cholesterolu [Engel i wsp.,
2010; de Vries i wsp., 2015; Hu i wsp., 2019].

Motyw CCM nie jest obecny w grupie 1 HA, natomiast w tej grupie wystepuje sekwencja

aminokwasowa (Y-K/Q...l-Y), ktora jest okreslana jako potencjalny odpowiednik CCM [Hu i
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wsp., 2019]. Wymieniona sekwencja znajduje sie na koncu regionu tgcznika oraz na poczatku
TMD. Mutacje w obrebie tego motywu powodujg, ze HA (podtyp H2) w mniejszym stopniu
lokalizujg sie we frakcji nierozpuszczalnej w detergencie DRM w poréwnaniu do biatka
niezmutowanego [Liniwsp., 1998]. Zmiana lokalizacji HA sugeruje, ze reszty aminokwasowe
znajdujgce sie na poczgtku TMD mogg oddziatywa¢ z cholesterolem, wptywajac na
umiejscowienie w btonie. Jednakze symulacje molekularne z TMD podtypu H1 wykazaty brak
specyficznych oddziatywah miedzy TMD a cholesterolem [Michalski & Setny, 2023a].

Wtasciwosci strukturalne TMD mogg rowniez wptywaé na lokalizacje HA w btonie.
Jednym z parametrow opisujgcym strukture domen transbtonowych jest wspoétczynnik
dostepnosci powierzchni ASA (ang. accessible surface area), ktéry okres$la stopien ekspozyciji
reszt aminokwasowych do $rodowiska lipidowego [Yuan i wsp., 2006]. Badania sugerujg, ze
TMD z mniejszym wspotczynnikiem ASA preferencyjnie lokalizujg sie w tratwach lipidowych
[Lorent i wsp., 2017]. Analiza pordwnawcza TMD z podtypéw H1 (grupa 1) i H3 (grupa 2)
wykazata, ze TMD z H1 charakteryzuje sie mniejszym wspoétczynnikiem ASA. Wskazuje to,
ze podtyp H1 bardziej preferencyjnie lokalizuje sie w tratwach lipidowych niz podtyp H3
[Kubiszewski-Jakubiak & Worch, 2020].

Poza sekwencjg aminokwasowg oraz strukturg TMD, za lokalizacje HA z grupy 1 w
btonie mogg odpowiadaé acetylacje. Pokazano, ze S-acetylacje sg wymagane do lokalizacji
HA (podtyp H2) we frakcji DRM [Melkonian i wsp., 1999]. Kwestig nie do konca jasng

pozostaje lokalizacja HA w bfonie w zaleznosci od podtypéw hemaglutyniny z réoznych grup
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Rycina 10 Motyw wigzgcy cholesterol (CCM) w sekwencjach hemaglutynin nalezgcych do
grupy 2 (zaznaczony niebieskimi strzatkami). Oryginalna ilustracja z publikaciji
[Huiwsp., 2019], za zgodg wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance
Center.
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1.6. Metody badawcze uzywane w badaniu btony lipidowej

Charakteryzacja btony lipidowej jest waznym aspektem badan nad fuzjg wirusa grypy.
Do najczesciej uzywanych metod w badaniu btony lipidowej nalezg metody fluorescencyjne.
Ich zaletami sg wysoka wrazliwos¢ na bliskie srodowisko oraz szerokie mozliwosci
wykorzystania w eksperymentach.

Fluorescencja jest zjawiskiem emisji Swiatta przez czastke, ktdra wczesniej absorbowata
Swiatto. W wyniku absorpcji $wiatta czgstka przechodzi ze stanu podstawowego (So) do
singletowego stanu wzbudzonego (S1), a nastepnie powraca do So oddajgc energie w sposéb
bezpromienisty lub przez emisje swiatta (fluorescencja). Czgstka moze rowniez przejs¢ ze
stanu S¢ do stanu trypletowego (T1), a nastepnie traci¢ energie w sposob promienisty
(fosforescencja) lub bezpromienisty i powracac¢ do stanu So. Najwazniejszymi wtasciwosciami,
uzywanymi do opisu fluoroforow sg wydajnos¢ kwantowa oraz czas zycia fluorescencji.
Wydajnos¢ kwantowa jest to stosunek fotonéw zaabsorbowanych do wyemitowanych przez
fluorofor. Natomiast czas zycia fluorescencji opisuje sredni czas, w ktérym fluorofor znajduje
sie w stanie wzbudzonym [Lakowicz, 2006].

Dzieki obserwacji roznych parametrow fluorescencji, takich jak intensywnosc
fluorescencji w zaleznos$ci od dtugosci fali i czasu, a takze zmiany czaséw zycia fluorescencji,
mozliwe jest zbadanie wielu wtasnosci fizyko-chemicznych bton lipidowych. Metody
fluorescencyjne wykorzystywane sg do analizy m.in. mobilnosci lipiddow w btonie,
oddziatywania lipidow z biatkami, lokalizacji biatek btonowych, przeprowadzenia testéw fuzji
bton, czy do zbadania uporzgdkowania lipidow. Znajdujg zastosowanie zaréwno w sztucznych
modelach lipidowych ,takich jak liposomy czy ptaskie monowarstwy btonowe ,jak i w
badaniach komérkowych [Chen i wsp., 2006; Demchenko i wsp., 2015].

Uzupetnieniem badan btony lipidowej sg metody oparte na rozpraszaniu $wiatta, ktére
pozwalajg na zbadanie np. wielkosci liposoméw. Wykorzystanie zaréwno metod
fluorescencyjnych, jak i rozpraszania Swiatta pozwala na lepsze scharakteryzowanie bton

lipidowych [Edwards & Baeumner, 2006].

1.6.1. Mikroskopia FRET-FLIM

Fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii FRET (ang. fluorescence
resonance energy transfer) jest procesem polegajgcym na bezpromienistym przekazaniu
energii miedzy dwiema czgstkami w stanie wzbudzonym donorem i w stanie podstawowym
akceptorem, ktérego spektrum absorpcji pokrywa sie ze spektrum emisji donora. FRET
zachodzi pomiedzy fluoroforami znajdujgcymi sie w bliskiej odlegtosci od siebie, od okoto 20

A do 60 A. Na wydajnos¢ tego procesu wptywajg przede wszystkim odlegto$¢ miedzy donorem
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i akceptorem, stopien naktadania sie spektrum emisji fluorescencji donora i wzbudzenia
akceptora.

Metoda FRET jest powszechnie uzywana w badaniach biochemicznych oraz
biofizycznych do analizy odlegtosci pomiedzy czgstkami, w tym do badania bton
biologicznych. Znajduje zastosowanie w testach fuzji btonowej oraz lokalizacji biatek w btonie.
Wydajnos¢ FRET mozna okresli¢ za pomocg zmian czasow zycia fluorescencji donora przy
obecnosci akceptora [Lakowicz, 2006; Loura & Prieto, 2011].

Wydajnos¢ przeniesienia energii FRET jest opisana za pomocg wzoru:

1 [/ Ro\°
kr(r) = - (70) (1.1)

Gdzie: 1o - czas zycia fluorescencji donora przy braku obecnosci akceptora, Ro - odlegtosé
Forstera, odlegtos¢, przy ktérej transfer energii zachodzi z wydajnoscig 50%, r - odlegto$¢

donora do akceptora

Mikroskopia czaséw zycia fluorescencji FLIM (ang. fluorescence lifetime imaging
microscopy), jest to technika obrazowania, w ktérej analizowane sg czasy zycia fluorescenciji
fluoroforow. W eksperymentach czasowo-rozdzielczych FLIM rejestruje sie krzywe zaniku
intensywnosci fluorescencji po wzbudzeniu prébki pulsowym zrodtem swiatta, osobno dla
kazdego piksela. W celu wyznaczenia czasow zycia fluorescencji do zarejestrowanej krzywe;j
dopasowuje sie funkcje ekspotencjalng zaniku zgodnie ze wzorem [Lakowicz, 2006;
Periasamy & Mazumder, 2015].

I(t) = Z Ampie%;

(1.2)

Gdzie: Amp; - amplituda sktadowej i, i - czas zycia fluorescencji sktadowej i, i - liczba

sktadowych

Czas zycia fluorescencji barwnikéw jest wrazliwy na zmiany w Srodowisku, takie jak
polarno$¢, uporzagdkowanie lipidow i oddziatywanie pomiedzy czgsteczkami [Stockl i wsp.,
2008; Berezin & Achilefu, 2010]. Parametr ten jest niezalezny od stezenia barwnika,
intensywnosci fluorescenciji czy zjawiska fotowybielania, co czyni go uzytecznym w badaniach
biologicznych. Nawet niewielkie zmiany w Srodowisku mogg prowadzi¢ do wykrywalnych
réznic w czasie zycia fluorescenciji.

Metoda FLIM-FRET pozwala na analize wydajnosci transferu energii na podstawie
pomiaru czasow zycia fluorescencji fluoroforu. W eksperymentach obserwuje sie skrocenie

czasu zycia fluorescencji donora w obecnosci akceptora, w wyniku FRET. W przeciwienstwie
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do pomiaréw FRET, w ktérych analizuje sie zmiany w intensywnosci sygnatu, zaletg FLIM-
FRET jest niezalezno$¢ od zjawiska fotowybielania czy réznic w stezeniu fluoroforéw
[Lakowicz, 2006]. Metoda FLIM-FRET jest uzywana w badaniach bton biologicznych, m.in.

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

1.6.2. Spektroskopia korelacji fluorescencji FCS

Spektroskopia korelacji fluorescenciji FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy)
polega na sledzeniu fluktuacji sygnatu fluorescencji emitowanego przez pojedyncze czastki.
Fluktuacje te wynikajg ze swobodnej dyfuzji czgstek, kioére losowo wchodzg i wychodzg z
objetosci pomiarowej. Metoda ta pozwala m.in. na zbadanie dyfuzji translacyjnej oraz
wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji czagstki.

Aby mozliwa byta obserwacja pojedynczych czgstek, wymagane jest zastosowanie
bardzo niskiego stezenia barwnika (0,1-100 nM) oraz matej objetosci pomiarowej (rzedu
femtolitrow). W ten sposob ogranicza sie liczbe analizowanych czgstek do kilku w niewielkim
obszarze detekcji [Petrov & Schwille, 2008]. Niewielkg objeto$¢ pomiarowg uzyskuje sie dzieki
zastosowaniu mikroskopu konfokalnego, w ktérym przyjmuje ona ksztatt elipsoidy (Rycina

11A) i opisana jest za pomocg funkciji:
Vers = 72wz (1.4)
Gdzie: wo, zo - potosie elipsoidy

Pomiar FCS opiera sie na obserwac;ji fluktuacji sygnatu fluorescencji w czasie, ktore sg
nastepnie analizowane za pomocg korelatora, ktory generuje krzywg autokorelacji (Rycina
11B). Analiza polega na poréwnaniu sygnatu poczgtkowego do sygnatu po niewielkim okresie
czasu (ponizej mikrosekund). Fluktuacje sygnatu pochodzace od swobodnie dyfundujgcych
czgstek wykazujg korelacje w czasie, w przeciwienstwie do szumu. Podczas pomiaru korelator

oblicza krzywag autokorelacji zgodnie ze wzorem:

Gdzie: F(t) - intensywnosc fluorescencdiji, t - czas korelacji
Do otrzymanej krzywej dopasowuje sie odpowiedni model funkcji autokorelacji, ktory

pozwala na wyznaczenie czasu dyfuzji czgstek (tq). W przypadku eksperymentéw, w ktorych

bada sie swobodng dyfuzje czastek w roztworze w modelu uwzglednia sie wktad dyfuzji
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translacyjnej oraz wptyw przejscia fluoroforu w stan trypletowy (Réwnanie 1.4). W wyniku
przejscia fluoroforu ze stanu singletowego (S1) w stan trypletowy (T+) pojawiajg sie dodatkowe
fluktuacje w sygnale, ktére nalezy uwzgledni¢, zeby prawidtowo wyznaczy¢ parametry dyfuzji.
Zjawisko to powszechnie wystepuje dla organicznych barwnikéw w stanie wzbudzonym,
dlatego konieczne jest uwzglednienie tego parametru w funkcji autokorelacji [Schonle i wsp.,
2014]. Ponizej podano model funkcji autokorelacji dla eksperymentéw w trojwymiarowej

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

G(T):1+Gt*Gd (1.4)
fr —T
1 1
d = 1/2

Gdzie: G; - autokorelacja trypletu, Gq - autokorelacja dyfuzji translacyjnej, fr - intensywnos$¢
fluorescencji trypletu, T - czas korelacji, Tt - czas dyfuzji trypletu, c - stezenie barwnika

fluorescencyjnego, Ve - objetosS¢ pomiarowa, tp - czas dyfuzji fluoroforu, k¥ - parametr

strukturalny k= zo/wo

W  przypadku eksperymentow w btonie lipidowej, pomiary sg wykonywane w
dwuwymiarowej przestrzeni. Dla jednego fluoroforu w dwuwymiarowej przestrzeni stosuje sie

model matematyczny funkcji autokorelac;ji:

- fr -7 1 1
G(T)—1+(1+—1_fTea:p<TT))*C%”* (1+TL) (18

Gdzie: fr - intensywnos¢ fluorescenciji trypletu, t - czas korelacji, tr - czas dyfuzji trypletu,

c- stezenie barwnika fluorescencyjnego, Ver - objeto$¢ pomiarowa, 7o - czas dyfuzji fluoroforu
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Na podstawie pomiaréw FCS mozliwe jest wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji czastki
(D), ktéra oblicza sie w oparciu o czas dyfuzji oraz wartosci promienia bocznego objetosci

pomiarowej (wo) zgodnie ze wzorem:

wo =/ 474D (1.7)

Gdzie: D- wspotczynnik dyfuzji (um?/s), 14 czas dyfuzji (us), wo - promien boczny (um)

Koncepcja techniki zostata pierwotnie sformutowana przez Magdego i wsp. [1972] do
obserwacji fluktuujgcych czastek w roztworze koloidalnym. Obecnie metoda FCS jest szeroko
stosowana w biologii do badania dynamiki czgstek. Oprocz dyfuzji opisanej w tym rozdziale,
moze by¢ stosowana do analizy transportu aktywnego, stechiometrii chemicznej, oddziatywan
pomiedzy dwoma fluoroforami m.in. oligomeryzacji biatek. Metoda znajduje réwniez
zastosowanie w pomiarach mobilnosci biatek oraz lipidéw w btonach lipidowych. FCS moze
by¢ wykorzystywana w badaniach in vitro jak i in vivo m.in. w roztworach, komérkach oraz
organizmach modelowych (ryby i muszki owocowe) [Sankaran & Wohland, 2023]. Do zalet tej
techniki nalezy wysoka czutos¢ rzedu pojedynczych czastek oraz mozliwosé obserwacii
dynamiki czgstek [Petrov & Schwille, 2008; Weidemann & Schwille, 2009].
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Rycina 11 Schemat ilustrujgcy zasade dziatania techniki FCS, A) Objeto$¢ pomiarowa w
ksztatcie elipsoidy, zo, wo — potosie elipsoidy, B) Przyktadowy pomiar fluktuacji fluorescencji w
czasie, wzor na krzywg autokorelacji obliczong podczas eksperymentu za pomoca korelatora
sygnatu oraz krzywa autokorelacji (pomaranczowa) z dopasowang funkcjg autokorelacji
(czarna). Rysunek autorski na podstawie [Weidemann & Schwille, 2009].
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1.6.3. Dynamiczne rozpraszanie swiatta DLS

Dynamiczne rozpraszania swiatta DLS (ang. dynamic light scattering) to technika
umozliwiajgca pomiar wielkosci czgstek w roztworze, jest wykorzystywana m.in. do mierzenia
wielkosci liposomow. W metodzie tej wykorzystuje sie zjawisko rozpraszania swiatta, ktére
polega na zmianie kierunku rozchodzenia sie Swiatta w wyniku oddziatywania fotonéw z
czgstkami obecnymi w roztworze.

W metodzie DLS obserwuje sie czasowe fluktuacje intensywnos$ci rozproszonego
Swiatta, ktére wynikajg z przypadkowych ruchéw czgstek w roztworze zwanymi ruchami
Browna. Wykorzystywana jest zalezno$¢, ze mniejsze czastki dyfundujg szybciej, generujac
wieksze fluktuacje sygnatu niz wieksze czgstki (Rycina 12a). Do analizy tych fluktuaciji,
podobnie jak w metodzie FCS omawianej w poprzednim rozdziale, wykorzystuje sie funkcje
autokorelacji. Jezeli czastki sg duze, sygnat zmienia sie powoli, a korelacja utrzymuje sie
przez diuzszy czas. Natomiast dla mniejszych czgstek korelacja zanika szybciej (Rycina 12b).
Na podstawie dopasowanej funkcji autokorelacji intensywnosci rozproszonego $wiatta
mozliwe jest okreslenie wspoétczynnika dyfuzji czgstek w roztworze [Stetefeld i wsp., 2016].

Nastepnie wyznaczany jest promien hydrodynamiczny, zdefiniowany jako srednica kuli,
ktéra porusza sie z takg samg predkoscig dyfuzji jak badana czgstka. Zaleznos¢ miedzy
promieniem hydrodynamiczny a wspotczynnikiem dyfuzji translacyjnej jest opisana

rownaniem Stokesa-Einsteina:

kT
d(H) = 5 (1.9

Gdzie: d(H) - promien hydrodynamiczny czgstki, ks - stata Boltzmanna, T- temperatura, D-

wspotczynnik dyfuzji translacyjnej, n- lepko$¢ roztworu

W zaleznosci od wielkosci czgstek, do lepszego scharakteryzowania ich wielkosci
stosuje sie teorie rozpraszania swiatta Rayleigha oraz Mie. Rozpraszanie swiatta przez mate
czastki, ktérych rozmiar wynosi ponizej 1/10 diugosci fali, jest opisane przez teorie Rayleigha.
Zgodnie z teorig Rayleigha rozpraszanie Swiatta jest procesem izotropowym i zaleznym od
wielkosci czgstek. Natomiast dla czgstki o wielkosci zblizonej do dtugosci fali swiatta stosuje
sie teorie Mie. W tym przypadku wykres intensywnosci rozproszonego $wiatta tworzy ztozong
funkcje maksimow i minimow, ktéra jest zalezna od kata rozpraszania [Stetefeld i wsp., 2016].

