Streszczenie

Pandemia COVID-19, wywotana przez wirusa SARS-CoV-2, stanowita w latach 2020-2023
najwicksze globalne wyzwanie zdrowotne, spoleczne, a takze gospodarcze, wptywajac na codzienne
zycie miliardow ludzi na calym §wiecie. Pomimo ogloszenia przez WHO w maju 2023 roku zakonczenia
stanu zagrozenia zdrowia publicznego o zasiggu miedzynarodowym spowodowanym przez COVID-19,
choroba ta zostala uznana za chorobe endemiczna, wystepujaca sezonowo.

COVID-19 jest wywotywany przez wirusa SARS-CoV-2, ktory stat si¢ przedmiotem badah grup
naukowych na catym $§wiecie, stanowiac glowny temat badawczy w ponad 250 tysiacach pozycji
literaturowych. Praca wielu interdyscyplinarnych zespoldw uwydatnita znaczenie mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw zakazenia wirusowego, a takze zwigzanym z nimi tropizmem
komoérkowym oraz tkankowym. W miarg rozwoju wiedzy rosta takze rola sroédblonka naczyniowego w
patogenezie oraz propagacji tej choroby, a takze wystgpowaniu zaburzen w obrebie catego organizmu
w ramach zespotow long COVID oraz post-COVID.

Niniejsza praca skupia si¢ wokot tematyki zakazenia komoérek srodbtonka tetnicy plucnej przez
wirus SARS-CoV-2 [1, 2]. W zaleznosci od etapu infekcji oraz zachodzacych w jej trakcie procesow,
przedstawione badania koncentrowaly si¢ na fazy wczesnej, w trakcie ktorej zachodzi przylaczanie i
internalizacja wirusa (efekt receptorowy) oraz fazy p6znej, podczas ktorej obserwowany jest silny efekt
komorkowy, zwigzany z zachodzeniem proces6w m.in. replikacji wirusa, a takze jego sktadania i
uwalniania potomnych wirionow.

W pierwszej czgsci prezentowanych wynikow gléwnym tematem jest interakcja wirusowego
biatka spike (biatka S) z ACE2, stanowiacym gtowny receptor wirusowy dla SARS-CoV-2, a takze
regulacyjnej roli glikokaliksu (gtownie siarczanu heparanu) w procesie wigzania wirusa
z komoérkami $rodbtonka. W tym celu zastosowano podejscie interdyscyplinarne, wigzace techniki
genetyki molekularnej (transfekcja siRNA oraz RT-qPCR) z metodami fluorescencyjnymi
i mikroskopig sil atomowych (AFM). Najwazniejsza metoda byla spektroskopia sit pojedynczej
molekuty (SMFS), ktéra umozliwita zbadanie interakcji biatka spike z ludzkimi komorkami srodbtonka
tetnicy ptucnej (HPAEC) oraz nabtonka oskrzeli (HBEC) drég oddechowych. Opierata si¢ ona na
wykorzystaniu probnika AFM pokrytego biatkiem spike wirusa SARS-CoV-2 jako sondy obrazujacej
oddziatywanie biatka z komorkami, gldwnie wystepujacymi na jej powierzchni ACE2 oraz siarczanem
heparanu. Przeprowadzone badania wykazaly, ze srodblonkowy glikokaliks petni podwdjna role w
trakcie zakazenia SARS-CoV-2. Pomimo sprzyjania ogélnej adhezji bialka spike, siarczan heparanu
przede  wszystkim pelni role ochronng, ostaniajac  receptory ACE2 i  blokujac
w ten sposob przylaczanie wirusa 1 jego wnikanie do wnetrza komorek. Tak wigc zmiany
w integralnosci glikokaliksu, majgce miejsce m.in. w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego oraz
cukrzycy, moga wpltywaé¢ na podatno$¢ komorek $rodblonka na infekcje oraz sprzyjaé rozwojowi

powiktan naczyniowych u tych pacjentow w zwigzku z COVID-19.



Druga cze$¢ badan skupiata si¢ gldownie wokot zmian w nanomechanice komoérek $rodbtonka
tetnicy phlucnej, wystepujacych na skutek zakazenia wirusem SARS-CoV-2. Zastosowane metody
biologii molekularnej pozwolily wykaza¢ zachodzenie nieefektywnej infekcji (ang. abortive infection,
infekcji poronnej) SARS-CoV-2 w badanych komorkach HPAEC, charakteryzujacej si¢ nieefektywna
replikacja wirusa. Jednakze, pomimo braku skutecznego namnazania si¢ patogenu, przeprowadzone
badania z wykorzystaniem metod fluorescencyjnych oraz AFM wykazaty, ze wirus wnika do wnetrza
komoérek $rodbtonka co skutkuje znacznymi zmianami w ich strukturze i fizjologii. Efekt
bezposredniego wpltywu wirusa na komorki HPAEC obserwowany byt przede wszystkim we
wla$ciwo$ciach nanomechanicznych (elastycznosci) komorek, ktore wraz ze wzrostem czasu post-
infekcyjnego ulegaty znacznemu usztywnieniu. Wystepujace w architekturze komoérkowej zmiany
zostaty skorelowane z przeksztalceniami zachodzacymi w obrebie cytoszkieletu komorkowego,
szczegblnie wiokien aktynowych, ale takze filamentow posrednich (wimentyny) oraz aktywnoscia
biatek regulujacych (RhoA). Co wiecej, reorganizacja zachodzita rownocze$nie z komorkowymi
procesami adaptacyjnymi w zakresie mechanizmoéw zwigzanych z homeostaza mitochondrialna,
uszkodzeniem DNA oraz ogdlng dysfunkcjg $rodbtonka. Dysfunkcja $rodbtonka, zwiazana
z nadmiernym usztywnieniem komorek i skorelowang z tym efektem zmniejszong produkcja tlenku
azotu, moze prowadzi¢ do powiktan naczyniowych, takich jak nadcisnienie, zakrzepica i nasilenie stanu
zapalnego. Efekty te moga zatem takze leze¢ u podstaw zaburzen wystgpujacych u pacjentéw ze
stwierdzonym long COVID oraz post-COVID, a takze wyjasnia¢ obserwowany efekt ci¢zszego
przebiegu COVID-19 u pacjentéw z zaburzeniami sercowo-naczyniowymi oraz cukrzyca.

Innowacyjne podejscie do tematu, objawiajace si¢ zard6wno w interdyscyplinarnosci
zastosowanych metod jak i zakresu badan, pozwolilo na lepsze poznanie proceséw lezacych
u podstaw zakazenia SARS-CoV-2 w komorkach $rodbtonka ptucnego. Ponadto, otrzymane wyniki
wykazaty potencjal, jaki kryje si¢ w wykorzystaniu technik mikroskopii sit atomowych w badaniach

biofizycznych uktadow biologicznych w ujeciu wirusologicznym.



