
ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время для изучения механизмов
проникновения вируса гриппа в клетки (фузии)
используются модельные системы — липосомы [1, 2].
Известно, что основным поверхностным белком
вириона, ответственным за процесс фузии,
является гемагглютинин (hemagglutinin, НА).
На сегодняшний день проведено значительное
количество исследований, описывающих данный
процесс [3-8]. При этом термодинамические
параметры связывания НА с модельными
мембранами, такие как свободная энергия
связывания Гиббса, энтальпия и энтропия связывания,
а также константа связывания и стехиометрия

связывания (число участков связывания белка
на поверхности липосом), до сих пор не определены.
Термодинамические параметры связывания позволяют
определить вклад белок-липидных взаимодействий
между НА вируса гриппа и мембраной клетки,
которые, наряду с рецепторными взаимодействиями,
играют ключевую роль в процессе слияния и
проникновения вируса в клетку. С помощью
указанных параметров можно фактически определить
насколько эффективно взаимодействие белка
с липосомальной мембраной. 

В настоящей работе проведено определение
термодинамических параметров связывания НА
с липосомами из фосфатидилхолина при различных
значениях рН с целью выявления характера
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Изучение взаимодействия поверхностных вирусных белков с модельными фосфолипидами важно
для подробного исследования механизмов проникновения вирусов в клетки при инфицировании. Подходящей
системой, моделирующей клеточную мембрану, являются липосомы. Методом равновесной адсорбции исследовали
связывание гемагглютинина (НА) вируса гриппа с фосфатидилхолиновыми липосомами. Представлялось
интересным выяснить, какие изменения в структуре белка происходят при его переходе с поверхности мембраны
вглубь её. Для этого в данной работе исследовали адсорбцию НА на фосфолипидном бислое при образовании
комплекса НА с фосфолипидами. Определение термодинамических параметров проводили при рН 4,0 и рН 6,0,
используя уравнения Скэтчарда и Гиббса-Гельмгольца. Анализ полученных результатов позволил определить
гидрофобный тип взаимодействия НА с липосомами. Дополнительным подтверждением наличия гидрофобного
белок-липидного взаимодействия послужило определение констант распределения НА в двухфазных системах:
декстран-полиэтиленгликоль (К1) и декстран-полиэтиленгликоль, этерифицированный пальмитиновой кислотой (К2).
Наличие гидрофобного взаимодействия НА с мембраной липосом было также подтверждено с помощью метода
тушения собственной белковой флуоресценции нейтральным тушителем акриламидом. При рН 4,0 отмечено
увеличение значения константы тушения Штерна-Фольмера для системы НА+липосомы из фосфатидилхолина,
что вызвано структурными изменениями НА при встраивании в бислой липосомы. Рассчитанные с помощью
уравнения Штерна-Фольмера константы скорости тушения флуоресценции указывают на статический механизм
тушения, при котором тушитель взаимодействует с флуофорами неподвижной молекулы белка. Полученные
результаты интересны не только с теоретической точки зрения изучения процесса слияния вируса с клеткой,
но имеют и практическое применение. Используя значения константы связывания белка с бислоем и свободной
энергии, можно подбирать оптимальный фосфолипидный состав липосом или виросом с целью получения более
прочного их комплекса с различными вирусными белками. Применение двухфазных систем позволяет определять
наличие гидрофобных участков на поверхности вирусного белка, что может быть использовано не только для оценки
белок-липидного и белок-белкового взаимодействия. 
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взаимодействия НА с липидными мембранами.
При значении рН 4,0 моделируется взаимодействие
НА с эндосомальной мембраной клетки в процессе
инфицирования вирусом, а значение рН 6,0 выбрано
с целью выявления изменений взаимодействия
белка с мембраной эндосомы при снижении
кислотности среды. 