Do bardziej precyzyjnych pomiaréw wielkosci czgstek wykorzystuje sie wielokagtowe
dynamiczne rozpraszanie Swiatta MADLS (ang. multi-angle dynamic light scattering). W
przypadku pomiarow DLS fluktuacje intensywnosci swiatta w czasie obserwuje sie pod jednym

katem, najczesciej wstecznym, okoto 170°. Metoda MADLS pozwala na doktadniejszy pomiar
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wielkosci czgstek oraz analize ich liczby w roztworze na podstawie rozpraszania $wiatta pod

trzema katami [Bryant i wsp., 1995; Austin i wsp., 2020].
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Rycina 12 Zasada pomiaru dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS), a) Intensywnosc¢
rozproszonego swiatta w czasie dla matych oraz duzych czgstek, b) Funkcja autokorelacji dla
przyktadowych matych oraz duzych czgstek. Oryginalna ilustracja z publikacji
[Falke & Betzel, 2019], za zgodg wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance
Center.
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2. Cele pracy

Proces fuzji wirusa grypy z btong péznych endosomoéw jest indukowany przez
hemaglutynine, biatko powierzchniowe wirusa. Pomimo wielu badan, mechanizm tego
procesu nadal pozostaje niewyjasniony. Do najwazniejszych fragmentéw HA, ktére biorg
udziat w fuzji, nalezg FP i TMD. Pokazano, ze obecnos¢ zaréwno FP, jak i TMD jest konieczna
do przeprowadzenia petnej fuzji wirusowej. Podczas gdy FP oddziatuje z lipidami btony
poznych endosoméw i inicjuje hemifuzje, rola TMD w tym procesie pozostaje stabo poznana.
Co istotne, podczas gdy sekwencje aminokwasowe FP sg zachowane w toku ewolucji wsréd
dwodch grup filogenetycznych HA, sekwencje TMD wykazujg znaczne réznice, petnigc
jednoczesnie te samg funkcje. Mechanizm, w jaki sposéb TMD umozliwia przejscie z hemifuz;ji
do petnej fuzji, jest nieznany.

Jedna z hipotez, przedstawiona przez Changa i wsp. [2008], zaktada, ze bezposrednie
oddziatywanie pomiedzy FP i TMD prowadzi do petnej fuzji wirusa grypy. Jednak mozliwos¢
takiego oddziatywania nie zostata jednoznacznie potwierdzona. Gtéwnym celem niniejszej
pracy doktorskiej byto zweryfikowanie mozliwosci oddziatywania FP:TMD oraz zbadanie jego
roli w procesie fuzji. W zwigzku z tym przedstawiono nastepujgca hipoteze badawcza:
Domena transbtonowa oddziatuje z peptydem fuzyjnym hemaglutyniny w sposéb synergiczny,

co prowadzi do zwiekszonej aktywnosci fuzyjnej peptydu fuzyjnego.

W celu weryfikacji przedstawionej hipotezy zaplanowano cele szczegotowe:

1. Zweryfikowanie, czy syntetyczne peptydy odpowiadajgce sekwencjom
aminokwasowym TMD z podtypéw H1 i H3 sg wbudowane w btone lipidowa.

2.  Zbadanie aktywnosci btonowej oraz fuzyjnej indywidualnych peptydéw FP i TMD oraz
ich mieszanek.

3.  Zbadanie wptywu peptydéow FP,TMD oraz mieszanek FP i TMD na uporzgdkowanie

lipidow.
Dodatkowym celem pracy byto zbadanie réznic pomiedzy TMD pochodzgcymi z dwoch

réznych grup filogenetycznych (podtypéw H1 oraz H3) HA. Dalekosieznym celem pracy byto

zrozumienie roli TMD w procesie fuzji wirusa grypy indukowanej przez HA.
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3. Materialy i metody

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 CaCl, 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

Bufory uzyte w eksperymentach przedstawia Tabela 3.

Tabela 3 Spis wykorzystanych buforéw

Bufor

Skiad buforu

buforu pH 5

10 mM kwas cytrynowy, 150 mM NaCl

bufor pH 5 z wapniem

10 mM kwas cytrynowy, 150 mM NaCl, 3 mM CacCl,

bufor pH 7,4

10 mM HEPES, 150 mM NaCl
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Listy stosowanych lipidéw oraz barwnikéw fluorescencyjnych przedstawia odpowiednio

Tabela 4 oraz Tabela 5.

Tabela 4 Spis stosowanych lipidow

Lipid Producent

Cholesterol Avanti Polar Lipids

PEG PE Avanti Polar Lipids

POPC Avanti Polar Lipids

Wszystkie stosowane lipidy zostaty rozpuszczone w roztworze chloroformu.

Tabela 5 Spis stosowanych barwnikéw 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

Barwniki zostaly rozpuszczone w

chloroform:metanol.

roztworze chloroformu, etanolu lub
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3.2. Stosowane peptydy oraz czastki wirusopodobne VLP

Stosowane syntetyczne peptydy przedstawia Tabela 6.

Tabela 6 Spis stosowanych syntetycznych peptydéw razem z sekwencjami aminokwasowymi,
molowymi wspoétczynnikiem absorbcji oraz producentem.

Nazwa Sekwencja aminokwasowa £ (M'cm™) 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

W kazdym przypadku peptydy byty czyste w >95%. Peptyd FP odpowiada fragmentowi
peptydu fuzyjnego z podtypu H2 hemaglutyniny. Peptydy H1 oraz H3 odpowiadajg sekwenciji
aminokwasowej domeny transbtonowej (TMD) hemaglutyniny odpowiednio z podtypéw H1
oraz H3. Peptydy H1long oraz H3long zostaty wydtuzone wzgledem peptydéw H1 oraz H3 o
dodatkowe reszty aminokwasowe znajdujgce sie przed sekwencjg TMD w regionie fgcznika.
Przygotowano wodne roztwory 1 mg/ml kazdego z syntetycznych peptydéw. Nastepnie
zmierzono ich stezenie przy uzyciu prawa Lamberta-Beera, mierzgc absorbancije przy 280 nm
za pomocg spektrofotometru NanoPhotometer NP80 (Implen). Do pomiaréw stezenia
peptydow stosowano odpowiednich molowych wspétczynnikéw absorpcji dla kazdego

peptydu. Do eksperymentéw uzywano 100 uM roztwordw peptyddw.

Czastki wirusopodobne VLP (ang. virus-like particles) zostaty przygotowane przez dr.
Szymona Kubiszewskiego-Jakubiaka we wspotpracy z dr tucjg Kowalewskag oraz Michatem
Bykowskim na Wydziale Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. Przygotowanie czgstek VLP
zostato opisane w artykule [Borkowska i wsp., 2024].

W eksperymentach zostaty uzyte dwa rodzaje czgstek wirusopodobnych:
e H1-TMD-H1 zawierajgce hemaglutynine petnej dtugosci podtypu H1
e H1-TMD-H3 zawierajgce hemaglutynine podtypu H1 2z fragmentem TMD
pochodzgcym z podtypu H3
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Sekwencje podjednostki HA2 obecne w czgstkach H1-TMD-H1 oraz H1-TMD-H3
przedstawia Rycina 13. Do zbadania aktywnosci fuzyjnej czastek wymagane byto ciecie
proteolityczne prekursora HAO na podjednostki HA1 oraz HA2. Przed wykonaniem testéw
aktywnosci czgstki wirusopodobne byty trawione przez noc w temperaturze 4°C za pomocg
proteazy Xa (NEB).
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Rycina 13 Sekwencje aminokwasowe podjednostek HA2 hemaglutyniny w czgstkach
wirusopodobnych H1-TMD-H1 i H1-TMD-H3, ilustracja autorska.
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3.3. Preparatyka liposoméw i dwuwarstw lipidowych
3.3.1. Liposomy GUV

Do przygotowania liposomoéw typu GUV (ang. giant unilamellar vesicle) wykonano
standardowg metode elektroformacji [Angelova & Dimitrov, 1986]. W tym celu wykorzystano
teflonowg komore z platynowymi drutami. Przed kazdym uzyciem komore czyszczono w
etanolu. W procesie przygotowania na kazdy drut naktadano 5 pl mieszanki lipidowej o
stezeniu 1 mg/ml. Nastepnie druty suszono 15 minut pod préznig. W kolejnym kroku do
komory dodawano 300 ul 0,3 M sacharozy i wykonywano elektroformacje z nastepujgcymi
parametrami: prgd zmienny AC 3V (pik do piku) z czestotliwoscig 10 Hz przez 2 godziny i 2 Hz
przez 30 minut. Do obrazowania liposoméw przygotowano witasnorecznie wykonane komory.
Do przygotowania komér wykorzystano probowki typu eppendorf, ktore zostaty przyklejone do
szkietka (24 x 60 mm, #1,5, Carl Roth) za pomocg kleju optycznego (Norland Optical Adhesive
63). Do kazdej komory dodano 250 ul buforu oraz 40 ul liposoméw GUV powstatych po
elektroformacji. Osmotyczno$¢ buforu zostata dostosowana do osmotycznosci 0,3 M
sacharozy za pomocg osmometru 800CLG TRIDENT MED S.C., co zapobiegato powstawaniu
szoku osmotycznego i rozpadowi liposoméw GUV. W kazdym przypadku liposomy byty

przygotowane i obrazowane tego samego dnia.

3.3.2. Liposomy LUV

Liposomy typu LUV (ang. large unilamellar vesicle) przygotowano suszgc odpowiednig
ilos¢ lipidéw rozpuszczonych w chloroformie pod strumieniem azotu, a nastepnie lipidy
pozostawiano na 4 godziny pod proznig do catkowitego wyparowania rozpuszczalnika.
Kolejno uwadniano film lipidowy przez 2 godziny z wytrzgsaniem za pomocg buforu do
finalnego stezenia 5 mg/ml lipidéw. W pdzniejszym etapie liposomy zamrazano w ciektym
azocie i rozmrazano w 55°C na tazni wodnej. Cykl zamrazania i rozmrazania powtarzano
pieciokrotnie. W nastepnym kroku liposomy przeciskano przez filtr poliweglanowy o wielko$ci
100 nm (Whatman) za pomocg ekstrudera Avanti Mini Extruder. Liposomy przeciskano przez
filtr 21 razy. Wielkos$¢ liposoméw sprawdzano za pomocg pomiaréw DLS (ang. dynamic light

scattering). Liposomy byty przygotowane i zuzywane w przeciggu jednego tygodnia.

3.3.3. Liposomy SUV

Liposomy typu SUV (ang. small unilamellar vesicle) przygotowano suszgc odpowiednig
ilos¢ lipidow rozpuszczonych w chloroformie pod strumieniem azotu. Nastepnie pozostawiano
na 4 godziny pod préznig do catkowitego wyparowania rozpuszczalnika. Kolejno uwadniano
film lipidowy za pomoca buforu do finalnego stezenia 5 mg/ml lipidéw. Film uwadniano przez

2 godziny z wytrzgsaniem. W pozniejszym etapie liposomy sonikowano przez 10 minut
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uzywajgc sonikatora tipsowego Branson S250D z koncowka 2 ” w cyklu 5 s sonikacjii 5 s
pauzy z amplitudg 10%. Powstatych po sonikacji osad odwirowano z uzyciem wirdwki
Eppendorf Centrifuge 5403 R. Probke wirowano kilkukrotnie przy 19000 x G przez 5 minut.
Wielkos¢ liposoméw po sonikacji kontrolowano za pomocg pomiarow DLS. Liposomy bytly

przygotowane i zuzywane w przeciggu jednego tygodnia.

3.3.4. Dwuwarstwa lipidowa typu SLB
Przygotowanie oraz ptukanie blony SLB (ang. supported lipid bilayer) zostaty

zoptymalizowane, co zostato szczegdtowo opisane w rozdziale 4.7. Po zoptymalizowaniu
procesu btona SLB byta przygotowana zgodnie z opisem przedstawionym w tym rozdziale.
Poczatkowo przygotowano liposomy typu LUV zgodnie z procedurg opisang w 3.3.2.
Przygotowano liposomy o sktadzie POPC/cholesterol/PEG PE (55/40/5 mol%) z barwnikiem
fluorescencyjnym Atto 488 DOPE i stezeniu lipidéw 1 mg/ml. Do pomiarow FCS uzywano
barwnika Atto 488 DOPE w stezeniu 0,02 mol%, natomiast do obrazowania w stezeniu 0,2
mol%. Przed kazdym przygotowaniem btony typu SLB szkietko czyszczono przez pét godziny
w kwasie chromowym. Nastepnie szkietko ptukano wodg i przyklejano odcietg probdwke typu
eppendorf. Nastepnie na wyczyszczone szkio dodawano 150 ul roztworu sktadajgcego sie z
130 pl buforu pH 5 z 3 mM CaCl; oraz 20 pl liposomow typu LUV. Liposomy inkubowano ze
szkietkiem przez 30 minut. Po inkubaciji ptukano komore 20 x 200 ul za pomoca buforu pH 5.
Funkcjonalno$¢ otrzymanej btony zostata oceniona przez zbadanie mobilnosci lipidéw za
pomocg FCS. Dalej SLB zostata wykorzystana do zbadania aktywnosci fuzyjnej czastek

wirusopodobnych.

3.3.5. Pomiar wielkosci czastek za pomoca DLS/MADLS

Pomiary z uzyciem dynamicznego rozpraszania Swiatta DLS (ang. dynamic light
scattering) zostaly wykorzystane do zmierzenia sredniej wielkosci liposomow. Wielokgtowe
dynamiczne rozpraszanie swiatta MADLS (ang. multi-angle light scattering) pozwolito na
pomiar liczby czgstek na ml. Pomiary DLS oraz MADLS zostaty wykonane z uzyciem Malvern
Zetasizer Ultra. Do kazdego pomiaru, zaréwno DLS, jak i MADLS wykorzystano 70 pl probki,

ktéra byta mierzona w kuwecie 3 x 3 mm (Hellma Analytics), w temperaturze 25°C.
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3.4. Testy aktywnosci peptydéw
3.4.1. Badanie wbudowania peptydéw w btone za pomocag FRET

W celu sprawdzenia czy peptydy odpowiadajgce TMD wbudowujg sie w btone,
przeprowadzono test oparty o zjawisko FRET [Dennison i wsp. 2009; Zhang i wsp., 2013]. W
tym celu przygotowano liposomy typu SUV o sktadzie POPC zawierajgce 0,2 mol% dansyl-PE
oraz liposomy bez barwnika. Dansyl petnit funkcje akceptora w btonie. Donorem byty
aromatyczne reszty aminokwasowe peptydéw, odpowiednio reszty tyrozyny (Tyr) dla
peptydéw H1 i H1long, oraz reszty Trp dla H3 i H3long. Pomiary zostaty wykonane na
spektrofluorymetrze Horiba FluoroMax-4 Spectrofluorometer w temperaturze 20°C w kuwecie
4 x 10 mm (Hellma). Fluorescencje wzbudzano odpowiednio przy 280 nm dla Tyr oraz 295
nm dla Trp. Emisje fluorescencji dansyl-PE obserwowano w zakresie 420-540 nm dla Tyr oraz
420-560 nm dla Trp. Peptydy byty dodawane w koncowym stezeniu 2 uM do liposomoéw o
koncowym stezeniu lipidow 100 uM (1:50 peptyd:lipid). W trakcie eksperymentu zmierzono
widma emisji fluorescencji dla liposoméw z barwnikiem dansyl-PE w obecnos$ci oraz bez
odpowiedniego peptydu. Dodatkowo jako tto zmierzono liposomy bez barwnika. Po odjeciu tta
od widm fluorescencji intensywnos¢ fluorescencji zostata znormalizowana. Pomiary zostaty

wykonane w dwoch niezaleznych powtdrzeniach.

3.4.2. Wygaszanie fluorescencji tryptofanu/tyrozyny za pomoca

akrylamidu

Pomiary wygaszania fluorescencji reszt Trp i Tyr pozwolity na zbadanie dostepnosci
aromatycznych reszt aminokwasowych dla wygaszacza fluorescencji, i tym samym
sprawdzenie, czy badane peptydy sg transbtonowe [Chang i wsp., 2008]. Do wygaszania
fluorescencji uzyto akrylamidu, ktéry wygasza fluorescencje zaréwno reszt Trp jak i Tyr
[Follenius & Gerard, 1983; Aran Terol i wsp. 2015]. Akrylamid nie wygasza wydajnie
fluorescencji reszt aromatycznych, ktére sg wbudowane gteboko w btonie na przyktad reszt
aromatycznych w peptydach transbtonowych [Moro i wsp., 1993]. Poczatkowo wykonano
eksperymenty wygaszania fluorescencji analogow Trp i Tyr odpowiednio N-acetylo-L-
tryptofanu (NATA) oraz N-acetylo-L-tyrozyny (NALT) w buforze pH 5. Koncowe stezenie
NATA i NALT wynosito 20 uM. Nastepnie wykonano pomiary z uzyciem peptydéw H1, H1long,
H3 oraz H3long. W eksperymentach poréwnywano sygnat fluorescencji Trp i Tyr dla peptydéw
w buforze pH 5 oraz po dodaniu liposomow typu SUV. Koncowe stezenie peptyddw i lipidow
wynosito odpowiednio 2 yM oraz 100 uM (1:50 peptyd:lipid). Wszystkie pomiary wykonywano
na spektrofluorymetrze Horiba Fluoromax-4 w temperaturze 20°C w kuwecie 4 x 10 mm
(Hellma). Fluorescencje Trp oraz NATA wzbudzano przy dtugosci fali 295 nm, a Tyr i NALT

przy 280 nm. Nastepnie mierzono spektrum emisji fluorescencji w zakresie 310-400 nm dla
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Trp i NATA oraz 290-400 nm dla Tyr i NALT. W eksperymencie miareczkowano wybrany
peptyd lub analog aminokwaséw NATA/NALT kolejnymi dodatkami 2 M akrylamidu, dodajgc
po 5 ul akrylamidu az do uzyskania koncowego stezenia 48 uM. Po kazdym dodatku
inkubowano 5 minut prébke z akrylamidem. Pomiary zostaty wykonane w trzech niezaleznych
powtdrzeniach.

Do dalszych analiz wybrano wartosci intensywnosci fluorescencji odpowiadajgce
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
poprawke fluorescencji na efekt filtru wewnetrznego, ze wzgledu na znaczng absorpcje
akrylamidu przy tej dtugosci fali. Pomiary absorbancji wykonano przy uzyciu spektrofotometru
NanoPhotometer NP80 (Implen) w tej samej kuwecie 4 x 10 mm (Hellma), w ktorej byty
przeprowadzane pomiary fluorescencji. Mierzono absorbancje akrylamidu od 0 do 48 pM w
buforze pH 5. Przy wzbudzeniu 295 nm stosowanym dla reszt Trp absorpcja akrylamidu dla

maksymalnego stezenia akrylamidu wynoszgcego 48 uM byta nieznaczaca.

Skorygowana fluorescencja zostata obliczona dla dtugosci fali 305 nm dla

eksperymentow z NALT oraz z peptydami H1, H1long zgodnie ze wzorem [Lakowicz, 2006]:

(Agx+AEm)
Feorr = Fops - 10 2 (3-1)

Gdzie: Feor - skorygowana intensywnosé¢ fluorescencji przy 305 nm, Fops - Obserwowana
intensywnos$¢ fluorescencji przy 305 nm, Aex oraz Aem - absorbancja akrylamidu przy 280 i
305 nm.

