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Wirus kleszczowego zapalenia mozgu (TBEV, z ang , tick-borne encephalitis virus”) jest czynnikiem
etiologicznym groznej, ciezkiej choroby o$rodkowego uktadu nerwowego przenoszonej przez kleszcze,
zwanej kleszczowym zapaleniem mozgu (KZM). TBEV rozprzestrzeniony jest w obrebie 28 krajow Europy
Srodkowej i Wschodniej, Skandynawii oraz w wielu rejonach Azji. Badania nad izolatami wirusa z réznych
obszaréw geograficznych umozliwity wyréznienie trzech gtéwnych podtypéw TBEV: europejskiego (TBEV-
Eu), dalekowschodniego (TBEV-FE) oraz syberyjskiego (TBEV-Sib). Na przelomie ostatnich 20 lat
obserwuje si¢ znaczacy wzrost (ponad 400%) przypadkéw kleszczowego zapalenia mézgu. Kazdego roku
pojawiaja si¢ nowe ogniska wirusa, praktycznie we wszystkich krajach Europy, poza krajami
srodziemnomorskimi. W ciaggu ostatnich lat zarejestrowano okoto 200 tysigcy klinicznych przypadkéw KZM
w Europie i Azji. Wiadomo jednak ze podane dane sg bardzo szacunkowe i mogg stanowi¢ jedynie 30%
wszystkich zakazen TBEV, gdyz dotycza tylko rejestrowanych = hospitalizowanych przypadkow KZM. Do
tej pory nie ma na rynku leku, ktory wykazywalby skuteczno$¢ przeciwko KZM.

Koncepcja proponowanych badan zrodzita si¢ z wieloletniego dos§wiadczenia Zaktadu Szczepionek
Rekombinowanych Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w badaniu aktywnosci antywirusowej zaprojektowanych i zsyntetyzowanych w
Polsce zwigzkow wobec wielu groznych patogenow wirusowych. W przeprowadzonych badaniach
okresliliSmy mechanizm dziatania dla kilku wybranych zwigzkow, ktore wykazywaty najsilniejsze dziatanie
antywirusowe. Co bardzo istotne udowodnilismy, ze zwigzki, ktore posiadamy sa inhibitorami specyficznych
biatek wirusowych jak rowniez inhibitorami procesu glikozylacji biatek i wykazuja aktywno$¢ wobec wielu
wirusow. Aktywnos$¢ antywirusowa kilku wybranych zwiazkow zostata rowniez potwierdzona w badaniach
wstepnych wobec TBEV z uzyciem czastek wirusopodobnych (VLPs) w owadzim systemie ekspresyjnym.

Pierwszym gléwnym celem projektu jest uzyskanie podstawowych informacji naukowych
dotyczacych wpltywu zaburzenia réznych procesow cyklu zyciowego wirusa na namnazanie wirusa
kleszczowego zapalenia mozgu przy pomocy zwigzkow nalezacych do analogdw i mimetykow tunikamycyny
posiadajacych odmienne mechanizmy dzialania. Wierzymy, ze takie szerokie podejscie eksperymentalne
pozwoli nam na zaproponowanie nowych opcji terapeutycznych w leczeniu zakazen TBEV. Zaproponowane
badania majg na celu wyselekcjonowanie specyficznych, nietoksycznych zwigzkéow o silnym dziataniu
antywirusowym wobec TBEV. W przedstawionym projekcje pragniemy w szczegoélnosci skupi¢ si¢ na
badaniu aktywnosci zwigzkoéw, ktore w specyficzny sposob bedg blokowaly dziatanie biatek wirusowych ale
réwniez zbadaé aktywno$¢ antywirusowa zwigzkéw bedacych inhibitorami procesu N-glikozylacji biatek.
Wplywu zsyntetyzowanych zwigzkéw na replikacje TBEV, syntez¢ biatek wirusowych, powstawanie,
sekrecje i1 infekcyjnos$é wirusowych czasteczek potomnych zostanie zbadany z uzyciem wielu metod z zakresu
biologii molekularnej, biochemii i immunologii. W naszych badaniach zastosujemy test hamowania efektu
cytopatycznego i test redukcji wielkosci tysinek wirusowych podczas namnazania TBEV in vitro na
komorkach ssaczych. Ponadto, wykorzystamy nowoczesng aparature badawcza m.in. spektrometr masowy,
cytometr przeptywowy, aparat do real-time PCR czy mikroskop konfokalny, ktore pozwolg okreslic wptyw
badanych zwigzkow na etap cyklu zyciowego TBEV, kinetyke wzrostu wirusa czy wlasciwos$ci biochemiczne
glikoproteiny ostonkowej. Badanie wptywu zwigzkow na biatka TBEV zostanie przeprowadzone z uzyciem
m.in. analizy Western blotting, immunoprecypitacji czy testu ELISA. Ponadto, projekt zaktada konstrukcje
wilasnych linii komorkowych stabilnie eksprymujgcych biatka wirusowe TBEV, ktore beda wykorzystywane
do badania aktywnos$ci zwigzkoéw. Aktywno$¢é przeciwwirusowa bedzie rowniez badana z zastosowaniem
czastek VLPs.

TBEV na przetomie ostatnich lat rozprzestrzenia si¢ na nowe obszary. Obserwuje si¢ nowe ogniska
choroby wywotane przez nowe warianty wirusa. W najnowszych doniesieniach literaturowych wykazano, ze
pomigdzy poszczegdlnymi podtypami wirusa moze zachodzi¢ zjawisko rekombinacji. Hipoteza badawcza
lezaca u podstaw przedstawionego projektu jest zatozenie, ze nowe warianty wirusa TBEV moga by¢ bardziej
patogenne, oraz dzigki nowym cechom bedg w stanie unika¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza. W
zwiazku z tym drugim celem projektu jest poszukiwanie koinfekcji wirusowej u kleszczy oraz nowych
wariantéw TBEV w probkach srodowiskowych z réznych terenow wystgpowania (Polska, Estonia, Szwecja),
co pozwoli na poprawe specyficznosci przysztych szczepionek przeciwko temu patogenowi. W celu
opracowania metody detekcji koinfekcji, po izolacji RNA z kleszczy, zastosujemy metody badawcze takie jak
RT-PCR, RT-gPCR, dPCR, real-time PCR z uzyciem sond typu TagMan czy sekwencjonowanie. Wymienione
metody wykorzystamy do potwierdzenia infekcji TBEV, ustalenia konkretnych szczepoéw lub gatunkoéw czy
potwierdzenia koinfekcji. Ponadto, badanie rekombinacji szczepéw TBEV zostanie wzbogacone o badanie
koinfekcji wirusowej in vitro i analize kompletnych genoméw przy uzyciu metody NGS. Uwazamy, ze
screening TBEV przeprowadzony w probach srodowiskowych z réznych terenow wystgpowania kleszczy
moze przyczyni¢ si¢ do wykrycia nowych ognisk TBEV, nowych wariantow wirusa jak i uzupetnienia i
uaktualnienia mapy terenow endemicznych, czyli terenow wickszego ryzyka zakazenia TBEV.