МЕТОДИКА

В работе использовали НА из штамма
А/Bangkok/1/1979Н3N2 (“Mybiosource”, США),
декстран Т70 со средней молекулярной
массой Мn=70×103, полиэтиленгликоль со средней
молекулярной массой Мn=6,0×103 и пальмитиновую
кислоту фирмы “Sigma” (Германия).Для приготовления
липосом из синтетического фосфатидилхолина
(3-sn-Phosphatidylcholine, ФХ) (“Sigma”) раствор
фосфолипида в этаноле упаривали в вакууме.
К липидной пленке добавляли 0,01 М трис-HCl-буфер,
рН 6,0. Конечная концентрация фосфолипида
составляла 10 мг/мл. Суспензию механически
встряхивали 10 мин, затем озвучивали 7 мин при 4°С
с помощью диспергатора УЗДН-1 при частоте 22 кГц.
Озвученную суспензию центрифугировали 30 мин
при 30000 g. В работе использовали супернатант.
Для определения диаметра липосом с помощью
метода динамического светорассеяния использовали
прибор Delsa Nano C (“Beckman Coulter Inc.”, США).
Средний диаметр ФХ липосом составил 95,0±1,65 нм.
Присутствие продуктов окисления ФХ в липосомах
определяли с помощью индекса окисленности
Кляйна (ИО) [9]. К 0,1 мл дисперсии липосом
добавляли 95% этиловый спирт до конечного
объёма 10 мл. Оптическую плотность спиртового
разведения определяли относительно 95% этилового
спирта на спектрофотометре Anthos Zenyth 200rt
(“Biochrom”, Великобритания) при длинах волн
в диапазоне 200-300 нм. Значения ИО рассчитывали
по формуле (1):

(D233 − D300)ИО =   (1),(D215 − D300)

где D233, D215 и D300 — оптическая плотность
анализируемого образца, измеренная относительно
95% этилового спирта при длинах волн
233 нм, 215 нм и 300 нм соответственно. Рассчитанное
по формуле (1) среднее значения ИО для дисперсии
липосом составляло 0,10. Реакцию связывания
проводили в 0,01 М трис-HCl-буфере при рН 6,0
и в 0,01 М ацетатном буфере при рН 4,0
и температуре 22°С в течение 80 мин. Молярное
соотношение белок : липид не превышало 10-2.
Свободный и связанный с липосомами белок
разделяли с помощью гель-фильтрации
на колонках 1×25 см с гелем HW-60F. Скорость
элюции составляла 10 мл/ч. Концентрацию белка
определяли по методу Lowry [10]. Определение белка
в двухфазной системе декстран-полиэтиленгликоль
и декстран-полиэтиленгликоль, этерифицированный
пальмитиновой кислотой, описано в работе [11].

Для изучения тушения белковой флуоресценции
был использован флуоресцентный спектрофотометр
Hitachi F-4500 (“Hitachi”, Япония) с кварцевой
ячейкой 1,0 см и термостатом. Спектры тушения
флуоресценции были получены в диапазоне длин волн
эмиссии от 300 нм до 500 нм при длине волны
возбуждения 283 нм, ширина щели составляла 5,0 нм.
В качестве тушителя флуоресценции использовался
акриламид фирмы “Merck” (Германия). Измерения
тушения флуоресценции для указанных выше систем
проводили при двух значениях рН 6,0 и рН 4,0
и температуре 22°С. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Методом равновесной адсорбции изучено
связывание НА с липосомами из ФХ. Полученные
изотермы представлены при двух значениях рН:
4,0 и 6,0 (рис. 1). 

При рН среды 4,0 и 6,0 изотермы имеют
монотонный асимптотический характер и хорошо
спрямляются в координатах уравнения Скэтчарда (2):

B/C = Kсв n − Kсв B (2),

где B — мольное отношение белок : фосфолипид,
С — концентрация белка, Kсв — константа связывания,
n — число мест связывания (мольное отношение
белок : фосфолипид при максимальном заполнении
бислоя адсорбированным белком). Построение
изотерм адсорбции при рН среды 4,0 и 6,0
в координатах Скэтчарда позволило определить
Kсв и n (рис. 2, 3). 

Соответствующие значения изменения свободной
энергии (ΔG) при образовании белок-липидного
комплекса определяли из формулы (3):

ΔG = −RTLnKсв (3),

изменения энтальпии (ΔH) и энтропии (ΔS)
определяли из уравнения Гиббса-Гельмгольца (4):

ΔG = ΔH − TΔS (4),

Ниже приведены значения Kсв, n и
термодинамических параметров связывания НА
с фосфолипидными везикулами (табл. 1).

ТЕРМОДИНАМИКА СВЯЗЫВАНИЯ ГЕМАГГЛЮТИНИНА ВИРУСА ГРИППА
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Рисунок 1. Изотермы связывания НА с липосомами.
Ось абсцисс: Концентрация белка, 10-6 моль/л.
Ось ординат: мольное отношение белок : фосфолипид.