W celu wyznaczenia statej Sterna-Volmera do otrzymanych danych byta dopasowana

krzywa z uzyciem wzoru [Lakowicz, 2006]:

Fo/F =1+ Ky - [Q] (3.2)

Gdzie: Fo - intensywnos$¢ fluorescencji bez obecnosci wygaszacza, F - intensywnosc¢

fluorescencji w obecnosci wygaszacza o stezeniu [Q], Ksy - stata Sterna-Volmera
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3.4.3. Test aktywnosci fuzyjnej - mieszania lipidow (ang. lipid mixing)

Do zbadania aktywnosci fuzyjnej peptydéw uzywano testu opartego na FRET (ang.
fluorescence resonance energy transfer). Stosowany test mieszania lipidow (ang. lipid mixing)
pozwala na wykrycie hemifuzji oraz fuzji pomiedzy liposomami, nie pozwala jednak na
rozroznienie hemifuzji od fuzji. W wyniku hemifuzji lub fuzji liposomow zawierajgcych donora
i akceptora z niebarwionymi liposomami dochodzi do oddalenia od siebie donora i akceptora.
Tym samym obserwuje sie spadek efektywnosci transferu FRET. Test przeprowadzano na
czytniku ptytek TECAN na 96-dotkowych ptytach (Greiner, F-bottom, chimney well) w
temperaturze pokojowej. W pomiarach mierzono zmiane sygnatu fluorescencji akceptora przy
wzbudzeniu przy 463 nm i emisjg przy 590 nm. W eksperymentach wykorzystano liposomy
LUV o sktadzie POPC lub POPC/chol (60/40 mol%) z odpowiednimi barwnikami oraz liposomy
niebarwione. Bezposrednio do pomiaréw przygotowano dwie partie liposomow: barwione
(zawieraty 1 mol% NBD-PE i 1 mol% N-Rh-PE) oraz niebarwione, ktére zostaty mieszane w
proporcji 1:9 (barwione/niebarwione) przy koncowym stezeniu lipidow wynoszgcym 100 M.
Poczatkowo zmierzono sygnat fluorescencji samych liposomow, odpowiadajgcy braku fuzji
0%. Nastepnie do roztworu dodawano peptyd lub mieszanke peptydéw w koncowym stezeniu
2 uM (1:50 lipid:peptyd), wymieszano roztwor za pomocg pipety i mierzono intensywnos¢é
fluorescencji przez nastepne 15 minut. Do dalszej analizy uzywano sygnatu fluorescencji po
850 s, w momencie, gdy sygnat sie ustabilizowat. Na kohcu do roztworu dodano 4 ul 10%
Tritonu X-100 w celu rozpuszczenia liposoméw. Koncowy sygnat fluorescencji odpowiadat
100% aktywnosci fuzyjnej. Na podstawie wartosci poczgtkowej oraz koncowej obliczano
warto$¢ procentowg aktywnosci peptydu lub mieszanek peptydowych. Eksperymenty
wykonano w dwoch lub trzech niezaleznych seriach, z osobnym przygotowaniem liposomow
typu LUV. Pomiary w kazdej serii zostaty wykonane w 4 powtorzeniach. Dodatkowo wykonano
eksperyment z liposomami o sktadzie POPC/chol (60/40 mol%) przy statym stezeniu lipidow
wynoszacym 100 uM i zmiennym stezeniu peptydu FP. Wykorzystano mieszanki o finalnym
stezeniu FP: 0,5; 0,75; 1;1,5; 2; 3; 4 oraz 10 uM. Dla kazdego stezenia FP eksperyment zostat
powtorzony trzy razy. Sposob pomiaru byt taki sam jak opisany wczesniej dla peptydu o

stezeniu 2 uM.

3.44. Test aktywnosci blonowej - wyciekanie barwnika z liposomoéw

(ang. leakage assay)

W celu zbadania aktywnosci btonowej skutkujgcej wyciekaniem zawartosci z liposomow
uzyto testu aktywnosci btonowej (ang. leakage assay). Test zostat oparty na zmianie
intensywnosci fluorescenciji kalceiny zamknietej w liposomach. Kalceina zostata zamknieta w

liposomach w stezeniu powodujgcym samowygaszanie sie barwnika. Wyciek barwnika z
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liposomow, powodowat spadek samowygaszania barwnika i tym samym wzrost intensywnosci
fluorescencji. Test przeprowadzano na czytniku ptytek TECAN na 96-dotkowych piytach
(Greiner, F-bottom, chimney well) w temperaturze pokojowej. W pomiarach wykorzystano
wzbudzenie barwnika fluorescencyjnego przy 495 nm i obserwowano emisje przy 515 nm. W
pierwszym etapie przygotowano 112 mM roztwor kalceiny w 0,27 M NaOH, zgodnie z opisem
z [Dutta i wsp., 2020]. W eksperymentach wykorzystano liposomy LUV o sktadzie POPC lub
POPC/chol (60/40 mol%) o stezeniu 5 mg/ml. Podczas przygotowania liposoméw LUV
barwnik zostat zamkniety w liposomach przez uwodnienie filmu lipidowego roztworem
barwnika. Nastepnie wolna kalceina oraz liposomy zostaty rozdzielone za pomocg
chromatografii zelowej SEC (ang. size exclusion chromatography) z uzyciem kolumn PD-10
(GE Healthcare). Zbierano frakcje po okoto 100 pl, najbardziej stezone frakcje liposomow
zostaty wybrane do dalszych pomiaréw. Do kazdego dotka dodano liposomy w kohcowym
stezeniu lipidow wynoszgcym 100 uM. Stezenie lipiddw zostato oszacowane na podstawie
stopnia rozcienczenia liposoméw na kolumnie. Po wymieszaniu probek zmierzono
poczatkowy sygnat odpowiadajgcy 0% wyciekaniu barwnika z liposoméw. Nastepnie do
roztworu dodano peptyd lub mieszanke peptydow w finalnym stezeniu 2 uM (1:50
lipid:peptyd), wymieszano roztwoér za pomocg pipety i mierzono intensywnos¢ fluorescenciji
przez nastepne 15 minut. Do dalszej analizy uzywano sygnatu fluorescencji po 850 s, w
momencie kiedy sygnat sie ustabilizowat. Na koricu do roztworu dodano 4 pl 10% Tritonu X-
100 w celu rozpuszczenia liposomow i zmierzono intensywnos¢ fluorescencji. Koncowy
sygnat fluorescencji odpowiadat 100% wyciekaniu barwnika z liposomow. Na podstawie
warto$ci poczatkowej oraz koncowej obliczano warto$¢ procentowg aktywnosci peptydu lub
mieszanek peptydowych. Eksperymenty wykonano w dwéch lub trzech niezaleznych seriach,
z osobnym przygotowaniem liposomoéw. Pomiary w kazdej serii zostaty wykonane w czterech

powtdrzeniach.

3.4.5. Kinetyka aktywnosci blonowej - wyciekania barwnika z liposomoéw

Do pomiaru kinetyki aktywnosci btonowej peptydow FP WT, E11A, W14A wykorzystano
test wyciekania barwnika z liposomow. Pomiary zostaty wykonane na spektrofluorymetrze
Cary Eclipse (Varian) w kuwecie 4 x 10 mm (Hellma) w temperaturze 20°C. W pierwszym
etapie przygotowano 112 mM roztwér kalceiny w 0,27 M NaOH, przygotowany zgodnie z
[Dutta i wsp., 2020]. W eksperymentach wykorzystano liposomy LUV o sktadzie POPC lub
POPC/chol (60/40 mol%) przygotowane w buforze pH 5 lub buforze pH 7,4. Barwnik zostat
zamkniety w liposomach LUV przez uwodnienie filmu lipidowego roztworem barwnika.
Nastepnie wolna kalceina oraz liposomy zostaty rozdzielone za pomocg chromatografii
zelowej SEC (ang. size exclusion chromatography) z uzyciem kolumn PD-10 (GE Healthcare).

W przypadku pomiarow w pH 7,4 liposomy zostaty przygotowane, wyptukane z kolumny oraz
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rozciehczane w buforze pH 7,4. Fluorescencje wzbudzano przy 495 nm, natomiast emisje
obserwowano przy 515 nm. W pierwszej kolejnosci obserwowano przez 2 minuty
intensywnos$¢ fluorescenciji samych liposomoéw w stezeniu 100 uM lipidéw (0% wyciekania),
az do ustabilizowania sie sygnatu. Nastepnie dodano peptyd w koncowym stezeniu 2 uM
(1:50 peptyd:lipid) i mieszano roztwor przez 1 minute na mieszadle magnetycznym, po czym
obserwowano kinetyke reakcji przez 2000 s. Po tym czasie sygnat ustabilizowat sie. W
nastepnym kroku rozpuszczano liposomy, dodajgc 10 pl 10% Tritonu X-100, i mierzono przez
2 minuty sygnat (100% wyciekania). Wykonano trzy niezalezne pomiary dla kazdego peptydu,

Srednie warto$ci zostaty obliczone.

3.5. Obrazowanie mikroskopowe

3.5.1. Obrazowanie mikroskopowe FLIM

Do pomiaréw mikroskopii obrazowania czaséw zycia fluorescencji FLIM (ang.
fluorescence lifetime imaging microscopy) wykorzystano mikroskop konfokalny Leica TCS
SP8 z obiektywem 63x z immersjg wodng (apertura numeryczna 1,2). Pomiary wykonywano
w temperaturze pokojowej i zbierano obrazy z rozdzielczoscig 512x512 pikseli. Fluorescencije
wzbudzano za pomocg biatego lasera przy dtugosci fali 488 nm z czestotliwoscig 20 MHz.
Emisje fluorescencji zbierano w zakresie 500-600 nm z uzyciem filtra bandpass 500-550. Do
obrazowania przygotowano liposomy GUV o sktadzie POPC lub POPC/chol (60/40 mol%) z
0,25 mol% C6-NBD-PE. W eksperymencie obrazowano pojedyncze liposomy GUV az do
uzyskania okoto 1500 zliczen. W badaniach wykonano pomiary z liposomami bez dodatku
peptydu jako kontrolne eksperymenty oraz z odpowiednimi peptydami i mieszankami
peptydow dodawanych do roztworu. Koncowe stezenie peptyddéw wynosito 3 uM.
Kazdorazowo inkubowano liposomy oraz peptydy 30 minut przed rozpoczeciem pomiarow.
Dla kazdych warunkoéw (bez peptydu, z kazdym peptydem oraz z mieszankami) zostato
wykonane co najmniej 30 zdje¢ liposomoéw GUV w minimum dwdch niezaleznych seriach
pomiarowych. Dekonwolucje oraz dopasowanie krzywych do danych przeprowadzano w
programie SymPhoTime 64. W celu dopasowania krzywych eksponencjalnych uzyto metody
dekonwolucji z wygenerowanym przez program sygnatem IRF (ang. instrument response

function).
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W kazdym przypadku do uzyskanych danych zaniku intensywnosci fluorescencji dopasowano

dwuekspotencjalne krzywe zaniku, zgodnie ze wzorem [Lakowicz, 2006]:
—t
I(t) = Z Amp,ei (3.3)
(]

Gdzie: Amp; - amplituda sktadowej i, 7 - czas zycia fluorescencji sktadowej i, i - liczba

sktadowych

Dopasowanie dwuekspotencjalnych krzywych zaniku umozliwito obliczenie $rednich czaséw

zycia fluorescencji po amplitudzie, zgodnie ze wzorem:
2
T = —
amp Z A?fnpz- (34)
i

Gdzie: tamp - Srednia z czasow zycia fluorescencji po amplitudzie, Amp; - amplituda sktadowej

i, Ti - czas zycia fluorescenciji sktadowej i

W kazdym badanym przypadku sprawdzat sie dwuekspotencjalny model krzywych zaniku do
danych eksperymentalnych. W eksperymentach uzywano fluoroforu C6-NDE-PE,
wyznakowanego barwnikiem fluorescencyjnym NBD przytgczonym do szdéstego atomu wegla

jednego z tancuchow weglowodorowych.

3.5.2. Pomiary mobilnosci dwuwarstwy lipidowej za pomoca FCS

W celu sprawdzenia, czy otrzymana dwuwarstwa lipidowa na podtozu SLB miata
zachowang mobilnos¢ lipidéw, wykorzystano metode spektroskopii korelacji fluorescencji FCS
(ang. fluorescence correlation spectroscopy). Eksperymenty FCS pozwolity na wyznaczenie
wspotczynnika dyfuzji znakowanych lipiddw w btonie SLB o sktadzie POPC/cholesterol/PEG
PE/Atto 488 DOPE (55/40/5/0,02 mol %). Pomiary zostaty wykonane na mikroskopie Zeiss
LSM 780 z obiektywem 40x z immersjg wodng (apertura numeryczna = 1,2) w temperaturze
pokojowej. Prébke wzbudzano laserem argonowym o dtugosci fali 488 nm, emisje zbierano w
zakresie 500-650 nm.

Na poczatku kazdej serii pomiarowej wykonywano kalibracje objetosci konfokalnej (Ver).
Kalibracja jest niezwykle istotna, poniewaz umozliwia bezposrednie poréwnywanie wynikéw
miedzy seriami pomiarowymi. Skorygowano takze potozenie pierscienia korekcyjnego
obiektywu, aby intensywno$¢ fluorescencji w czasie pomiaru byta najwyzsza. W celu
wyznaczenia objetosci konfokalnej za pomocg FCS konieczny jest barwnik o znanym

wspotczynniku dyfuzji. Na podstawie pomiarow FCS dla barwnika mozna byto wyznaczyc¢
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promien elipsoidy pomiarowej. Do kalibracji wykorzystano 25 nM roztwér Alexa 488 o znanym
wspdtczynniku dyfuzji D = 414 pm?/s [Petrov i wsp., 2006]. W jednym eksperymencie
wykonywano 6 pomiarow, w ktorych obserwowano intensywnosc fluorescencji barwnika przez
10 s, nastepnie wszystkie 6 pomiaréw usredniono. W kazdej serii pomiarowej wykonywano
trzy eksperymenty, a wyniki zostaty wykorzystane do dalszej analizy. Nastepnie do
otrzymanych danych eksperymentalnych dopasowano krzywe funkcji autokorelacji.
Dopasowania zostaty wykonane w programie Zeiss ZEN.

Dla eksperymentéw kalibracyjnych w roztworze dopasowywane zostaty krzywe zgodnie
ze wzorem funkcji autokorelacji dla eksperymentéw w przestrzeni tréjwymiarowej dla jednego

fluoroforu z uwzglednieniem trypletu:

e (5)) |
G =141+ —
(T) ( 1—fT€$p Tr *Cveff " (1+7’) (1+21—)1/2 (3.5)

KeTD

Gdzie: fr - intensywnos$¢ fluorescencji trypletu, t - czas korelacji, Tr - czas dyfuzji trypletu,
c- stezenie barwnika fluorescencyjnego, Ver - objetosé pomiarowa, tp - czas dyfuzji

fluoroforu, k - parametr strukturalny

W eksperymentach w roztworze przyjeto, ze parametr strukturalny k wynosi 5.
Przyktadowe wyniki eksperymentu FCS dla roztworu Alexa 488 przedstawiajg Rycina Z 1 oraz
Tabela Z 1 znajdujgce sie w zatgczniku.

Na podstawie dopasowanej krzywej program Zeiss ZEN wyznaczyt czas dyfuzji (7p)
barwnika Alexa 488, ktory wynosit ok. 20 ps. Nastepnie na podstawie wspoétczynnika dyfuzji
oraz wyznaczonego czasu dyfuzji barwnika Alexa 488 obliczono promien elipsoidy objetosci
pomiarowej.

Wyznaczono promien objetosci pomiarowej zgodnie ze wzorem:

wo =/ 414D (3.6)

Gdzie: D- wspotczynnik dyfuzji (um?/s), 14 czas dyfuzji (us), wo - promien boczny (um)

Promien boczny elipsoidy objetosci pomiarowej wynosit okoto 0,2 ym. Wyznaczony
promien zostat wykorzystany do obliczenia wspoétczynnikow dyfuzji dla barwnika Atto 488
DOPE wbudowanego w btone SLB.

Po kalibracji objetosci pomiarowej, wykonywano eksperymenty z barwnikiem Atto 488
DOPE w btonie SLB. Poczatkowo obrazowano btone SLB w celu wybrania odpowiedniego

miejsca do eksperymentéw FCS. Zbierano obrazy z rozdzielczoscig 512x512 pikseli. Probke
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wzbudzano laserem argonowym o dtugosci fali 488 nm, a emisje zbierano w zakresie 500-
650 nm. Btona SLB charakteryzuje sie niewielkg gruboscig okoto kilkunastu nm [Andersson &
Koper, 2016]. Ze wzgledu na niewielkg grubos¢ btony SLB, miejsce pomiaru FCS w
ptaszczyznie z musiato zosta¢ doktadnie dostosowane podczas pierwszego kontrolnego
pomiaru w kazdym eksperymencie. Plaszczyzna z zostata dostosowana dla maksimum
intensywnosci fluorescenciji. W kazdym pomiarze przeprowadzano szes¢ powtdrzehn po 10 s
kazdy. Dla kazdego eksperymentu wybrano od 4 do 5 powtarzalnych pomiaréw, ktére
nastepnie usredniono. Dla uzyskanych wynikéw eksperymentow FCS w bionie SLB
dopasowano funkcje autokorelacji zgodnie ze wzorem (3.5). W zwigzku z tym, Zze pomiary byty
przeprowadzane w ptaszczyznie dwuwymiarowej, wykorzystano wzor (1.8), przedstawionym
w rozdziale 1. Eksperymenty FCS dla btony SLB wykonano w 19 powtdrzeniach.
Eksperymenty zostaty wykonane w dwdch niezaleznych seriach pomiarowych, z osobnym

przygotowaniem liposomow LUV oraz btony SLB.

