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Zapalne rodzaje regulowanej Smierci komérkowej w infekcjach wirusami oddechowymi

Zainfekowane komorki stosuja roézne strategie hamowania rozprzestrzeniania si¢ wirusa. Po wykryciu wirusa
komoérki moga wydzieli¢ interferony informujace sasiednie komorki o infekcji, dajac im czas na
przygotowanie si¢ na rozprzestrzeniajacy si¢ patogen. Zaalarmowana komoérka moze probowac strawi¢ wirusy
na drodze autofagii lub aktywowaé program autodestrukcji, czyli programowanej Smierci. Moze to by¢
niezapalna apoptoza lub prozapalna, zwigzana z p¢kni¢ciem blony komorkowej, pyroptoza lub nekroptoza.
Smieré komérkowa moze byé rowniez wywotana przez komoérki NK (ang. natural killer), ktore rozpoznaja i
eliminuja zainfekowane lub nowotworowe komoérki. Wirusy, dzigki swoim biatkom niestrukturalnym, moga
przeciwdziata¢ autofagii i apoptozie lub wykorzysta¢ te procesy na swoja korzys¢. Ztozone interakcje migdzy
komorka gospodarza a wirusem mogg ostatecznie prowadzi¢ do prozapalnej $mierci komdrkowe;.

Rézne rodzaje prozapalnej $mierci komorkowej zostaty stosunkowo dobrze poznane z osobna.
Jednakze ich wzajemne interakcje oraz interakcje z mechanizmami apoptozy, ktore ostatecznie determinuja
los komorki, nie sg dostatecznie zrozumiane. Rozréznienie migdzy rodzajami $mierci jest istotne, poniewaz
aktywacja $mierci prozapalnej ma potencjal immunogenny i moze prowadzi¢ z jednej strony do rozwoju
skutecznej odpowiedzi adaptacyjnego ukladu odpornosciowego, a z drugiej do szkodliwego
ogo6lnoustrojowego stanu zapalnego.

W projekcie uzyjemy dwoch wirusow uktadu oddechowego, RSV i grypy typu A, oraz komorek
nablonka drog oddechowych w celu zbadania interakcji miedzy komoérka gospodarza a wirusem oraz komorka
NK a zainfekowana komoérka, ktére prowadzag do réznych rodzajow $mierci komoérkowej: niezapalnej Iub
prozapalnej. Naszym celem jest wyjasnienie wzajemnych relacji miedzy apoptoza a Sciezkami prozapalnymi
zaréwno na poziomie pojedynczej komorki, jak i na poziomie zainfekowanej populacji komoérek. Bedziemy
badac, jakie czynniki determinujg decyzje o losie komorki i wptywaja na proporcje komoérek wykazujacych
okreslony rodzaj $mierci. Sprawdzimy rowniez, czy wspomniane rodzaje $mierci wzajemnie si¢ wykluczaja
czy raczej pojedyncza komorka moze wykazywac potaczenie szlakow apoptozy i $§mierci prozapalne;.

Wykorzystamy techniki mikroskopowe analizy pojedynczych komoérek, w tym obserwacje
przyzyciowe roznych typow $mierci poszczegolnych komoérek w zakazonej populacji komorek. Interakcje
miedzykomorkowe beda badane przy uzyciu urzadzen mikroprzeptywowych opartych na kropelkach, co
umozliwi przeprowadzenie tysiecy rownoleglych eksperymentéw w izolowanych objetosciach (jak na
rysunku ponizej). Wykorzystamy oparta na uczeniu maszynowym analize obrazéw uzyskanych z
przyzyciowych obserwacji mikroskopowych, aby rozr6zni¢ rodzaje $mierci komorkowej na podstawie zmian
w morfologii komoérek i aktywacji markerow fluorescencyjnych. Aby zweryfikowaé spdjno$¢ naszych
wynikéw 1 lepiej zrozumie¢ wspodlzaleznosci zbadanych mechanizméw regulacyjnych, skonstruujemy
matematyczne modele wzajemnych oddziatywan szlakow $mierci na poziomie pojedynczej komorki i
populacji komoérek. Nasze badania, prowadzone we wspotpracy z wiodacym specjalista zajmujacym sie¢
pyroptoza, profesorem Davidem Brough z Uniwersytetu w Manchesterze, zaowocuja postepem w
zrozumieniu fundamentalnych procesow kontrolujacych szlaki $§mierci komorkowej i umozliwig lepsze
planowanie terapii przeciwwirusowych.
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Fig.1 Uklad mikroprzeptywowy pozwala na unieruchomienie ponad 4000 kropli i obserwacje interakcji komorek
umieszczonych w kroplach. (a) Schematyczny widok naszego uktadu. (b) U gory: wybrane zdj¢cia kropli zawierajacej
trzy komorki: komorka linii NK-92 (niewybarwiona), nienowotworowa BEAS-2B (barwiona na czerwono) i
nowotworowa A549 (barwiona na niebiesko), pokazujace $mier¢ komorki nowotworowej wywotana przez komorke NK-
92. Pojawienie si¢ zielonego koloru (CellEvent) informuje o inicjacji $mierci komorkowej, po ktorej nastepuje peknigcie
btony komorkowej, sugerujace $§mier¢ komorkowa typu pyroptozy. (b) Na dole: widok kropli zakotwiczonej w dotku.