Предположение о наличии гидрофобных
взаимодействий НА с бислоем подтверждается
данными по распределению белка в двухфазных
системах, одна из которых состоит из декстрана и
полиэтиленгликоля (константа распределения НА— К1),
а другая — из декстрана и полиэтиленгликоля,
этерифицированного пальмитиновой кислотой
(константа распределения НА — К2). Как видно
из таблицы 1, значение соотношения констант К2/К1
при pH 6,0 близко к единице, что указывает
на равномерность распределения НА в обеих системах.
При pH 4,0 величина отношения К2/К1 возрастает
в 1,63 раза, что свидетельствует об увеличении
сродства НА к гидрофобной фазе полиэтиленгликоля,
этерифицированного пальмитиновой кислотой.

Образование белок-липидного комплекса является
сложным и многостадийным процессом, включающим
этапы адсорбции белка на поверхности бислоя,
конформационные изменения фосфолипидных и
белковых молекул, структурные преобразования
фосфолипидного бислоя. Каждый из этих этапов
вносит свой вклад в изменение свободной
энергии суммарного процесса, наблюдаемого
в наших экспериментах. Низкие отрицательные
значения изменения энтропии при рН среды 4,0
указывают на наличие гидрофобных взаимодействий
при связывании НАс липосомами, что, в свою очередь,
может приводить к проникновению вирусного белка
внутрь липосомы. Большие же положительные
изменения энтропии при рН среды 6,0 могут быть
связаны со значительными перестройками
фосфолипидной мембраны, которые могут
обуславливать изменение проницаемости и параметров
фазового перехода фосфолипидного бислоя,
но не его прохождение белком после адсорбции. 

Из данных таблицы 1 видно, что в почти
нейтральном растворе НА распределяется
в обеих двухфазных системах одинаковым
образом. Следует отметить, что этерификация
полиэтиленгликоля пальмитиновой кислотой
приводит к увеличению гидрофобности данной
двухфазной системы. При подкислении среды
сродство к гидрофобной фазе полиэтиленгликоля,
этерифицированного пальмитиновой кислотой,
заметно увеличивается, поскольку значение
отношения констант распределения НА
в двухфазной системе К2/К1 в 1,63 раза больше
в кислой среде по сравнению со значением
данного отношения в нейтральной среде.
Обнаруженный факт можно рассматривать
как свидетельство в пользу гидрофобного характера
взаимодействия молекулы НА с бислоем ФХ везикул
при кислых значениях рН. 

Образование белок-липидного комплекса
при рН 6,0 и рН 4,0 было подтверждено также
с помощью метода тушения белковой флуоресценции
с использованием нейтрального тушителя
акриламида. Нейтральная молекула акриламида
способна диффундировать во внутреннюю
белковую матрицу и принимать участие в тушении
флуоресценции тех аминокислотных остатков,
которые располагаются глубоко в гидрофобной
области бислоя липосом. На рисунке 4
представлены кривые тушения флуоресценции НА
в координатах Штерна-Фольмера. Используя
уравнение Штерна-Фольмера (5), были
получены значения равновесных констант тушения
флуоресценции KSV для НА и системы НА+липосомы
из ФХ при рН 6,0 и 4,0:

Контаров и др.
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Рисунок 2. Изотермы адсорбции в координатах
Скэтчарда (рН=4,0). Ось абсцисс: мольное
отношение белок : фосфолипид. Ось ординат:
Отношение мольного отношения белок : фосфолипид
к концентрации белка, л/моль.

Рисунок 3. Изотермы адсорбции в координатах
Скэтчарда (рН=6,0). Ось абсцисс: мольное
отношение белок : фосфолипид. Ось ординат:
Отношение мольного отношения белок : фосфолипид
к концентрации белка, л/моль.

Таблица 1. Термодинамические параметры связывания НА сФХ-липосомами, константы распределения в двухфазных
системах при значениях pH 4,0 и pH 6,0

Примечание: представлены средние значения; э.е. — энтропийные единицы.