3.5.3. Obrazowanie mikroskopowe FLIM-FRET

Pomiary FLIM-FRET wykonano w celu sprawdzenia aktywnosci fuzyjnej czgstek VLP
H1-TMD-H1 i H1-TMD-H3 z btong SLB. FLIM-FRET wykonano na mikroskopie Leica TCS
SP8 z obiektywem 63x z immersjg wodng (apertura numeryczna = 1,2). Pomiary wykonywano
w temperaturze pokojowej i zbierano obrazy z rozdzielczo$cig 512x512 pikseli. Fluorescencije
wzbudzano za pomocg biatego lasera przy dtugosci fali 488 nm z czestotliwoscig 20 MHz.
Emisje fluorescencji zbierano w zakresie 500-600 nm z uzyciem filtra bandpass 500-550. W
wyniku FRET obserwowano zmiany w czasie zycia donora NDB-PE. Test pozwala na
wykrycie hemifuzji oraz fuzji. Do poréwnania warto$ci czaséw zycia fluorescencji po dodaniu
czgstek VLP wykorzystano kontrole pozytywng oraz kontrole negatywne. Wszystkie
przygotowane mieszanki i ich sktady lipidowe przedstawia Tabela 7. Jako model btony
lipidowej wykorzystano btone SLB. Kontrola pozytywna sktadata sie z btony SLB, ktéra
zawierata donor NBD-PE oraz akceptor Rh-PE (KP). Przeprowadzono dwie kontrole
negatywne. Pierwsza kontrola negatywna sktadata sie z blony SLB z NBD-PE (nazwa probki:
Donor). Druga kontrola negatywna (KN) skftadata sie z btony SLB z NBD-PE, z dodatkiem
100 pl liposomoéw LUV zawierajgcych barwnik Rh-PE. Liposomy LUV zostaty przygotowane
w koncowym stezeniu lipidéw 1 mg/ml. Ze wzgledu na to, ze same liposomy LUV nie ulegaja
fuzji z blong SLB, mogty zosta¢ wykorzystane jako kontrola negatywna. Liposomy inkubowano
przez poét godziny z btong SLB w temperaturze pokojowej, a nastepnie obrazowano.

Po przeprowadzeniu odpowiednich kontroli do btony SLB dodawano czgstki
wirusopodobne VLP. Czgstki VLP byly przygotowane przed eksperymentem przez ciecie
proteolityczne przez noc w temperaturze 4°C z protezg Xa o stezeniu 0,1 mg/ml. Nastepnie

czagstki VLP barwiono przez dodanie roztworu Rh-PE o koricowym stezeniu 0,5 pM. Czgstki
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VLP inkubowano z barwnikiem przez 2 h w temperaturze pokojowej. Do btony SLB dodawano
100 pl barwionych czgstek. Tak jak wczesniej liposomy LUV w kontroli negatywnej (KN),
czgstki VLP inkubowano przez pét godziny z btong SLB w temperaturze pokojowej, a
nastepnie obrazowano. We wszystkich eksperymentach obrazowano fragmenty btony o
wymiarach 45x45 ym, az do osiggniecia liczby zliczen okoto 2000. Analize otrzymanych
krzywych zaniku fluorescencji przeprowadzano z uzyciem programu Symphotime64.

Dopasowanie krzywych wykonywano zgodnie z opisem zawartym w rozdziale 3.4.1.

Tabela 7 Sktad lipidowy prébek przygotowanych do eksperymentow FLIM-FRET z btong SLB.

Nazwa Skiad lipidowy

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-H1 (barwione 5 uM Rh-PE)

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

3.5.4. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna oraz wizualizacja danych zostaty wykonane przy uzyciu jezyka
programowania Python. Dane przedstawiano w formie jako $rednia arytmetyczna z
odchyleniem standardowym SD (ang. standard deviation). Do danych eksperymentalnych
dotyczacych wygaszania fluorescencji za pomocg akrylamidu wykonano regresje liniowa.
Dane dla testow wyciekania zawartosci z liposoméw, aktywnosci fuzyjnej oraz dla pomiarow
FLIM i FRET-FLIM przedstawiono w formie wykresow pudetkowych (ang. boxplot) z mediang.
Dla pomiaréw FLIM i FRET-FLIM dekonwolucje, dopasowanie krzywych do danych oraz test
X? przeprowadzano w programie SymPhoTime64. W przypadku pomiaréw FCS do
dopasowania krzywych autokorelacji oraz wyznaczania czaséw dyfuzji barwnikow
wykorzystano program Zeiss ZEN. Do wszystkich analiz statystycznych wykorzystano
nieparametryczny test Manna-Whithneya z poprawka Bonferroniego na wielokrotne

porownania.
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4. Wyniki
41. Test wbudowania peptydéw TMD w btone lipidowa

W celu sprawdzenia, czy syntetyczne peptydy, odpowiadajgce fragmentom TMD
hemaglutyniny, wbudowujg sie w btone lipidowg, przeprowadzono eksperyment FRET. W
tym celu wykorzystano naturalne fluorofory, czyli aromatyczne reszty aminokwasow
obecne w peptydach, jako donory. Jako akceptor zostat uzyty barwnik fluorescencyjny
dansyl przytgczony do fosfatydyloseryny (dansyl-PE). Donorem byly reszty Trp w
przypadku peptydow H3 i H3long oraz reszty Tyr w przypadku H1 i H1long. Eksperyment
nie zostat wykonany dla FP ze wzgledu na liczne dane literaturowe, ktére potwierdzajg
wbudowanie FP w btone lipidowa. Jako model btony lipidowej przygotowano liposomy typu
SUV o sktadzie POPC z wbudowanym dansyl-PE. Fosfolipid POPC zostat wybrany ze
wzgledu na duzg zawartos¢ fosfatydylocholiny (PC) w btonach biologicznych. POPC jest
tez czesto wykorzystywany jako modelowy lipid w badaniach eksperymentalnych oraz w
symulacjach molekularnych. Dzieki uzyciu matych liposomoéw SUV (o $rednicy ponizej 100
nm) nie dochodzito do rozpraszania Swiatta w mierzonym zakresie dtugosci fali i mozliwe
byto zmierzenie widm fluorescencyjnych bez dodatkowej korekty. Wielkos¢ liposoméw
zostata potwierdzona za pomocg metody DLS (Rycina 14).

W  przypadku wszystkich pomiaréw zaobserwowano wzrost intensywnosci
fluorescencji akceptora po dodaniu peptydow. Widoczny byt FRET miedzy resztami Trp
lub Tyr a barwnikiem dansyl-PE (Rycina 15 i Rycina 16). Wyniki eksperymentu tym samym
pokazaty, ze wszystkie peptydy odpowiadajgce TMD wbudowaty sie w btone liposoméw
SUV.

Intensywno$é [nm]
- )] w =N (4] D ~

o

10° 10 10° 10° 10°
Srednica [nm]
Rycina 14 Przyktadowy rozktad wielkosci liposoméw SUV, liposomy przygotowane do
pomiaru wbudowania peptydéw TMD do btony. Srednica zmierzona za pomocg metody
DLS, zavr = 52 nm.
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Rycina 15 Znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji barwnika dansyl-PE w liposomach
SUV oraz liposoméw z danysl-PE po dodaniu peptydow H3 lub H3long zawierajgcych
reszty Trp. n=2
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Rycina 16 Znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji barwnika dansyl-PE w liposomach
SUV oraz liposoméw z danysl-PE po dodaniu peptydow H1 lub H1long zawierajgcych
reszty Tyr. n=2
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4.2. Ocena gtebokos¢ wbhudowania peptydéw TMD w
btone lipidowa

Po zbadaniu wbudowania peptydow TMD w btone, przeprowadzono eksperyment,
ktérego celem byto okreslenie, czy peptydy TMD sg peptydami powierzchniowymi czy tez
whnikajg gteboko w btone. W tym celu wykorzystano test z uzyciem wygaszacza
fluorescencji akrylamidu, ktéry wygasza fluorescencje reszt aromatycznych Trp oraz Tyr
[Follenius & Gerard, 1983; Strambini & Gonnelli, 2010]. Wygaszanie fluorescencji reszt
Trp przez akrylamid jest powszechnie wykorzystywane do badania wbudowania peptydow
w btone lipidowg [Moro i wsp., 1993; Thorén i wsp., 2004]. Akrylamid nie przenika przez
btone lipidowg, w zwigzku z tym nie wygasza efektywnie fluorescencji reszt Trp, ktore sg
wbudowane gteboko w bftone. W ten sposéb mozliwe jest zbadanie, czy peptyd jest
peptydem powierzchniowym ,czy tez transbtonowym. Natomiast brak doniesien
pokazujgcych wykorzystanie wygaszania fluorescencji reszt Tyr do zbadania gtebokosci
wbudowania peptydéw w btone. Mimo braku takich badan zaobserwowano mniejsze
wygaszanie fluorescencji reszt Tyr, ktdre sg schowane wewnatrz biatka [Sureshbabu i
wsp., 2009]. Podobnie jak w przypadku reszt Trp, fluorescencja Tyr w srodowisku, gdzie
wygaszacz nie ma dostepu do reszt aromatycznych (wewngatrz biatka, w btonie lipidowej),
nie ulega efektywnemu wygaszaniu. Wykorzystujgc te wiasnosé, przeprowadzano
eksperyment wygaszania fluorescenciji reszt Tyr za pomocg akrylamidu w peptydach H1 i
H1long, ktére nie zawierajg reszt Trp.

Poczatkowo wykonano eksperyment kontrolny wykorzystujgc roztwory analogu
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 przypadkach zaobserwowano wygaszanie analogéow reszt
aminokwasowych (Rycina 17). Zgodnie z warto$ciami literaturowymi Ksyv dla Tyr wynosi
ok. 38 M", natomiast dla Trp wynosi odpowiednio ok. 20 M-' [Khrapunov i wsp., 2002;
Strambini & Gonnelli, 2010]. W przedstawionych w pracy doktorskiej eksperymentach
uzyskano wartosci Ksy, ktore byty zblizone do wartosci literaturowych (Tabela 8). Stata Ksy
dla NALT byta wyzsza niz dla NATA, co sugeruje, ze reszty Tyr sg bardziej wrazliwe na

wygaszanie fluorescenciji przez akrylamid.

59



5.0 N-acetylo-L-tryptofan (NATA)
®  N-acetylo-L-tyrozyna (NALT)

4.5
4.0
8.8
-~
o
L B y = 0.0296x + 1
R?=0.9914
2.5 i
2.0 p— = 1
- “-'a,
1.5 ——= y = 0.0230x + 1
_— R? = 0.9981
1.0 ¥~
0 10 20 30 40 50 60

Akrylamid [mM]

Rycina 17 Wykres Fo/F w funkcji stezenia wygaszacza fluorescencji akrylamidu dla
analogéw reszt aminokwasowych NATA i NALT w buforze pH 5. Wyniki przedstawiono jak
srednie * odchylenie standardowe SD (n=3). Skala osi y dobrana do bezposredniego
porownywania z Rycing 18 oraz 19.

Tabela 8 Wartosci Ksy otrzymane z eksperymentéw wygaszania fluorescencji dla
analogéw reszt aminokwasowych Trp NATA oraz dla analogu reszt Tyr NALT.

Aminokwas Ksv [M"]
N-acetylo-L-tryptofan (NATA) 23,0+04
N-acetylo-L-tyrozyna (NALT) 29,6 + 1,1

W kolejnych eksperymentach zmierzono intensywnos¢ fluorescencji peptydow w
funkcji stezenia wygaszacza akrylamidu. Eksperyment z wygaszaniem fluorescenciji
wykonano w buforze pH 5 oraz w obecnosci liposoméw SUV. Wykorzystanie liposomoéw
SUV, o srednicy ponizej 100 nm, pozwolito na catkowitg redukcje rozpraszania $wiatta od
liposomow podczas pomiaréw fluorescenciji. W kazdym przypadku widoczne jest stabsze
wygaszanie fluorescencji reszt aromatycznych peptydéw przez akrylamid w obecnosci
liposoméw SUV w poréwnaniu do wynikow z buforem pH 5. Wyniki potwierdzajg, ze
peptydy wbudowujg sie w btone. Test jest najbardziej wiarygodny, gdy peptyd zawiera
jedng reszte aromatyczng tak, jak w przypadku peptydow H1 oraz H3. H1 i H3
prawdopodobnie sg peptydami transbtonowymi i ich reszty Tyr oraz Trp sg gteboko

wbudowane w btone, co utrudnia wydajne wygaszanie fluorescencji przez akrylamid.
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Natomiast peptydy H1long oraz H3long zawierajg odpowiednio dwie reszty Tyr i Trp.
Prawdopodobnie jedna lub dwie reszty Tyr/Trp dla peptydéw H1long i H3long sg gteboko
wbudowane w btone. Na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna stwierdzié, czy obie
badane reszty aminokwasowe sg gteboko wbudowane w btone lipidowg. Wykresy Fo/F w
funkcji stezenia wygaszacza oraz dopasowane krzywe Sterna-Volmera dla wszystkich
peptyddéw przedstawiajg Rycina 18 oraz Rycina 19. Z dopasowanych krzywych uzyskano

dla wszystkich peptydéw state Sterna-Volmera (Tabela 9).
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Rycina 18 Wykresy Fo/F w funkcji stezenia wygaszacza akrylamidu z dopasowanymi
krzywymi Sterna-Volmera. Eksperymenty wykonane dla peptydéw H1 oraz H1long w
buforze oraz w obecnosci liposoméw SUV o sktadzie POPC, wykorzystano bufor pH 5.
Wyniki przedstawione jak srednie + odchylenie standardowe SD (n=3).
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Rycina 19 Wykresy Fo/F w funkcji stezenia wygaszacza akrylamidu z dopasowanymi
krzywymi Sterna-Volmera. Eksperymenty wykonane dla peptydow H3 oraz H3long w
buforze oraz w obecnosci liposomoéw SUV o sktadzie POPC, wykorzystano bufor pH 5.
Wyniki przedstawione jak srednie + odchylenie standardowe SD (n=3).
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Tabela 9 Wartosci Ksy otrzymane z eksperymentdw wygaszania fluorescencji dla
peptydéw w buforze pH 5 oraz w bfonie liposoméw SUV

Peptyd Ksv w buforze [M"] Ksv w btonie [M™]
H1 61,9143 21,6 +1,6
H1long 48,9+5,5 15,0+ 0,3
H3 40,0+ 1,6 8,304
H3long 176 +1,6 54+0,3

4.3. Aktywnos¢ btonowa peptydéw

W kolejnym etapie eksperymentdéw przeprowadzono test wyciekania barwnika
fluorescencyjnego z liposomow (ang. leakage assay). W tescie badana byta aktywnosc
peptydow, ktére wbudowujg sie w btone i zaburzajg strukture jej dwuwarstwy lipidowej. W
wyniku zaburzenia struktury dwuwarstwy dochodzi do wyciekania zawartosci z liposoméw.
Taka aktywnos¢ peptyddéw jest czesto obserwowana u peptydow fuzyjnych, w tym FP
hemaglutyniny [Sainz i wsp., 2005; Rice i wsp., 2022]. Prawdopodobnie wyciekanie
zawartosci z liposomow moze by¢ jednym z etapow fuzji [Mller i wsp., 2003]. W zwigzku
z tym wykorzystano ten test do zbadania aktywnosci btonowej peptydow.

W eksperymentach przedstawionych w pracy doktorskiej poréwnywano aktywnosc¢
btonowg peptyddéw w liposomach o réznym sktadzie lipidowym POPC oraz POPC/chol
(60/40 mol%). Obecnos¢ 40% cholesterolu pozwolita na zbadanie jego wplywu na
aktywnosc¢ peptydow. W eksperymentach uzywano zaréwno krotsze, jak i diuzsze wersje
peptyddw, ktorych sekwencja odpowiadata domenie transbtonowej (TMD) hemaglutyniny.
Dtuzsze wersje peptydéw H1long i H3long posiadajg reszty aminokwasowe, potencjalnie
mogace oddziatywac z cholesterolem. Motywy cholesterolowe wymienionych peptydow
przedstawia Tabela 10. Natomiast krotsze odpowiedniki (H1 i H3) nie posiadajg motywow
cholesterolowych. W eksperymentach wykorzystano zaréwno indywidualne peptydy oraz
mieszanki FP+TMD. Mieszanki byty uzywane w celu sprawdzenia, czy wystepuje
synergiczne dziatanie FP i TMD, a tym samym zbadanie obecno$ci oddziatywan pomiedzy
peptydami. Testy pozwolity na zbadanie aktywnosci btonowej peptydow w réznym sktadzie
lipidowym, jak i przeanalizowanie roznic pomiedzy TMD pochodzgcymi z réznych
podtypow. Co najwazniejsze, zastosowanie mieszanek pozwolito na ocene aktywnosci FP

i TMD w tej samej btonie.
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Tabela 10 Sekwencje aminokwasowe peptydow H1long i H3long z motywami
cholesterolowymi, na zo6tto zaznaczono motywy aminokwasowe, ktore potencjalnie moga
oddziatywaé z cholesterolem, na niebiesko zaznaczona metka zwiekszajgca
rozpuszczalnosé peptydow.

Peptyd Sekwencja aminokwasowa

H1long YQILAIYSTVASSLVLVVSLGAISGKKKKD

H3long GYKDWILWISFAISCFLLCVALLGFIMSGKKKKD

W eksperymentach jako model dwuwarstwy lipidowej wykorzystano liposomy typu
LUV. Po kazdym przygotowaniu liposoméw ich wielko$¢ byta sprawdzana za pomocg
metody DLS. W ten sposéb analizowano jakos¢ i powtarzalnos¢ przygotowanych
liposomow. Wielkos¢ liposoméw wynosita okoto 140 nm (Rycina 20). Przygotowanie
mieszanek oraz mieszanie na 96 dotkowej ptytce zostato tak zoptymalizowane, aby

uzyskaé powtarzalne wyniki i niewielkie tto w przypadku braku aktywnosci.
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Rycina 20 Przyktadowy rozktad wielkosci liposoméw LUV o sktadzie POPC
przygotowanych do testow wyciekania barwnika z liposomow. Rozktad wielkoSci
zmierzonych za pomocg metody DLS, zar = 135 nm.

Wyniki testu wyciekania barwnika pokazaly, ze peptydy odpowiadajgce TMD nie
wykazywaty aktywnosci btonowej zaréwno w liposomach o skfadzie POPC, jak i
POPC/chol (60/40%) (Rycina 21 oraz Rycina 22). Natomiast aktywnos¢ FP w
przeprowadzonych eksperymentach w btonie POPC osiggneta 70% podczas gdy w btonie
z cholesterolem wyniosta ok. 40%. Obecno$¢ cholesterolu znacznie obnizyta aktywnos$é
btonowg FP. W przypadku mieszanek FP z peptydami TMD nie zaobserwowano wzrostu
wyciekania barwnika z liposoméw w poréwnaniu do aktywnosci samego FP.
Zaobserwowano natomiast, ze aktywnos¢ btonowa mieszanki FP+H1long byta nizsza niz

samego peptydu FP w obu sktadach lipidowych. Wynosita odpowiednio ok. 60% w btonie
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POPC oraz ok. 20% w btonie z cholesterolem. Wystepowata takze istotna statystycznie
réznica pomiedzy aktywnoscig mieszanek FP+H1long a FP+H3long w obu btonach. W
kazdym przypadku mieszanka FP+H3long wykazywata sie wyzszg aktywnoscig niz
mieszanka FP+H1long.
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Rycina 21 Procent wyciekania barwnika z liposomoéw indukowany przez pojedyncze
peptydy oraz mieszanki peptydow FP:TMD w liposomach o sktadzie POPC w pH 5.

