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Opracowanie i badanie peptydowych inhibitoréow fuzji blon flawiwirusow, w oparciu o region
STEM bialka E wirusa kleszczowego zapalenia mézgu

Flawiwirusy to rodzina wirusow, obejmujacych patogeny takie jak wirus ZIKA czy Denga.
W Europie i na terenie pdinocnej Azji dominujagcym przedstawicielem tej rodziny jest jednak wirus
kleszczowego zapalenia mozgu (KZM), ktérego obecno$¢ stanowi powazny problem zdrowotny m.in. ze
wzgledu na brak specyficznych metod leczenia. Co wigcej, postepujace zmiany klimatyczne prowadza do
rozszerzenia siedlisk kleszczy — gldéwnego wektora przenoszenia tego wirusa, powodujac staty wzrost liczby
nowych zakazen. Nasza propozycja walki z KZM jest wykorzystanie peptyddéw, stanowiacych fragmenty
strukturalnego biatka E. Biatko to tworzy zewnetrzny ptaszcz wirusa, ktory przechodzi zmiany konformacyjne
wywolane niskim pH tuz po wniknigciu do komoérki na drodze endocytozy. W wyniku tych zmian na
powierzchni wirusa tworzg si¢ biatkowe trimery niezbedne do powstawania porow, przez ktore nastepuje
transfer wirusowego RNA do komorki gospodarza. Dotychczasowe badania wykazaly, iz analogiczne
fragmenty biatek wirusa Denga czy ZIKA, skutecznie blokuja fuzje¢ bton wirusa i gospodarza. Majac na
uwadze strukturalne podobienistwo i wspolny mechanizm wnikania flawiwirusow, moga one by¢ réwniez
wykorzystane jako nowy typ strategii terapeutycznych lub profilaktycznych w walce z KZM oraz innych
wirusO6w w obrebie tej rodziny.

Dlatego, gldéwnym celem naszego projektu jest opracowanie nowych zwigzkow peptydowych
zdolnych do zaburzenia procesu fuzji blon wirusa KZM i komorki gospodarza oraz szczegdtowe zbadanie ich
mechanizmu dziatania. Uwazamy, ze zaprojektowane w ten sposob czasteczki beda wykazywaty podobny
mechanizm, do tego opisanego dotychczas dla innych flawiwirusow. Zwiazki te maja za zadanie jednoczesne
wigzanie si¢ z blong wirusa i biatkami powierzchniowymi, a w efekcie - hamowanie tworzenia poréw i transfer
wirusowego RNA do wnetrza komorki. Ze wzgledu na relatywnie niska toksycznosé, duza réznorodnos¢
strukturalng itatwos$¢ syntezy, peptydy stanowig wartosciowe narzgdzie w badaniach in vitro nad
mechanizmami dziatania m.in. zwigzkow przeciwwirusowych. Stanowa one rowniez $wietne narz¢dzie do
poszukiwania struktur wiodacych, ktorych dalsza modyfikacja umozliwia otrzymanie stabilnych
proteolitycznie i metabolicznie potencjalnych terapeutykow.

Projekt obejmuje trzy glowne obszary badawcze: 1) badanie oddzialywan z blonami lipidowymi,
ktorych celem jest $ledzenie zmian konformacyjnych peptydéw w obecnosci liposomoéw za pomoca
spektroskopii dichroizmu kotowego, identyfikacja kluczowych reszt aminokwasowych, kotwiczacych peptydy
w blonie z wykorzystaniem spektroskopii NMR oraz badania mechanizmu interakcji z blonami lipidowymi
z wykorzystaniem spektroskopii impednacyjnej (EIS); 2) badania biologiczne, ktore pozwola na okreslenie
cytotoksycznosci otrzymanych zwigzkow oraz hamowania efektu cytopatycznego wzgledem linii
komorkowych zakazonych wirusem KZM oraz innych flawiwirusow; 3) analiza powinowactwa peptydow
do powierzchniowego bialka E, z wykorzystaniem mikroskalowej termoforezy kapilarnej oraz dla
najbardziej aktywnych zwigzkow - badanie metodg Biotin-Streptavidin pull down sprzezonej z elektroforeza
typu SDS-PAGE, umozliwiajace ocen¢ powinowactwa do biatka E w réznych stanach konformacyjnych.
Dodatkowo, planujemy wykorzysta¢ metody komputerowego projektowania wspomaganego sztuczng
inteligencjg (Al), w celu racjonalizacji w projektowaniu i optymalizacji sekwencji nowych peptydow.

Badania umozliwig opracowanie zwigzkow zdolnych do blokowania transferu wirusowego RNA na
etapie fuzji blon wirusa oraz lepszego zrozumienia mechanizmu ich dziatania. Tego typu podejscie moze
w przysztosci doprowadzi¢ do opracowania nowego typu terapeutykow wzgledem flawiwirusow.
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