рН Kсв, М
-1 n ΔG, кДж/моль ΔH, кДж/моль ΔS, э.е. К1 К2 К2/К1

4 9×104 0,013 -27,9 -32 -4,1 0,77 1,21 1,57

6 2×104 0,010 -24,3 -41 16,7 0,76 0,73 0,96



F0/F = 1 + Kqτ0[Q] = 1 + KSV[Q] (5),

где F0/F — отношение интенсивностей флуоресценции
в отсутствии и присутствии тушителя, Kq — константа
скорости тушения белковой флуоресценции,
τ0 — среднее время жизни белковой макромолекулы
в отсутствии тушителя (значение τ0 для биополимеров
принимается равным 10-8 [12, 13]), KSV — равновесная
константа тушения флуоресценции Штерна-Фольмера,
[Q] — концентрация акриламида.

Значения констант скоростей тушения
флуоресценции Kq были рассчитаны по формуле (6):

Kq = Kсв/τ0 (6).

Рассчитанные по формулам (5, 6) значения
констант KSV и Kq для двух значений рН
приведены в таблице 2. Из полученных данных видно,
что при рН 4,0 для системы НА+липосомы из ФХ
происходит увеличение константы Штерна-Фольмера
и константы скорости тушения белковой
флуоресценции акриламидом. Это связано
с происходящими в НА структурными изменениями
при встраивании в гидрофобную область липидного
бислоя липосом. Отдельного рассмотрения
заслуживают значения констант скоростей тушения
флуоресценции Kq. В наших исследованиях
значения Kq имеют порядок 1013 М-1⋅с-1,
что указывает на статический механизм тушения
флуоресценции, заключающийся в образовании
нефлуоресцирующего комплекса с флуорофорами
неподвижной молекулы белка [14]. Полученные
результаты подтверждают сделанные выше выводы
о встраивании НА в мембраны липосом за счёт
гидрофобных взаимодействий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Важным результатом проведённых
исследований является выявление гидрофобных
белок-липидных взаимодействий, играющих,
наряду с белок-рецепторными взаимодействиями,
главную роль в процессе связывания и
проникновения вируса гриппа в клетку.
Полученные результаты позволят прогнозировать
возможность связывания различных вирусных белков
с наночастицами фосфолипидной природы, например,
при конструировании виросом, а также с монослоями
клеток в процессе инфицирования его вирусом.
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Рисунок 4. Кривые тушения белковой флуоресценции
в координатах Штерна-Фольмера для НА и системы
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The study of interaction between surface viral proteins and model phospholipids is important for learning more
details about the mechanisms of viral penetration into cells during infection. In this context, liposomes represent
suitable systems for modeling a cell membrane. The binding of hemagglutinin (HA) of influenza virus with
phosphatidylcholine liposomes was studied by equilibrium adsorption. It was interesting elucidate changes occurring
in the structure of a protein during its translocation from the surface into the interior part of the membrane. In this work,
we have studied characteristics of the protein-lipid interaction during HA complex formation with phospholipids
including adsorption of HA on a phospholipid bilayer. Using the Scatchard equation and the Gibbs-Helmholtz equation
at pH 4.0 and pH 6.0 thermodynamic parameters were determined. The results concluded the hydrophobic type
of interaction between viral protein and liposomes. The additional confirmation of hydrophobic protein-lipid interaction
presence was determination of HA distribution constants in two-phase systems: dextran-polyethylene glycol (K1) and
dextran-polyethylene glycol esterified with palmitic acid (K2). The presence of hydrophobic interaction between HA
and the liposome membrane was also confirmed using the quenching method of intrinsic protein fluorescence
by a neutral quencher with acrylamide. At pH 4.0, an increase in the Stern-Volmer quenching constant was observed
for the HA+liposome from phosphatidylcholine system, which is caused by structural changes in HA upon
incorporation into the liposome bilayer. The fluorescence quenching rate constants calculated using the Stern-Volmer
equation indicate a static quenching mechanism in which the quencher interacts with fluophors of a stationary protein
molecule. The obtained results are interesting for not only studying virus and cell fusion theoretically, but also have
practical applications. Using values of the protein-bilayer binding constant and free energy constant, it is possible
to select the optimal phospholipid composition of liposomes or virosomes to obtain a stronger complex with various
viral proteins. With two-phase systems, it is possible to determine the presence of hydrophobic sites on the viral protein
surface, which can be used for evaluation both protein-lipid and protein-protein interaction.
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