Stosunek peptyd:lipid wynosit 1:50 (n=12). Analizy statystyczne przeprowadzono z
wykorzystaniem testu Manna Whitneya.
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Rycina 22 Procent wyciekania barwnika z liposomoéw indukowany przez pojedyncze
peptydy lub mieszanki peptydéw FP:TMD w liposomach o sktadzie POPC/chol (60/40
mol%) w pH 5. Stosunek peptyd:lipid wynosit 1:50, n=12. Analizy statystyczne
przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna Whitneya.

4.4. Kinetyka aktywnosci blonowej peptydéw

Przeprowadzono takze eksperymenty w celu doktadniejszego scharakteryzowania
dziatania peptydu fuzyjnego. Do tego wykorzystano test wyciekania barwnika liposomow
w czasie, indukowanego przez natywny peptyd fuzyjny FP (FP WT) oraz mutanty W14A,
E11A. Zgodnie z danymi literaturowymi uzyte mutanty wykazujg sie obnizong aktywnoscig
fuzyjng w poréwnaniu do natywnego FP WT [Lai i wsp., 2006]. Uzycie mutantéw pozwala
na scharakteryzowanie wptywu poszczegdlnych reszt aminokwasowych na aktywnos$é
peptydu fuzyjnego. W przeprowadzonych eksperymentach poréwnano kinetyke
wyciekania zawartosci liposomow dla wszystkich trzech peptydéw. Do bardziej
szczegotowego zbadania aktywnosci blonowej eksperymenty przeprowadzono w réznych
warunkach pH oraz skfadach lipidowych. Wykorzystano liposomy LUV o skfadzie POPC
oraz POPC/chol (60/40 mol%). Test byt przeprowadzany w pH 5, odpowiadajgcym
warunkom poéznych endosomdéw i optymalnym dla dziatania peptydu fuzyjnego w obu
skfadach lipidowych. Dodatkowo przeprowadzono w pH neutralnym (rownym 7,4) w btonie

z cholesterolem.
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Wszystkie peptydy wykazywaty sie wiekszg aktywnoscig w btonie o sktadzie POPC
niz w btonie z cholesterolem. Co wiecej, ich aktywnos¢ btonowa byta wyzsza w pH 5 niz
w neutralnym pH 7.4. Najwiekszg aktywnos$cig wsréd peptydodw wyrozniat sie E11A,
natomiast najnizszg peptyd W14A. Analiza kinetyki wykazata, ze w btonie POPC w pH 5
E11A indukowata wyciekanie na poziomie 80%. FP WT na poziomie 65%, natomiast
W14A 30% (Rycina 23). W btonie zawierajgcej cholesterol w pH 5 procent wyciekania
wynosit odpowiednio okoto 70%, 60% i 15% dla E11A, FP WT i W14A (Rycina 24).
Natomiast w pH 7,4 w POPC/chol wyciekanie spadto do wartosci 60%, 50% i ponizej 10%
dla E11A, FP WT i W14A (Rycina 25). W zwigzku z tym, ze test pokazuje aktywnosé
btonowa, ktoéra nie odpowiada w pefni fuzji, nie mozna stwierdzi¢, czy E11A wykazuje
wiekszg aktywnosc¢ fuzyjng niz FP WT na podstawie tego testu. Rozbieznosci w wynikach
pomiedzy eksperymentami aktywno$ci przeprowadzonymi na 96 dotkowej ptytce
przedstawionymi w rozdziale 4.3 a wynikami z kinetyki wynikajg z roznic w warunkach
eksperymentow. Eksperymenty kinetyczne opisane w tym rozdziale zostaty wykonane w

kuwecie, w wiekszej objetosci, a prébki byty mieszane na mieszadle magnetycznym.
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Rycina 23 Procentowe wyciekanie barwnika z liposoméw w czasie, indukowane przez
peptydy FP WT, E11A, W14A w liposomach LUV o sktadzie POPC w pH 5. Stosunek
peptyd:lipid wynosit 1:50 (n=3).
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Rycina 24 Procentowe wyciekanie barwnika z liposomoéw w czasie, indukowane przez
peptydy FP WT, E11A, W14A w liposomach LUV o sktadzie POPC/chol (60/40%) w pH 5.
Stosunek peptyd:lipid wynosit 1:50 (n=3).
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Rycina 25 Procentowe wyciekanie barwnika z liposoméw w czasie, indukowane przez
peptydy FP WT, E11A, W14A w liposomach LUV o skfadzie POPC/chol (60/40%) w pH
7,4. Stosunek peptyd:lipid wynosit 1:50 (n=3).
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4.5. Aktywnosc¢ peptydéw powodujgca hemifuzje

liposoméw

Do zbadania aktywnosci fuzyjnej peptydow zastosowano test mieszania lipidow
(ang. lipid mixing), ktéry umozliwia wykrycie hemifuzji liposomow. Metoda ta nie pozwala
jednak na rozréznienie hemifuzji od petnej fuzji. W przypadku mieszania lipidéw dwoch
bton ulegajgcych fuzji obserwuje sie spadek intensywnosci fluorescencji donora.
Aktywnos¢ fuzyjna peptyddw jest wyrazana jako procent mieszania lipidéw.

Eksperymenty przeprowadzono zgodnie z metodologig zastosowang w tescie
wyciekania fluoroforu z liposoméw (opisanym w rozdziale 4.3), dzieki czemu uzyskano
powtarzalne wyniki oraz niskie tto. Jako model btony wykorzystano liposomy LUV, ktérych
wielko$é byta badana za pomocg DLS. Srednica liposoméw wynosita okoto 140 nm i byta
zgodna z wynikami uzyskanymi w tescie wyciekania barwnika z liposomow (Rycina 20).

Poczatkowo przeprowadzono eksperyment mieszania lipidéw w rosngcym stezeniu
peptydu FP (Rycina 26). Obserwowano stopniowy wzrost mieszania lipidow wraz ze
wzrostem stezenia peptydu. W stezeniu 10 uM (stosunek 1:10 lipid:peptyd) FP procent
mieszania lipidow byt poréwnywalny do rozpuszczania liposomow za pomocg detergentu
i wynosit ok. 100%. Do dalszych eksperymentéw wybrano stezenie peptydu 2 uM
(stosunek lipidow do peptydow 1:50), przy ktérym procent mieszania lipidow wynosit 40%.
Wybrano to stezenie, poniewaz obserwowano wyrazny efekt mieszania lipidow, a
jednoczesnie unikano niespecyficznych oddziatywan z lipidami, ktére mogg wystepowac
przy wyzszym stezeniu peptydu.
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Rycina 26 Procent mieszania lipidow indukowany przez FP w zaleznosci od stezeniu
peptydu. Liposomy LUV o sktadzie POPC/chol (60/40 mol %) w buforze pH 5, stezenie

lipidow 100 pM. Wyniki przedstawiono jak sSrednie arytmetyczne + odchylenie
standardowe (SD), n=3.
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W dalszym etapie przeprowadzono eksperymenty z indywidualnymi peptydami oraz
mieszankami w statym stezeniu peptydéw. Wyniki z przeprowadzonych eksperymentow
wykazaty, ze FP charakteryzowat sie najwiekszg aktywnos$c¢ fuzyjng wsrdéd wszystkich
badanych peptydéw. Co istotne, aktywnos¢ FP byla wyzsza w btonie zawierajgcej
cholesterol niz w bfonie o sktadzie POPC. Procent mieszania lipidéw wynosit odpowiednio
20% w btonie POPC oraz 50% w btonie POPC/chol (Rycina 27 i Rycina 28). Peptydy
odpowiadajgce domenie transbtonowej (TMD) nie wykazywaty aktywnosci fuzyjnej, a
uzyskane wartosci ponizej 10% wynikaly z rozcienczania probki. Mieszanki peptydéw
FP+TMD wykazywaty takg samg lub nizszg aktywno$¢ fuzyjng w poréwnaniu do samego
FP. Zaobserwowano spadek procentowego mieszania lipidow w przypadku mieszanek
FP+H1, FP+H3 i FP+H1long w btonie POPC w poréwnaniu do FP, gdzie wartosci wynosity
okoto 15% (Rycina 27). Natomiast w btonie POPC/chol istotny statystycznie spadek w
poréwnaniu do FP zaobserwowano tylko w przypadku mieszanki FP+H1long, w ktérej
procent mieszania lipidow wynosit okoto 35% (Rycina 28). Co istotne, zarowno w btonie
POPC, jak i POPC/chol aktywnos¢ mieszanki FP+H1long byta nizsza niz samego FP.
Analogiczny spadek aktywnosci btonowej FP w obecnosci H1long zaobserwowano
réwniez w tescie wyciekania barwnika liposomow. W tescie mieszania lipidow wykazano
takze istotne statystycznie réznice pomiedzy aktywnoscig mieszanek FP+H1long a

FP+H3long w btonie z cholesterolem.
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Rycina 27 Procent mieszania lipidébw indukowany przez pojedyncze peptydy lub
mieszanki peptydow FP:TMD w liposomach o sktadzie POPC w pH 5 (n=12). Stosunek

peptyd:lipid wynosit 1:50. Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu
Manna Whitneya.
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Rycina 28 Procent mieszania lipidéw indukowany przez pojedyncze peptydy lub
mieszanki peptydow FP:TMD w liposomach o sktadzie POPC/chol (60%/40%) w pH 5

(n=12). Stosunek peptyd:lipid wynosit 1:50. Analizy statystyczne przeprowadzono z
wykorzystaniem testu Manna Whitneya.

70



4.6. Wplyw peptydéw na uporzadkowanie lipidéw

W celu dokfadniejszego zbadania wptywu peptydow na strukture dwuwarstwy
lipidowej, przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem fluoroforu C6-NBD-PE,
ktérego czas zycia fluorescencji jest wrazliwy na uporzadkowanie biony lipidowe;j
(ang. membrane lipid order) [Mukherjee i wsp., 2004; Stockl i wsp., 2008]. Wz6r barwnika
fluorescencyjnego C6-NBD-PE przedstawia Rycina 29A. Wraz ze wzrostem
uporzgdkowania btony lipidowej wzrasta czas zycia fluorescencji barwnika. Jako model
btony zostaty uzyte liposomy GUV z wbudowanym fluoroforem. Ze wzgledu na ich rozmiar
przekraczajgcy 1 ym mozliwe byto obrazowanie mikroskopowe. Zaletg wykorzystania
liposoméw GUV jest mozliwos¢ obrazowania pojedynczych liposoméw, co pozwala na
zbadanie niewielkich zmian w czasie zycia fluorescencji barwnika lipidowego po dodaniu
peptydéw. Dodatkowo uzycie tego modelu btony lipidowej pozwala na zobrazowanie faz
lipidowych.

W ramach eksperymentow analizowano zmiany sredniego czasu zycia fluorescencji
(tTavr) barwnika C6-NBD-PE po dodaniu odpowiednich peptydéw w poréwnaniu do btony
lipidowej liposomoéw bez dodatku peptydu (btona bez peptydu oznaczona jako (-)). Przy
kazdym skfadzie lipidowym POPC oraz POPC/chol wykonano kontrolng serie pomiarowg
FLIM liposomami GUV bez dodatku peptydow, w celu wyznaczenia czasu zycia
fluorescencji barwnika w danym skfadzie lipidowym. Przyktadowe krzywe zaniku
przedstawia Rycina 30. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono eksperymenty z uzyciem
GUV zbudowanych z POPC. W btonie o takim sktadzie ta.r dla C6-NBD-PE w warunkach
kontrolnych bez peptydu (-) wynosit 4,78 + 0,13 ns. Nastepnie przeprowadzano
eksperymenty z peptydami FP, krétszymi i dtuzszymi wersjami peptydow TMD oraz
mieszankami (FP+TMD). Najwiekszy spadek czasu zycia fluorescencji zaobserwowano
po dodaniu peptydu FP (ta = 4,65 £ 0,10 ns). Istotne statystycznie obnizenie wartosci Tav
stwierdzono takze w obecnosci peptydéw H3 (tavr = 4,67 + 0,16) oraz H3long (taw = 4,69
+ 0,16 ns). Natomiast w obecnosci peptydow H1 i H1long zaobserwowano zwiekszenie
sredniego czasu zycia fluorescencji do wartosci odpowiednio . = 4,87 + 0,08 ns oraz
5,03 + 0,11 ns. H1long wywotywat najwiekszg zmiane wartosci ta wsroéd wszystkich
badanych peptydéw w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych (-) (Rycina 31). W przypadku
mieszanek peptydéw FP+TMD wartosci tavr byly posrednie w stosunku do pojedynczych
peptydéw. Zaobserwowano takze, ze roznica pomiedzy wynikami uzyskanymi dla H1long
oraz H3long byta istotna statystycznie. Obnizenie wartosci . dla FP, H3, H3long
sugeruje, ze indukowaty one zmiany uporzadkowania lipidow. Natomiast wzrost Ta, w
obecnos$ci peptydow H1, H1long wskazuje na ich przeciwny efekt na btone lipidowa.

Wyniki dla srednich czaséw zycia fluorescencji przedstawia Rycina 31. Ze wzgledu na
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najbardziej widoczne réznice w obrazach liposoméw GUV, reprezentatywne wyniki
zaprezentowano w formie obrazéw mikroskopowych liposomoéw pokolorowanych zgodnie
z wartosciami 3l (Rycina 32A). Dodatkowo przyktadowe krzywe zaniku dla C6-NBD-PE w
obecnosci peptydéw H1long i H3long wraz z dopasowanymi krzywymi ekspotencjalnymi i

rozktadami reszt przedstawia Rycina 32B.
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Rycina 29 A) Wzdr chemiczny barwnika fluorescencyjnego C6-NBD-PE, B) llustracja
przedstawiajgca gtebokos¢ wnikania analogu 6-NBD-PC. Barwnik C6-NBD-PE rozni sie
od 6-NBD-PC czescig hydrofilowg fosfolipidu (tzw. gtowg fosfolipidowg). Panel B
przedstawia oryginalng ilustracje z publikacji [Marquezin i wsp., 2019], za zgodg
wydawnictwa. Zgoda udzielona przez Copyright Clearance Center.

72



Lipid

g we POPC
e POPC/chol
(]
c
R
210
N
(0]
C
©
2
(o]
N
T
£
510
=
N
10°
0 10 20 30 40
5
. x2 = 0,956
%)
w o
4
-5
0 10 20 30 40
5
. %2 =0,99
%)
w o WWMWWMWWW’W
m
-5
0 10 20 30 40
Czas [ns]

Rycina 30 Przyktadowe krzywe zaniku fluorescencji barwnika C6-NBD-PE w liposomach
GUV o sktadzie POPC i POPC/chol (60/40 mol%), pH 5. Przedstawiono znormalizowane
wzgledem maksimum zliczen krzywe zaniku fluorescencji razem z dopasowanym
modelem funkcji ekspotencjalnej oraz resztami z dopasowania.
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Rycina 31 Sredni czas zycia fluorescencji (Tav) barwnika C6-NBD-PE w liposomach GUV
o sktadzie POPC w pH 5. Przedstawiono wyniki dla kontroli bez peptydu (-) oraz w
obecnosci pojedynczych peptyddw lub mieszanek FP:TMD. Stosunek lipid:peptyd wynosit
1:50 (n=30). Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna
Whitneya.
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Rycina 32 A) Reprezentatywne zdjecia liposoméw GUV o sktadzie POPC bez peptydu ()
i po dodaniu peptydéw FP, H1long, H3long w buforze pH 5. Piksele zostaly pokolorowane
zgodnie z warto$ciami 71 dla barwnika C6-NBD-PE, B) Przyktadowe znormalizowane
krzywe zaniku fluorescencji barwnika C6-NBD-PE z dopasowanymi krzywymi
ekspotencjalnymi oraz rozktadami reszt, zmierzone dla liposoméw GUV z dodanymi
peptydami H1long oraz H3long. Stosunek lipid:peptyd wynosit 1:50.

W kolejnym etapie badan badano czas zycia fluorescencji C6-NBD-PE
wbudowanego w liposomy GUV o sktadzie POPC/chol (60/40 mol %). W pierwszej serii
eksperymentow zmierzono ta barwnika C6-NDB-PE w btonie bez dodatku peptydow
(oznaczone jako (-)), ktéry wynosit 6,69 + 0,43 ns. W zgodzie z danymi literaturowymi,
Sredni czas zycia fluorescencji barwnika C6-NBD-PE wzrastat wraz ze wzrastajgcym
stezeniem cholesterolu [Stockl i wsp., 2008]. Przyktadowe krzywe zaniku dla stosowanego
barwnika w btonie POPC oraz POPC/chol przedstawia Rycina 30. Nastepnie do dalszych
eksperymentow wybrano peptydy, ktore indukowaty najwiekszg zmiane w $rednim czasie
zycia fluorescencji w btonie POPC. Zastosowano FP oraz diuzsze wersje peptydow
odpowiadajgcym TMD, czyli H1long oraz H3long. Wyniki nie pokazaty istotnych
statystycznie réznic pomiedzy Srednimi czasami zycia fluorescencji barwnika w
liposomach bez peptydow (-) a liposomach po dodaniu peptydéw (Rycina 33). W zwigzku
z tym nie przeprowadzano dalszych eksperymentow z krétszymi wersjami peptydéw H1
oraz H3 oraz mieszankami FP:TMD.

Mimo braku zmian wartosci tar w przypadku peptydu FP, w pojedynczych

przypadkach zaobserwowano rozdziat btony liposomoéw na dwie fazy lipidowe o réznych
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Srednich czasach zycia fluorescencji. Podczas gdy jedna z faz ma wyraznie nizszy ta,
druga faza ma warto$¢ zblizong do T do btony bez peptydu (Rycina 34). W

eksperymentach nie zaobserwowano podobnych efektéw w przypadku peptydéw H1long

i H3long.
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Rycina 33 Sredni czas zycia fluorescenciji (tav) barwnika C6-NBD-PE w liposomach GUV
o skfadzie POPC/chol (60/40 mol %) w pH 5. Przedstawiono wyniki dla kontroli bez
peptydu (-) oraz w obecnosci peptydow FP, H1long, H3long. Stosunek lipid:peptyd wynosit
1:50 (n=77-30).
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Rycina 34 Przyktadowe zdjecia liposoméw GUV bez peptydu (-) oraz z widocznym
rozdzieleniem na fazy lipidowe po dodaniu peptydu FP. Piksele zostaly pokolorowane
zgodnie z wartosciami ta-dla barwnika C6-NBD-PE. Liposomy GUV o sktadzie POPC/chol
(60/40 mol%), bufor pH 5.
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4.7. Optymalizacja przygotowania blony SLB

Po zbadaniu wptywu pojedynczych peptydéw na btone lipidowg, w kolejnym etapie
badan wykorzystano czastki wirusopodobne VLP (ang. virus-like particles) zawierajgce
petnej dtugosci hemaglutynine. Ich aktywnos$¢ fuzyjna byta analizowana z zastosowaniem
modelowej dwuwarstwy lipidowej na podtozu SLB (ang. supported lipid bilayer). Btona SLB
moze by¢ bezposrednio obrazowana za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej. Dzieki
duzej powierzchni SLB mozliwa jest detekcja fuzji czgstek VLP nawet przy uzyciu ich
niewielkiego stezenia.

Proces przygotowania btony SLB wymagat odpowiedniej optymalizacji. Do
otrzymania btony SLB konieczne jest przygotowanie powierzchni, na ktérej osadzona jest
dwuwarstwa lipidowa. Szczegadlnie istotne jest odpowiednie oczyszczenie szkta na swiezo
przed przygotowaniem. Czyszczenie przed uzyciem ma na celu pozbycie sie organicznych
zanieczyszczen i uzyskanie jak najbardziej hydrofilowej powierzchni. W literaturze
najczesciej opisywane sg metody z uzyciem roztworu pirania (mieszanina stezonego
kwasu siarkowego i nadtlenku wodoru) lub plazmy [Burns i wsp., 2005; Nguyen i wsp.,
2015]. Ze wzgledu na brak mozliwosci zastosowania tych metod, jako alternatywe
wykorzystano czyszczenie szkta za pomocg kwasu chromowego.

Na przygotowang powierzchnie dodawano liposomy w celu utworzenia dwuwarstwy
lipidowej. W trakcie optymalizacji testowano zaréwno mate liposomy SUV ($rednica
ponizej 100 nm), jak i duze liposomy LUV ($rednica powyzej 100 nm). Oprocz tego
analizowano wptyw modyfikowanych lipidow PEG-PE na strukture btony. Pokazano, ze
obecnos$¢ lipidow z PEG sprzyja formowaniu sie dwuwarstwy, tworzgc tzw. poduszke

pomiedzy btong a szktem [Pace i wsp., 2015]. W eksperymentach poréwnywano liposomy
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LUV zawierajgce 5 mol% PEG-PE oraz pozbawione tego lipidu. Liposomy nanoszono na
powierzchnie w buforze zawierajgcym jony Ca?*, ktére indukujg rozpadanie sie liposoméw
i powstanie dwuwarstwy lipidowej na szkle [Reviakine & Brisson, 2000]. Dodatek jonow
Ca?" jest standardowym warunkiem eksperymentu i nie byt optymalizowany. Rozne
warunki eksperymentalne przedstawia Tabela 11.

Po przygotowaniu zbadano funkcjonalnosé otrzymanej btony SLB w kazdych
warunkach. Brano takze pod uwage powtarzalnos¢ wynikow. Sprawdzano, czy
dwuwarstwa lipidowa zachowuje mobilno$¢ lipidéw, podobnie jak w btonie komorkowej. W
tym celu wyznaczono wspoétczynnik dyfuzji znakowanego fluorescencyjnego lipidu w
btonie SLB. W tym wypadku najczesciej wykorzystuje sie technike odzysku intensywnosci
fluorescencji po fotowybielaniu FRAP (ang. fluorescence recovery after photobleaching)
lub FCS (ang. fluorescence correlation spectroscopy). FRAP opiera sie na analizie
powrotu sygnatu fluorescencji po poddaniu obszaru btony fotowybielaniu. Natomiast w
metodzie FCS analizuje sie fluktuacje fluorescencji pojedynczych czgstek w czasie.
Dokfadny opis techniki FCS zostat przedstawiony w rozdziale 1.6.2. W niniejszej pracy
doktorskiej zastosowano metode FCS, kiéra pozwala na doktadne wyznaczenie
wspotczynnika dyfuzji barwnika, dzieki wysokiej rozdzielczosci czasowej i przestrzennej.
Metoda ta zapewnia bardzo powtarzalne wyniki wspotczynnika dyfuzji [Machan i wsp.,
2016].

Wstepne dane uzyskane z pomiarow FCS postuzyty do pordéwnania réznych
warunkéw przygotowania btony. Na podstawie otrzymanych krzywych autokorelacji oraz
wyznaczonych czaséw dyfuzji oceniano, czy w danej btonie SLB zachodzita dyfuzja
lipidéw. W przypadku jej braku obserwowano brak korelacji sygnatu w czasie (podobng
krzywg autokorelacji przedstawia Rycina 35B) oraz otrzymywano wysokie czasy dyfuzji.
Natomiast w prébkach z obecnoscig dyfuzji lipidéw czasy dyfuzji barwnika wynosity kilka
tysiecy us (przyktadowg krzywg autokorelacji przedstawia Rycina 35C).

Wyniki wskazywaty na obecnos¢ dyfuzji lipidow zarowno w btonach SLB
przygotowanych z liposoméw SUV, jak i liposomoéw LUV. Ze wzgledu na to, ze
przygotowanie liposomow LUV byto mniej czasochtonne, wykorzystywano je w dalszej
analizie. Natomiast w btonie bez dodatku PEG-PE nie zaobserwowano dyfuzji lipidow,
dlatego w kolejnych eksperymentach wykorzystywano btone zawierajgcg PEG-PE (Tabela
11). W dalszym etapie badan przygotowano btone SLB z liposoméw LUV zawierajgcych
PEG-PE (Warunek 2 w Tabela 11).
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Tabela 11 Podsumowanie warunkéw eksperymentalnych podczas optymalizaciji
przygotowania btony SLB na szkle.

Warunki eksperymentalne Warunek 1 Warunek 2 Warunek 3
Rodzaj liposomoéw SUV (<100 nm) LUV (> 100 nm) LUV (> 100 nm)
Obecnos¢ lipidéw PEG + + -
Obecnos¢ mobilnosci + + -
lipidow

Gdzie: (+) oznacza obserwowang dyfuzja lipidéw, (-) nieobserwowana dyfuzja lipidéw

W wybranych warunkach eksperymentalnych, z wykorzystaniem liposomoéw LUV o
skfadzie lipidowym POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol%), obrazowanie
mikroskopowe wykazato obecnos¢ dwoch obszaréw o réznej intensywnosci fluorescencji
(Rycina 35A). Moze to wynika¢ z nieuniknionego niszczenia czesci btony podczas etapu
ptukania lub nierédwnosci szkta na poziomie atomowym [Goodchild i wsp., 2019]. W
ciemniejszych obszarach nie obserwowano dyfuzji lipidow, natomiast w obszarach
jasniejszych, zawierajgcych wiekszg ilos¢ barwnika, wystepowata mobilnos¢ (Rycina
35B i C). Na podstawie 19 pomiarow wykonanych w jasniejszych obszarach, obliczono
wspotczynniki dyfuzji barwnika w btonie SLB. Przykladowe krzywe autokorelacji z
dopasowanymi funkcjami autokorelacji oraz resztami z dopasowania zostaty przedstawia
Rycina 36. Wyniki otrzymane na podstawie dopasowanej funkcji autokorelacji przedstawia
Tabela 12. Otrzymane czasy dyfuzji wykorzystywano do obliczenia wspoétczynnika dyfuzji,
zgodnie z rownaniem 1.7, a jego warto$¢ wynosita 1,82 + 0,61 ym?/s.

Otrzymana w badaniach wartos¢ wspétczynnika dyfuzji jest zblizona do wartosci
literaturowych. W zaleznosci od skfadu lipidowego modelowej btony, wspotczynnik dyfuzji
moze sie zmienia¢. Zgodnie z danymi literaturowymi, wartosci wyznaczone za pomocag
FCS wahajg sie od 1,1 do 4,2 um?/s [Benda i wsp., 2003; Zhang i wsp., 2005; Machan &
Hof, 2010]. Wspétczynnik dyfuzji zalezy od wielu czynnikow, w tym metody pomiaru, jak i
sktadu lipidowego oraz rodzaju podtoza, na ktérym przygotowano SLB. W przypadku, gdy
obecny jest w sktadzie lipidowym cholesterol, tak jak w bfonie opisanej w tej pracy,

obserwuje sie mniejsze wartosci wspotczynnika dyfuzji w btonie SLB [Zhang i wsp., 2020].
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Rycina 35 A) Przyktadowe zdjecia mikroskopowe pokazujgce btone SLB. Obszary z
mobilng dwuwarstwg lipidowg zaznaczono szarymi strzatkami, miejsca, w ktdrych brak
mobilnosci zaznaczone brgzowymi strzatkami. Pasek skali 10 ym. Sktad btony SLB:
POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol %), pH 5. B) Przyktadowa krzywa
autokorelacji dla obszardéw, w ktérych nie wystepowata mobilnosé¢ lipidéw, C) Przyktadowa
krzywa autokorelacji dla obszaréw, w ktérych wystepowata mobilnos¢ lipidow.
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Rycina 36 Przyktadowe krzywe autokorelacji mierzone metodg FCS dla btony SLB w
obszarach, w ktérych lipidy wykazywaty mobilnos¢. Na wykresach przedstawiono krzywe
autokorelacji (szare) oraz dopasowane funkcje autokorelacji wraz z resztami (niebieskie).

Sktad btony: POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol %), bufor pH 5.

Tabela 12 Podsumowanie wynikéw dla przyktadowych eksperymentéw FCS dla btony
SLB. Wyniki dla kazdego eksperymentu zostaty uzyskane na podstawie 4-6 usrednionych

pomiarow.
Zliczenia na Liczba Stan Czas relaksacji stanu  Czas dyfuzji
czgstke CPM [kHz] czastek trypletowy [%] trypletowego [us] [us]
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

81



4.8. Badanie aktywnos¢ fuzyjnej czastek VLP

Do zbadania funkcji domeny transbtonowej w biatku petnej dtugosci wykorzystano
czgstki wirusopodobne (VLP) w dwdch wersjach: H1-TMD-H1 oraz H1-TMD-H3. Czastki
H1-TMD-H1 zawieraty HA petnej dtugosci podtypu H1, natomiast w wersji H1-TMD-H3
fragment TMD zostat zastgpiony domeng nalezgcg do podtypu H3. Dzieki temu mozliwe
byto zbadanie TMD pochodzgcych z réznych grup filogenetycznych w biatku petne;j
dtugosci. Pozwolito to na ocene wptywu TMD na proces fuzji. Zaletami zastosowania VLP
jest to, ze przypominajg one wielkoscig i strukturg wirusy, ale nie zawierajg materiatu
genetycznego [Schmeisser i wsp., 2012; McCraw i wsp., 2018].

Po otrzymaniu i oczyszczeniu czgstek VLP, zgodnie z opisem znajdujgcym sie w
artykule Borkowska i wsp. [2024], scharakteryzowano ich wielkos¢ oraz ilos¢ za pomoca
pomiarow DLS oraz MADLS (ang. multi-angle dynamic light scattering). Uzyskano
monodyspersyjny rozktad czgstek o wielkosci okoto 140 nm w obu badanych prébkach
(Rycina 37), a $rednia liczba czgstek byta podobna dla H1-TMD-H1 oraz H1-TMD-H3
(Tabela 13). Otrzymane wielkosci czgstek byly podobne do wielkosci wirionu grypy
[Bouvier & Palese, 2008].
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Rycina 37 Przyktadowe wyniki pomiaréw DLS dla czgstek wirusopodobnych VLP, A)
Wyniki dla H1-TMD-H1 $rednia wielko$¢ czastek zav=142 nm, B) Wyniki dla H1-TMD-H3
Srednia wielkos¢ czgstek za=145 nm.
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Tabela 13 Podsumowanie liczby czgstek VLP na ml na podstawie pomiaréw MADLS

Nazwa VLP Srednia liczba czastek [10"° czastek/ml]
H1-TMD-H1 1,52 £ 0,05
H1-TMD-H3 1,34 £ 0,09

Stezenie biatka zostato wyznaczone metodg BCA (kwas bicynchoninowy) i
wykonane przez dr. Szymona Kubiszewskiego-Jakubiaka. Oba warianty czgstek,
H1-TMD-H1 oraz H1-TMD-H3, zawieraty porownywalne stezenie HA wynoszgce okoto 0,7
MM. W zwigzku z tym, do dalszych testow stosowano jednakowe objetosci VLP.

Do oceny aktywnosci fuzyjnej czgstek VLP wykorzystano test oparty na FRET-FLIM.
Jako modelu btony uzyto btony SLB przygotowanej zgodnie z zoptymalizowanym
protokotem. Wykorzystano btone o skiadzie lipidowym: POPC/chol/PEG-PE/Atto 488
(55/40/5/0,02 mol %), ktéra zawierata wysokg zawartos¢ cholesterolu, co miato
odpowiada¢ domenom bogatym w cholesterol.

Test wymagat przygotowania odpowiednich kontroli eksperymentalnych, ktore
pozwolity na interpretacje wynikow FRET-FLIM i ocene fuzji VLP. Przygotowano trzy
kontrole eksperymentalne. Donor - btona zawierafa tylko donor. Kontrola pozytywna (KP)
- blona zawierata donor i akceptor, w tym wariancie zachodzi FRET, dlatego oczekiwano
obnizenia wartosci czasu zycia fluorescencji donora. Kontrola negatywna (KN) - bfona
zawierata donor oraz liposomy LUV (zawierajgce akceptor), ktére nie ulegaty fuzji z btong
SLB. W zwigzku z tym w KN nie powinien by¢ obserwowany FRET ani zmiana czasu zycia
fluorescencji donora. W przypadku fuzji czgstek VLP z btong dochodzito do transferu
energii (FRET) pomiedzy donorem i akceptorem, co prowadzito do spadku czasu zycia
fluorescencji donora.

W eksperymencie analizowano zmiany w srednim czasie zycia fluorescencji donora
(tawr). Dla samego donora taw wynosit 4,73 + 0,23 ns (Rycina 38). Zgodnie z
oczekiwaniami, dla KP zaobserwowano istotny statystycznie spadek sSredniego czasu
zycia fluorescencji do 3,92 + 0,15 ns w poréwnaniu do samego donora. Natomiast w KN
nie wystepowaty zmiany, taw wynosit 4,52 + 0,19 ns. W przypadku obu wariantéw VLP
zaobserwowano spadek sredniego czasu zycia fluorescencji do 4,34 + 0,28 ns dla H1-
TMD-H1 oraz 4,28 + 0,25 ns dla H1-TMD-H3. Chociaz test nie wykazat istotnych
statystycznie réznic pomiedzy H1-TMD-H3 a H1-TMD-H1, widoczne byly réznice w

krzywych zaniku oraz Srednia wartos¢ ta byta nizsza dla H1-TMD-H3 (Rycina 39).

83



p=<0.01

p=0.03
f |
p < 0.001
4.8 S
0
k=S
T 46 .
5 o
? 3 .
o .
5 4.4 ~:
© -u
©
{42 — . .
p .
o
8
=40 o
-U ]
E L]
S -
3.8 .
Donor KP KN H1-TMD-H1 H1-TMD-H3

Rycina 38 Sredni czas zycia fluorescendji (tav) fluoroforu NBD-PE w bfonie SLB o sktadzie
POPC/chol/PEG-PE/Atto 488 (55/40/5/0,02 mol%) w pH 5 (n=10-20). Przedstawione
warunki eksperymentalne: Donor - btona SLB z wbudowanym donorem NBD-PE, KP
(kontrola pozytywna) - btona SLB z wbudowanym donorem NBD-PE oraz akceptorem Rh-
PE, KN (kontrola negatywna) - btona SLB z wbudowanym donorem NBD-PE po dodaniu
liposomow LUV barwionych akceptorem Rh-PE, H1-TMD-H1 - btona SLB z wbudowanym
donorem NBD-PE po dodaniu barwionych Rh-PE czgstek H1-TMD-H1, H1-TMD-H3 -
btona SLB z wbudowanym donorem NBD-PE po dodaniu barwionych Rh-PE czgstek H1-
TMD-H3. Analizy statystyczne przeprowadzono z wykorzystaniem testu Manna Whitneya.
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Rycina 39 Przyktadowe krzywe zaniku fluorescencji barwnika NBD-PE (donor) w btonie
SLB w obecnosci czgstek wirusopodobnych H1-TMD-H3 oraz H1-TMD-H1 barwionych
Rh-PE (akceptor). Przedstawiono krzywe zaniku fluorescenciji NBD-PE, znormalizowane
wzgledem maksimum zliczen, razem z dopasowanym modelem funkcji ekspotencjalnej
oraz resztami z dopasowania. Sktad lipidowy btony SLB: POPC/chol/PEG-PE/Atto 488
(55/40/5/0,02 mol%), bufor pH 5.
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5. Dyskusja

Hemaglutynina, biatko fuzyjne wirusa grypy typu A, jest jednym z najlepiej przebadanych
biatek wirusowych. Pomimo licznych badan nad HA, proces fuzji pozostaje wcigz nie do konca
zrozumiany. Wiekszos¢ przeprowadzonych dotychczas badan skupiato sie na peptydzie
fuzyjnym hemaglutyniny, uznanym za gtéwny fragment HA odpowiedzialny za inicjacje fuzji.
Wykazano, ze sam FP powoduje hemifuzje bton, jednak do zajscia petnej fuzji wymagana jest
obecnos¢ catego biatka [Armstrong i wsp., 2000; Lousa & Soares, 2021]. Rola domeny
transbtonowej w tym procesie pozostaje stabo zbadana, mimo ze zaréwno FP, jak i TMD sag
wymagane do petnej fuzji btony otoczki wirusowej z btong pdéznych endosoméw. Jak dotad
nie wyjasniono, jaka jest rola TMD w fuzji ani jaki mechanizm odpowiada za jej dziatanie. Co
istotne, podtypy HA dzielg sie na dwie grupy filogenetyczne, w ktérych sekwencja TMD
znacznie rozni sie miedzy podtypami. Ze wzgledu na bliskie przestrzenne potozenie FP i TMD
podczas procesu fuzji, zaproponowano, ze ich oddzialywanie moze prowadzi¢ do petnej fuzji
bton otoczki wirusa oraz btony endosomalnej [Chen i wsp., 1999; Tamm, 2003, Chang i wsp.,
2008]. W literaturze pojawiajg sie jednak sprzeczne doniesienia na temat wystepowania
oddziatywania FP: TMD [Chang i wsp., 2008; Lai & Freed, 2015; Ranaweera i wsp., 2019].

W zwigzku z tymi rozbieznosciami niniejsza praca doktorska skupiata sie na
zweryfikowaniu potencjalnego oddziatywania pomiedzy FP i TMD. Badania miaty na celu
sprawdzenie hipotezy, ze domena transbionowa oddziatuje z peptydem fuzyjnym
hemaglutyniny w sposob synergiczny, co prowadzi do petnej fuzji wirusa grypy. Dodatkowym
celem niniejszej pracy byto zbadanie réznic pomiedzy TMD pochodzacymi z dwoch réznych
grup filogenetycznych. W dalszej czesci dyskusji zostang omdwione uzyskane dane

podzielone na sekcje tematyczne.
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5.1. Lokalizacja oraz aktywnos¢ FP i TMD w btonie lipidowej

Analiza mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw aktywnosci fuzyjnej FP oraz
TMD jest trudna do przeprowadzenia w biatku petnej dtugosci. W zwigzku z tym zastosowano
uproszczony model w postaci syntetycznych peptydow. Syntetyczne FP sg powszechnie
wykorzystywane jako modele do badania peptyddéw fuzyjnych biatek wirusowych [Nieva &
Agirre, 2003; Harrison, 2015]. W przedstawionych badaniach jako modele fragmentow FP i
TMD stosowano wiasnie syntetyczne peptydy. W przypadku TMD uzyto czterech wariantow
TMD pochodzacych z dwoch réznych grup filogenetycznych oraz wersji diuzszych i krétszych.
Dtuzsze wersje peptydow TMD (H1long oraz H3long) zawieraty motywy, ktére potencjalnie
oddziatujg z cholesterolem [de Vries i wsp., 2015; Hu i wsp., 2019]. Nalezy jednak pamietac,
ze peptydy nie w petni odzwierciedlajg aktywnos¢ petnego biatka, dlatego w niniejszej pracy
wykorzystano takze HA petnej dtugosci w czgstkach VLP.

Aby lepiej zrozumie¢ aktywnos¢ FP i TMD, istotne jest, aby przeanalizowac kazdy z tych
elementow osobno. Warto przypomnie¢ znane z literatury informacje o FP hemaglutyniny,
ktory jest jednym z najlepiej przebadanych wirusowych peptydow fuzyjnych. FP o dtugosci 23
reszt aminokwasowych przyjmuje w btonie lipidowej strukture spinki do wtoséw (ang. hairpin)
[Lorieau i wsp., 2010; Brice & Lazaridis, 2014]. Prawdopodobnie FP fluktuuje pomiedzy
transbtonowg oraz powierzchniowg konformacjg. Zagtebiona w btonie transbtonowa
konformacja jest zwigzana z wysokg aktywnoscig fuzyjng FP [Victor i wsp., 2015; Lousa i
wsp., 2016].

W poréwnaniu do FP, ktérego lokalizacja i konformacje w btonie lipidowej zostaty dobrze
scharakteryzowane [Lousa & Soares, 2021], umiejscowienie TMD w dwuwarstwie pozostaje
znacznie stabiej poznane. Do zbadania peptydow TMD wykorzystano w tej pracy metode
opartg o zjawisko FRET oraz analize wygaszania fluorescencji reszt Trp lub Tyr za pomocag
akrylamidu. Metody te pozwolity na zbadanie oddziatywania peptydéw TMD z btong lipidowg
oraz gtebokosci ich wbudowania. Pokazano, ze wszystkie badane peptydy oddziatywatly z
btong lipidowg, a krétsze wersje H1 oraz H3 byly gteboko wbudowane, prawdopodobnie
przyjmujgc konformacje transbtonowe. Natomiast na podstawie przeprowadzonych testéw nie
mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢, czy dtuzsze wersje H1long i H3long byly peptydami
transbtonowymi, czy tez powierzchniowymi. Nie bylo mozna byto réowniez ich rozréznic,
poniewaz oba peptydy zawieraty dwie reszty aromatyczne. Wyniki dotyczgce oddziatywania
peptydéw TMD z btong lipidowg, byty zgodne z wczes$niejszymi badaniami, ktére wykazaty,
ze peptydy TMD z roznych podtypéw oddziatywaty z btong i przyjmowaty konformacje
transbtonowg [Tatulian & Tamm, 2000; Chang i wsp., 2008; Victor i wsp., 2012]. Jednak w

niniejszej pracy zastosowano peptydy réznej dtugoséci, ktorych nie wykorzystywano we
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wczesniejszych badaniach. Z tego powodu potrzebna byta osobna weryfikacja wbudowania
peptydéw TMD w btone lipidowa.

Do oceny funkcjonalnosci peptydow kluczowe jest zastosowanie metod pozwalajgcych
na analize aktywnosci fuzyjnej. Ogolna ocena aktywnosci fuzyjnej peptydéw w btonie lipidowe;j
opiera sie na kilkku komplementarnych metodach badawczych [Lozada i wsp., 2021]. Do
dwoch najwazniejszych nalezg test wyciekania zawartosci z liposomow oraz test mieszania
lipidow. Proces fuzji sktada sie z kilku etapdéw, a kazda z wymienionych metod pozwala ocenic
aktywnosci peptydow na roznych etapach fuzji. Wyciekanie zawartosci z liposoméw jest
skutkiem ubocznym destabilizacji btony podczas fuzji [Shangguan i wsp., 1996; Muller i wsp.,
2003]. Z kolei test mieszania lipidéw pozwala na wykrycie hemifuzji, podczas ktérej dochodzi
do potgczenia sie dwdch bton, jednak nie pozwala rozrézni¢ hemifuzji od petnej fuzji [Francois-
Martin & Pincet, 2017].

W pracy doktorskiej zastosowano zaréwno test wyciekania zawartosci z liposoméw, jak
i mieszania lipidow w celu oceny aktywnos$ci btonowej i fuzyjnej badanych peptydéw. FP
wykazywat aktywnos¢ btonowg, ktorej poziom zalezat od sktadu lipidowego btony oraz pH
srodowiska. W testach z FP oraz jego mutantami E11A i W14A zaobserwowano, ze E11A
charakteryzowat sie najwyzszg aktywnoscig blonowa, natomiast W14A najnizszg. Dla
wszystkich trzech peptydow aktywnos¢ byta nizsza w btonie zawierajgcej cholesterol niz w
btonie o sktadzie POPC (Rycina 23 i Rycina 24). Najnizsza aktywnosc¢ byta obserwowana w
pH 7,4 w obecnoséci cholesterolu (Rycina 25). W przeciwienstwie do aktywnosci btonowej,
aktywnos$c¢ fuzyjna FP byta wyzsza w btonie zawierajgcej cholesterol (POPC/chol, 60/40
mol%) niz w btonie bez tego lipidu (Rycina 27 i Rycina 28).

Nalezy pamietaé o tym, ze proces fuzji jest indukowany w péznych endosomach w pH
okoto 5. Chociaz btony endosomoéw sg zubozone w cholesterol w poréwnaniu do bfony
komoérkowej, wystepujg w nich domeny bogate w ten lipid [Kobayashi i wsp. 1998; Sobo i wsp.,
2007; Nada i wsp., 2009]. Proces fuzji indukowany przez FP wydaje sie przebiega¢ odmiennie
w btonie bez cholesterolu niz w btonie z tym lipidem. Rdznice te mogg wynika¢ zaréwno z
odmiennego mechanizmu fuzji, jak i ze zmiany konformacji FP w obecnosci cholesterolu.
Podczas gdy w bionie pozbawionej cholesterolu fuzji towarzyszy wyciekanie zawarto$ci
[Esbjorner i wsp., 2007; Chang i wsp., 2008], w bfonie z cholesterolem nastepuje fuzja bez
takiego efektu [Rice i wsp., 2022]. Podobny spadek wyciekania zawartosci z liposomow
indukowany przez FP zaobserwowano w niniejszych badaniach. W bfonie lipidowej o sktadzie
POPC/chol byt on nizszy niz w btonie ztozonej z samego POPC (Rycina 23, Rycina 24).
Potencjalnym wyttumaczeniem tego zjawiska jest to, ze FP moze preferencyjnie przyjmowac
konformacje powierzchniowg w obecnosci cholesterolu, podczas gdy w btonie POPC

prawdopodobnie w wiekszosci jest peptydem transbtonowym [Setny i wsp., 2025]. Oprocz
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tego cholesterol powoduje wzrost sztywnosci (ang. rigidity) btony, co moze utrudniaé
wyciekanie zawartosci z liposomoéw [Chakraborty i wsp., 2020].

Mutacje W14A oraz E11A znaczaco wptywajg na strukture drugorzedowg FP,
ograniczajgc jego zdolnos¢ do przyjmowania gtebokiej, transbtonowej konformacji w btonie
lipidowej [Li i wsp., 2010; Légaré & Lague, 2012]. Pokazano, ze mutanty W14A oraz E11A
charakteryzujg sie mniejszg aktywnoscig fuzyjng w poréwnaniu do FP [Lai i wsp., 2006; Worch
i wsp., 2021]. Podczas gdy W14A prawdopodobnie jest peptydem powierzchniowym, E11A
czesciowo wbudowuje sie w dwuwarstwe lipidowg [Légaré & Lague, 2014; Worch i wsp.,
2021]. W przedstawionych badaniach po raz pierwszy poréwnano aktywnos¢ btonowg FP i
jego mutantéw w roznych warunkach srodowiska. Zgodnie z warunkami panujgcymi w
poznych endosomach oraz z danymi literaturowymi FP wykazywat wyzszg aktywnos¢ w pH 5
[Murata i wsp., 1987; Esbjoérner i wsp., 2007; Lousa i wsp., 2020]. Otrzymane wyniki sugeruja,
ze E11A najsilniej destabilizowat btone, co prowadzito do najwiekszego procentu wyciekania
zawartosci z liposomow. Nalezy jednak pamietac, ze proces wyciekania zawartosci , ktéry jest
indukowany przez peptyd nie jest robwnoznaczny z aktywnoscig fuzyjng, cho¢ czesto jej
towarzyszy [Epand, 2003; Haque i wsp., 2011].

Aktywnos¢ fuzyjna FP zostata oceniona za pomocg testu mieszania lipidow. FP jest w
stanie indukowa¢ hemifuzje w btonach o réznym sktadzie lipidowym. W literaturze pokazano,
ze mieszanie lipidéw indukowane przez FP byto widoczne w dwuwarstwie lipidowej o réznym
skfadzie [Lau i wsp., 2004; Chakraborty i wsp., 2013; Lousa i wsp., 2016]. Wysoka aktywnosc¢
fuzyjna FP w btonie o réznym sktadzie lipidowym moze wynika¢ z jego dynamicznej natury.
Przejscie pomiedzy transbtonowg a powierzchniowg konformacjg prawdopodobnie umozliwia
dostosowanie do bton lipidowych o réznym sktadzie.

Warto dodag¢, ze wydajnosc fuzji wirusa grypy zalezy od obecnosci cholesterolu w btonie
docelowej [Biswas i wsp., 2008; Domanska i wsp. 2013]. Zaréwno wczesniejsze badania
[Wharton i wsp., 1988; Worch i wsp., 2017], jak i eksperymenty przedstawione w pracy
pokazujg, ze aktywnos¢ fuzyjna FP byta wyzsza w btonach zawierajgcych cholesterol niz w
btonach go pozbawionych. Proces fuzji indukowany przez FP wydaje sie bardziej wydajny w
btonie z cholesterolem. Jednym z mozliwych wyjasnien jest fakt, ze cholesterol wptywa na
strukture  dwuwarstwy lipidowej indukujgc tworzenie krzywizny ujemnej btony.
Prawdopodobnie utatwia on zaréwno hemifuzje dwdch bton jak i rozszerzanie poru fuzyjnego
podczas koncowego etapu fuzji [Biswas i wsp., 2008; Yang i wsp., 2016].

Natomiast wszystkie badane peptydy TMD (H1, H1long, H3, H3long) nie powodowaty
wyciekania zawartosci z liposomow oraz mieszania lipidéw (Rycina 21, Rycina 22, Rycina 27,
Rycina 28). Potwierdzono tym samym, ze same peptydy TMD nie posiadajg aktywnosci

fuzyjnej i nie indukujg hemifuzji bton lipidowych. Nie zaobserwowano destabilizacji btony
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prowadzgcej do wyciekania zawartosci z liposoméw, co sugeruje, ze peptydy sg pasywne w
bfonie.

Podobny brak aktywnosci btonowej zostat réwniez opisany wczesniej dla peptydu
odpowiadajgcego TMD (podtypu H3) [Chang i wsp., 2008]. Nie badano jednak wczesniej
aktywnoéci btonowej dla peptydu odpowiadajgcego TMD z podtypu H1, ani nie wykonywano
testow aktywnosci fuzyjnej z wykorzystaniem peptydow TMD. Na podstawie wynikow
eksperymentow nie zaobserwowano réznicy w oddziatywaniu z btong z cholesterolem
pomiedzy krotkimi oraz diugimi wersjami peptydéw TMD.

Fuzja bton jest wieloetapowym procesem (szczegdtowo omowiony w rozdziale 1.4),
ktérego istotnym etapem jest hemifuzja typu “stalk”. Etap ten prawdopodobnie wymaga
protruzji ogondéw weglowodorowych fosfolipidow [Kasson i wsp., 2010; Smirnova i wsp.,
2010]. Zjawisko to zostato zaobserwowane w symulacjach molekularnych i moze byc¢
indukowane przez FP [Kasson i wsp., 2010; Larsson & Kasson, 2013]. Protruzji towarzyszy
lokalny spadek uporzgdkowania tancuchow weglowodorowych fosfolipidéw, dlatego parametr
uporzadkowania lipidow (ang. membrane lipid order) jest uzytecznym wskaznikiem do
badania wptywu peptydoéw fuzyjnych na strukture btony lipidowe;.

Cho¢ niewielkie zmiany w uporzgdkowaniu btony lipidowej indukowane przez peptydy
sg trudne do uchwycenia, mozliwe jest ich zaobserwowanie w badaniach eksperymentalnych.
Posredni pomiar uporzadkowania bfony lipidowej moze by¢ przeprowadzony z
wykorzystaniem fluoroforow, ktérych czas zycia fluorescencji jest wrazliwy na lokalng
strukture btony. Umozliwia to wykrycie nawet niewielkich zmian w strukturze btony. Jednym z
takich barwnikow jest C6-NBD-PE ztozony z fosfolipidu PE, do ktérego przytgczony jest
barwnik NBD do szdstego atomu wegla jednego z fancuchow weglowodorowych (Wzor
C6-NDB-PE oraz gtebokos¢ wnikania barwnika w btone lipidowg przedstawia Rycina 29). Za
pomocg tego barwnika mozna mierzy¢ lokalne uporzgdkowanie lipidéw w bliskiej odlegtosci
od powierzchni btony w czesci hydrofobowej POPC [Huster i wsp., 2001; Marquezin i wsp.,
2019]. Nizszy czas zycia fluorescencji podanego barwnika odzwierciedla spadek
uporzadkowania lipidow, natomiast jego wzrost odpowiada wiekszemu uporzgdkowaniu
lipidow [Stockl i wsp., 2008].

Wyniki przedstawione w pracy pokazaty, ze wszystkie badane peptydy zaréwno FP, jak
i TMD wptywaty na uporzadkowanie lipidow w btonie POPC (Rycina 31). FP oraz H3 i H3long
powodowaty spadek uporzgdkowania, przy czym efekt byt najwiekszy dla FP. Natomiast
dodatek H1 i H1long skutkowat zwigkszeniem uporzadkowania, przy czym efekt byt
najsilniejszy dla H1long. W btonie zawierajgcej cholesterol Zzaden z badanych peptydow FP,
H1long i H3long nie powodowat zmian w uporzadkowaniu lipidow (Rycina 33).
Zaobserwowano natomiast w pojedynczych liposomach z FP obecnos¢ faz lipidowych o

nizszym uporzgdkowaniu lipidéw (Rycina 34).
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W interpretacji uzyskanych wynikow dotyczgcych uporzgdkowania lipidow nalezy
uwzgledni¢ metode pomiaru. W zaleznosci od metody mozliwe jest badanie zmian
uporzgdkowania na réznych gtebokosciach dwuwarstwy lipidowej [Gupta i wsp., 2023]. W
przypadku wykorzystania fluoroforow do badania tego parametru mozliwe jest analizowanie
zmian lokalnych. Lokalne miejsce zalezy m.in. od gtebokosci znacznika w btonie lipidowe;j.
Oprocz metody pomiarowej kluczowym czynnikiem jest sktad lipidowy. Peptydy moga
zachowywac sie inaczej i przyjmowaé rézne konformacje w zaleznosci od $rodowiska
lipidowego. Pokazano, ze w zaleznoséci od zastosowanych metod pomiarowych oraz sktadu
lipidowego FP moze zwiekszaé lub zmniejsza¢ uporzgdkowanie btony [Ge & Freed, 2009;
Chakraborty i wsp., 2013; Chakraborty i wsp., 2017; Ghosh & Weliky, 2020]. Natomiast
symulacje molekularne sugeruja, ze FP powoduje lokalny spadek uporzgdkowania, wywotany
protruzjg ogondw weglowodorowych fosfolipidow [Victor i wsp., 2015].

Wczesniejsze badania eksperymentalne z uzyciem barwnika C6-NBD-PC w btonie
POPC wykazaly, ze FP indukowat zmniejszenie uporzadkowania lipidow [Worch i wsp., 2017].
Pokazano réwniez, ze FP indukuje powstawanie faz lipidowych w btonie o sktadzie POPC/chol
[Worch i wsp., 2017]. Podobnie w niniejszej pracy doktorskiej zaobserwowano zmniejszenie
uporzadkowania lipiddow w obecnosci FP oraz powstawanie faz lipidowych. Brak zmian w
uporzadkowaniu btony zawierajgcej cholesterolem moze wynika¢ z jej nizszej ptynnoséci. To
mogto uniemozliwi¢ FP indukowanie zaburzen w strukturze btony, ktére bytyby wykrywalne za
pomocg zastosowanej metody. W pojedynczych przypadkach mogto dochodzi¢ do
gromadzenia sie FP w bifonie i tworzenia faz lipidowych.

Znacznie mniej wiadomo na temat wptywu TMD na uporzgadkowanie lipidéw niz w
przypadku FP. Dotychczasowe badania skupiaty sie wytgcznie na TMD z podtypu H3.
Pokazano, ze peptydy odpowiadajgce TMD indukujg zwiekszenie uporzgdkowania lipidow
[Tatulian & Tamm, 2000; Ge & Freed, 2011; Lai & Freed, 2015]. Tymczasem w
przeciwienstwie do danych literaturowych, uzyskane wyniki wykazaty spadek uporzgdkowania
lipidow w btonie o sktadzie POPC po dodaniu peptydéw H3 i H3long. Rozbieznosci miedzy
wynikami mogg wynika¢ z zastosowania innych metod pomiarowych oraz réznych sktadow
lipidowych. Podczas gdy w niniejszej pracy uzywano fosfolipidu POPC, we wczesniejszych
badaniach wykorzystano btony lipidowe o sktadzie: DMPC/DMPG (50/50) Ilub
DMPC/DMPG/chol (40/40/30) [Tatulian & Tamm, 2000; Ge & Freed, 2011; Lai & Freed, 2015].
Z kolei H1 oraz H1long powodowaty odwrotny efekt. Roznice miedzy TMD z podtypdw H1 i
H3 zostang szerzej omoéwione w rozdziale 5.2. Dotychczas brakowato badan dotyczacych
wptywu TMD podtypu H1 na uporzgadkowanie lipidow. Przedstawione w pracy wyniki po raz
pierwszy dostarczajg informacji na temat wptywu TMD na ten parametr btony, biorgc pod

uwage zarowno TMD z podtypow H1 i H3, a takze umozliwiajgc ich bezposrednie poréwnanie
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z FP. Uzupetnieniem tych badan mogtyby by¢é w przysztosci symulacje molekularne, ktére
pozwolityby na gtebsze zrozumienie wptywu TMD na lokalne uporzgdkowanie bfony.

W koncowym etapie fuzji indukowanej przez HA dochodzi do potgczenia dwdch bton w
procesie hemifuzji i zblizenia dwoch fragmentéw biatka FP i TMD [Barrett & Dutch, 2020]. FP
i TMD mogq oddziatywac ze sobg, co potencjalnie umozliwia przejscie z hemifuzji do petnej
fuzji bton [Chang i wsp., 2008]. Jak pokazano we wczesniejszych paragrafach, sam TMD nie
wykazuje aktywnosci fuzyjnej. W zwigzku z tym zgodnie z hipotezg synergiczne oddziatywanie
pomiedzy FP i TMD powinno prowadzi¢ do zwiekszenia aktywnosci fuzyjnej FP. Po zbadaniu
dziatania indywidualnych peptydow FP i TMD, zaréwno pod katem aktywnosci fuzyjnej,
btonowej, jak i wptywu na uporzadkowanie lipidow, mozliwa byta ocena efektéw ich
jednoczesnej obecnosci w jednej bftonie. W tym celu przeprowadzono eksperymenty z
mieszaninami FP:TMD, ktére porownywano do indywidualnych peptydow.

Mieszanki peptydow FP:TMD wykazywaty podobng lub nizszg aktywnosc¢ btonowg i
fuzyjng niz sam peptyd FP. Spadek aktywnosci FP obserwowano w mieszaninie FP+H1long,
zaréwno w btonie o sktadzie POPC, jak i zawierajgcej cholesterol (Rycina 21, Rycina 22,
Rycina 27, Rycina 28). W eksperymentach FLIM, w ktérych badano wptyw peptydéw na
uporzadkowanie lipidéw, czas zycia fluorescencji barwnika po dodaniu mieszanek FP:TMD
odpowiadat $redniej wartosci uzyskanej dla poszczegolnych peptydéw oddzielnie.

Wszystkie przeprowadzone eksperymenty pokazaty brak synergicznego oddziatywania
pomiedzy FP i TMD hemaglutyniny. Mieszanki FP:TMD nie zwigkszaty aktywnosci btonowe;j i
fuzyjnej FP. Zaobserwowano natomiast spadek aktywnosci FP w mieszance FP+H1long, co
moze sugerowac, ze H1long utrudnia proces hemifuzji indukowany przez FP. Potwierdzity to
rowniez eksperymenty FLIM, kt6re pokazaty, ze H1long indukuje uporzadkowanie lipidow w
btonie w przeciwiehstwie do FP, co moze ttumaczy¢ obnizong aktywno$¢ FP w mieszaninie
FP+H1long. Natomiast H3 i H3long nie wptywaty na aktywnos$¢ FP. Odmienne wyniki dla TMD
z podtypéw H1 i H3 sugeruja, ze TMD z réznych podtypéw oddziatujg w odmienny sposob z
btong. Wszystkie przeprowadzone eksperymenty zaréwno test wyciekania barwnika z
liposomoéw jak i mieszania lipidébw oraz uporzadkowania lipidow pokazujg, ze TMD
prawdopodobnie wptywa na proces fuzji w inny sposéb, niz poprzez oddziatywanie z FP.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy sg zgodne z badaniami Ranaweera i wsp., w
ktérych wykazano brak oddziatywania pomiedzy FP i TMD [2019]. Natomiast zaobserwowano
rozbieznosci z wynikami opublikowanymi przez Changa i wsp. [2008] oraz Laia i Freeda
[2015], w ktorych pokazano obecnos$¢ oddziatywan FP:TMD. Lai i Freed [2019] skupili sie na
badaniu wptywu FP i TMD (podtyp H3) na uporzadkowanie lipidow w bfonie o sktadzie
DMPC/DMPG/Chol. Pokazali, ze mieszanki peptydéw FP i TMD wywotaty wieksze
uporzgdkowanie w btonie niz kazdy z peptydow stosowanych osobno. Zaréwno sktad lipidowy,

jak i sposéb pomiaru uporzadkowania lipidéw roznity sie od zastosowanych w przedstawionej
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pracy, z czego mogg wynika¢ rozbieznosci w wynikach. Z kolei Chang i wsp. [2008] wykazali
obecnos$¢ komplekséow FP:TMD (podtyp H3) oraz nieznacznie wiekszg aktywnos¢ btonowg
mieszanek FP i TMD w tescie wyciekania zawartosci z liposomdéw, w poréwnaniu do samego
FP.

Warto podkreslic, ze jedynie badania przedstawione w niniejszej pracy zawieraty
zaréwno analize aktywnosci btonowej, fuzyjnej, jak i uporzgdkowania lipidéw, co pozwolito na
szczegotowe poréwnanie dziatania FP i TMD w btonie. Po raz pierwszy zaobserwowano

przeciwstawne dziatanie FP i TMD (z podtypu H1) w jednej btonie lipidowe;j.

5.2. Roéznice pomiedzy TMD pochodzgcymi z podtypu H1 a H3
hemaglutyniny

Obecnie do najczesciej wystepujgcych wsrod ludzi wiruséow grypy nalezg H1N1 oraz
H3N2, ktére zawierajg podtypy H1 i H3 hemaglutyniny [Zheng i wsp., 2023]. Co wiecej, wirusy
grypy nalezace do tych podtypdéw zakazajg takze ptaki, Swinie, psy i konie. Zakazenia wsrod
zwierzat stanowig potencjalne zagrozenie epidemiczne dla cziowieka, w zwigzku z
mozliwoscig dochodzenia do transmisji miedzygatunkowej [Trovao i wsp., 2024].

Podtypy H1 i H3 reprezentujg dwie rézne grupy filogenetyczne, podczas gdy H1 nalezy
do grupy 1, H3 do grupy 2. Sekwencje aminokwasowe ich domen transbtonowych znacznie
réznig sie miedzy tymi podtypami [Russell i wsp., 2008]. Pokazano réwniez réznice w ich
wiasciwosciach fizykochemicznych, m.in. TMD z podtypu H1 charakteryzuje sie mniejszg
hydrofobowoscig niz TMD z H3 [Kubiszewski & Worch, 2020]. Biorgc pod uwage te roznice,
mozna przypuszczac, ze TMD z tych dwoch podtypdw oddziatujg z lipidami w inny sposéb, co
moze wplywaé na proces fuzji. Mimo tych réznic, w niewielu badaniach przeprowadzono
analize porownawczg TMD z podtypow H1 i H3, skupiajgc sie na jednym z nich.

Niniejsza praca zawiera poréwnanie wptywu TMD z podtypow H1 i H3 na wiasciwosci
btony lipidowej. Peptydy H1, H1long indukowaty wzrost uporzgdkowania lipidow w btonie
POPC, natomiast dodatek H3 i H3long miat odwrotny skutek na btone lipidowa, powodujgc
spadek uporzgdkowania lipidow (Rycina 31). Nie pokazano natomiast réznic w dziataniu
H1long a H3long w btonie z cholesterolem, oba peptydy nie powodowaty zmian w
uporzgdkowaniu lipidéw, co zostato scharakteryzowane ponizej (Rycina 33).

Zaobserwowane przeciwstawne efekty TMD z podtypow H1 i H3 mogg wynikaé z
odmiennej konfiguracji helis w homotrimerze. Pokazano, ze peptydy odpowiadajgce TMD HA
tworzg homotrimery w btonie [Victor i wsp., 2012; Mineev i wsp., 2013], a ich konformacja
prawdopodobnie rézni sie w zaleznosci od podtypéw z dwdéch réznych grup filogenetycznych
[Kordyukova i wsp., 2011]. Prawdopodobnie konfiguracja helis TMD jest wrazliwa na

srodowisko lipidowe, w tym na obecnos¢ cholesterolu [Michalski & Setny, 2023a]. Brak réznic
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dla H1long i H3long w btonie o sktadzie POPC/chol moze wynika¢ z podobnej konfiguracji
peptyddéw, ktére nie indukujg zmian w uporzgdkowaniu lipidow. Moze to takze wynika¢ z
ograniczen stosowanej metody, w btonie z cholesterolem wyniki czaséw zycia fluorescencji
charakteryzowaty sie duzym rozrzutem. W zwigzku z tym trudno zaobserwowac niewielkie
zmiany (Rycina 33).

Aktywnos¢ fuzyjna petnej dtugosci biatka HA zalezy miedzy innymi od obecnosci TMD,
ktére zakotwicza biatko w otoczce lipidowej oraz bierze udziat w procesie fuzji [Barret & Dutch,
2020]. W celu zbadania roli TMD w aktywnosci fuzyjnej, wykorzystano czastki wirusopodobne
VLP zawierajgce HA. Zastosowano dwa warianty: H1-TMD-H1 (zawierajgce HA podtypu H1)
i H1-TMD-H3 (zawierajace HA podtypu H1 z zamienionym fragmentem TMD na sekwencje z
podtypu H3). Obie wersje indukowaty fuzje z blong SLB zawierajgcg cholesterol. W testach
nie obserwowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy H1-TMD-H1 i H1-TMD-H3. Jednak
w przypadku H1-TMD-H3 widoczna byta nizsza srednia wartos¢ czasu zycia fluorescenciji
barwnika, co moze sugerowac tendencje do wyzszej aktywnosci fuzyjnej.

Dalsze badania przeprowadzone przez zespét badawczy pokazaty, ze aktywnosc
fuzyjna VLP zalezy od sktadu lipidowego btony czastek. W testach mieszania lipidow
poréwnywano aktywnos¢ fuzyjng czgstek VLP w zaleznosci od ich sktadu lipidowego.
Przygotowano czgstki VLP w trzech sktadach lipidowych: lipidy roslinne, POPC/chol (6/4
mol%) oraz POPC/sfingomielina/chol (2/2/1 mol%). Czgstki H1-TMD-H3 charakteryzowaty sie
wieksza aktywnoscig fuzyjng niz H1-TMD-H1 w btonie zawierajgcej lipidy roslinne oraz
POPC/chol. Jednak roznice w aktywno$ci byly mniejsze w btonie z cholesterolem.
Rozbieznosci w aktywnosci fuzyjnej znikaty w bfonie o sktadzie odpowiadajgcym tratwom
lipidowym: POPC/sfingomielina/chol. Oba warianty czgstek VLP osiggnety najwyzszag
aktywnos¢ w btonie o tym sktadzie lipidowym [Borkowska i wsp., 2024].

W niniejszej pracy potwierdzono, ze efektywnos¢ fuzji HA zalezy od sekwencji TMD.
Widoczne réznice w aktywnosci fuzyjnej pomiedzy czgstkami H1-TMD-H1 i H1-TMD-H3 moga
wynika¢ z odmiennego sposobu oddziatywania TMD z lipidami. W petnej dlugosci HA
obecno$¢ TMD z H3 zapewniata wysokg efektywno$c¢ fuzji w réznych sktadach lipidowych, w
tym w roslinnych btonach lipidowych, ktére nie zawierajg cholesterolu, ale zawierajg inne
sterole [Cacas i wsp., 2016; Suza & Chappell, 2016]. Natomiast efektywno$¢ fuzji H1-TMD-
H1 bardziej zalezy od skfadu lipidowego. Wyniki sugerujg, ze TMD z H3 moze lepiej
dopasowywac sie do sktadu lipidowego.

Co ciekawe, oba warianty czgstek, zarowno H1-TMD-H1 jak i H1-TMD-H3 osiggaty
najwiekszg aktywnos¢ fuzyjnos¢ w bionie bogatej w cholesterol i sfingomieline. Moze to
wynika¢ z oddziatywania TMD z obu podtypdw z cholesterolem. TMD z H3 posiada motyw
wigzgcy cholesterol CCM (ang. cholesterol consensus motif) a jego zdolno$¢ do

oddziatywania z analogiem cholesterolu zostata potwierdzona eksperymentalnie [de Vries.,
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2015; Hu i wsp., 2019]. Natomiast w przypadku TMD z H1 obecny jest inny motyw
aminokwasowy, ktory rowniez moze potencjalnie oddziatywac z cholesterolem, jednak brakuje
bezposrednich danych eksperymentalnych [Hu i wsp., 2019] (Motywy przedstawia Tabela 10).
Co wiecej, oba podtypy lokalizujg sie w domenach bogatych w cholesterol [Takeda i wsp.,
2003; Tall i wsp., 2003; Leser & Lamb, 2005; Ohkura i wsp., 2014]. Same badania nad
aktywnoscig fuzyjng nie pozwalajg na petne zrozumienie mechanizméw dziatania TMD w
procesie fuzji.

Lepsze zrozumienie mechanizmu dziatania TMD w procesie fuzji jest mozliwe dzieki
analizom strukturalnym. Podczas gdy struktury ektodomen réznych podtypéw HA byty znane
juz wiele lat temu [Wilson i wsp., 1981; Sauter i wsp., 1992; Russell i wsp., 2008; Tzarum i
wsp., 2017], dopiero Benton i wsp. [2018] opublikowali strukture HA podtypu H1 zawierajgca
fragment TMD. Badania te pokazaty, ze TMD wraz z elastycznym tgcznikiem moze wptywacé
na nachylenie ektodomeny wzgledem ptaszczyzny btony. Ektodomena HA w stanie aktywnym
przyjmowata konformacje nachylong pod katem maksymalnym 52°. Natomiast w stanie
dezaktywowanym HA, po zwigzaniu z przeciwciatem, kgt ten zmniejszat sie do wartosci
ponizej 20°. Wczesniejsze badania potwierdzity, ze aktywna HA podtypu H1 przyjmuje
nachylong konformacje wzgledem dwuwarstwy lipidowej [Tatulian i wsp., 1995]. Wyniki
Bentona i wsp. [2018] sugeruja, ze ustawienie helis w heterotrimerze moze by¢
odpowiedzialne za nachylenie ektodomeny. Symulacje molekularne dodatkowo potwierdzity,
ze TMD wraz z elastycznym tgcznikiem ma wptyw na nachylenie catej ektodomeny biatka HA
podtypu H1 [Michalski & Setny, 2023a]. Co interesujgce, dalsze symulacje molekularne w
btonie o sktadzie odpowiadajgcej otoczce lipidowej wirusa grypy sugerujg, ze ektodomena HA
z podtypu H1 jest nachylona wzgledem dwuwarstwy lipidowej. Natomiast ektodomena z
podtypu H3 prawdopodobnie przyjmuje konformacje prostg [Borkowska i wsp., 2024]. Aby
lepiej zrozumie¢ to zjawisko, potrzebne sg dalsze badania, w tym analizy strukturalne HA
podtypu H3 zawierajgcego TMD.

W przedstawionej pracy doktorskiej wykazano réznice pomiedzy TMD pochodzgcymi z
dwaoch réznych grup filogenetycznych, odpowiadajgcymi podtypom H1 i H3. Rdznice te byty
zaréwno widoczne na poziomie peptydow, jak i w kontekscie catego biatka. Dalsze badania
oraz symulacje molekularne wykazaty, ze TMD sg wrazliwe na sktad lipidowy dwuwarstwy, z
ktorg oddziatujg. Mozliwe, Zze aktywnos$¢ fuzyjna catego biatka zalezy rowniez od
oddziatywania TMD z lipidami [Borkowska i wsp., 2024]. Na podstawie uzyskanych danych
oraz doniesien literaturowych mozna zaproponowac alternatywng hipoteze do hipotezy
tworzenia kompleksow FP:TMD, zaktadajgca, ze TMD razem z fgcznikiem wptywa na

nachylenie ektodomeny i posrednio na aktywnos¢ fuzyjng biatka.
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6. Podsumowanie i wnioski

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej nie potwierdzajg postawionej hipotezy. Nie
zaobserwowano synergicznego oddziatywania pomiedzy FP i TMD hemaglutyniny, ktére
prowadzitoby do wzrostu aktywnosci fuzyjnej FP.

Na podstawie wynikdéw przedstawionych w niniejszej pracy mozna sformutowaé nastepujace
whniosKki:
o Wszystkie badane peptydy TMD z dwdéch podtypéw H1 oraz H3 (H1, H1long, H3,
H3long) wbudowujg sie w btone lipidowa.
e Peptydy TMD z podtypéw H1 i H3 nie indukujg wyciekania zawartosci z liposomow
i nie wykazujg aktywnosci fuzyjnej.
e Mieszanki peptydéw FP:TMD charakteryzujg sie takg sama lub nizszg aktywnoscig

btonowg oraz fuzyjng w poréwnaniu do samego peptydu FP.

Zaobserwowano réwniez réznice w dziataniu TMD z podtypéw H1 oraz H3 i wyciggnieto
nastepujgce wnioski:
e Peptyd H1long indukuje wzrost uporzgdkowania lipidow w btonie o sktadzie POPC,
natomiast H3long powoduje spadek uporzgdkowania lipidow.
e TMD moze wptywaé na aktywnosc fuzyjng catego biatka HA, a wydajnosc¢ fuzji

moze zaleze¢ od podtypu, do ktérego nalezy TMD.
Na podstawie uzyskanych wynikbw oraz dostepnych danych literaturowych mozna

zaproponowac, ze TMD wptywa na aktywno$¢ fuzyjng HA poprzez oddziatywanie z lipidami i

prawdopodobnie wptywajgc na nachylenie ektodomeny HA.
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Rycina Z 1 Przyktadowy wynik pomiaru FCS dla barwnika Alexa 488. Wykresy przedstawiajg
zliczenia intensywno$ci fluorescencji w czasie, krzywg autokorelacji z danych
eksperymentalnych, dopasowang funkcje autokorelacji oraz reszty z dopasowania. Wykres
wykonany na podstawie usrednionych 6 pomiaréw roztworu barwnika Alexa 488 (25 nM).

Tabela Z 1 Podsumowanie wynikéw dla przyktadowych eksperymentéw FCS 25 nM roztworu
barwnika Alexa 488, wyniki dla kazdego eksperymentu zostaly uzyskane na podstawie 6
usrednionych pomiaréw

Zliczenia na Liczba  Stan trypletowy Czas relaksacji stanu Czas dyfuzji
czgstke CPM [kHz] czastek [%] trypletowego [us] Tp [Us]
13,3 6,9 8,4 4,9 20,3
13,6 9,4 11,1 57 20,2
8,9 6 12 9,1 24,2
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