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PRACA POGLADOWA

Biologia molekularna wirusa
kleszczowego zapalenia mozgu

Molecular biology of the tick-borne encephalitis virus

Aleksandra Drelich, Piotr Kruszynski, Tomasz J. Wasik

STRESZCZENIE

Wirus kleszczowego zapalenia moézgu (TBEV) jest czynnikiem spraw-
czym groznego, sezonowego schorzenia osrodkowego uktadu nerwowego
przenoszonego przez kleszcze, zwanego kleszczowym zapaleniem mézgu
(KZM). Nalezy on do rodziny Flaviviridae, do grupy wiruso6w atakujacych
komorki ssakow, gdzie zaliczany jest do rodzaju Flavivirus. Wyodrebnia
sie trzy podtypy wirusa: europejski, przenoszony przez I. ricinus oraz da-
lekowschodni i syberyjski, przenoszone przez I. persulcatus. Podtypy te
wykazuja bliskie pokrewieistwo pod wzgledem filogenetycznym i anty-
genowym, jednakze przebieg zakazenia nimi wykazuje znaczne réznice
w obrazie klinicznym. Dojrzaty wirion TBEV ma ksztatt sferyczny
z ostonka lipidowa, w ktérej zakotwiczone s3 dwa biatka wirusowe E
i M. Niedojrzata forma wirionu zawiera prekursorowe biatko PrM petnia-
ce role biatka chaperonowego. Rdzen wirusa stanowi nukleokapsyd utwo-
rzony przez biatko C potaczone z genomem wirusa. Genom, w postaci
(+)ssRNA, koduje trzy biatka strukturalne (C PrM, E) i siedem niestruktu-
ralnych (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5). Oba konce genomowego RNA
flankowane sa przez regiony UTR, miedzy nimi znajduje sie pojedyncza
ORF kodujaca pojedynczg poliproteine, z ktérej poprzez proteolityczne
ciecia powstajg funkcjonalne biatka wirusa. Interakcja TBEV z komorka
zachodzi poprzez oddziatywanie glikoproteiny E wirusa z niepoznanymi,
jak dotad, receptorami. Po wejsciu wirusa do komoérki na drodze endocy-
tozy, dochodzi do fuzji ostonki wirusa z btong endosomalna i odptasz-
czenia genomu wirusowego. Translacja, replikacja i sktadanie wirionéw
potomnych zachodzg w obrebie bton ER. Wirus uwalniany jest z komorki
na drodze egzocytozy. Wydaje sig, iz tempo ewolucji TBEV jest niskie, co
wiaze sie z biologia kleszczy.

SLOWA KLUCZOWE

kleszczowe zapalenie mozgu, flawiwirus, KZM, kleszcze, Ixodes ricinus,
podtyp, glikoproteina E, genom, zmiennoS$¢ genetyczna, analiza filogene-
tyczna
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ABSTRACT

Tick-borne encephalitis virus (TBEV) is an etiological agent of dangerous, seasonal disorder of
the central nervous system transmitted by ticks, known as tick-borne encephalitis (TBE). TBEV
is a member of the Flaviviridae family, the mammalian group and is a species within the genus
Flavivirus. There are three subtypes of TBEV: European transmitted by I. ricinus, Far Eastern
and Siberian transmitted by I. persulcatus. All subtypes are closely related both genetically and
antigenically. However course of infection with particular subtypes show significant clinical dif-
ferences. Mature virions are spherical in shape with lipid bilayer envelope in which two surface
proteins, E and M, are embedded. Immature form of virion contains a precursory protein PrM
acting as a chaperone protein. The virus core constitutes an nucleocapsid composed of protein
C combined with the genome of the virus. The genome, in the form of a single positive-stranded
RNA, encodes for three structural proteins (C, PrM, E) and a set of seven non-structural proteins
(NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5). Both ends of the genomic RNA are flanked by the UTR re-
gions, between which there is a single ORF encoding a single polyprotein, from which functional
viral proteins are formed through proteolytic cleavage. TBEV interaction with the cell occurs via
interaction of the viral glycoprotein E with as yet unidentified receptors. After the entry of virus
into the cell by endocytosis, fusion of the virus envelope with endosomal membrane occurs
leading to the viral genome uncoating. Translation, replication and assembly of progeny virions
occur within the ER membrane. The virus is released from cells by exocytosis. It appears that the
rate of TBEV evolution is low, which is associated with the biology of ticks.

KEY WORDS
tick-borne encephalitis, TBE, flavivirus, ticks, Ixodes ricinus, subtype, E glycoprotein, genome,
genetic variability, phylogenetic analysis

SYSTEMATYKA Do rodzaju Flavivirus zalicza si¢ okoto 70 ga-
Wirus kleszczowego zapalenia mozgu (tick-  tunkéw wirusow sklasyfikowanych w trzech
-borne encephalitis virus — TBEV) jest przyczy-  grypach w zaleznosci od przenoszacych je
na sezonowego schorzenia osrodkowego ukta- stawonogow, tj. wirusy przenoszone przez
du nerwowego przenoszonego przez kles%cze, komary (the mosquito-borne viruses), wirusy
zwanego - kleszczowym  zapaleniem mozgu  1/enosz0ne przez kleszeze (the tick-borne viru-
(KZM; tick-borne encephalitis — TBE)‘ Wirus ses) oraz wirusy o nieznanej drodze transmisji
zostat odkryty w 1937 r. w trakcie wyprawy (no known vector viruses — KNV). Dodatkowo
ha dalekpwschodme ot?szary Rosji, p [ZEpIo- obrebie wiruso6w przenoszonych przez klesz-
wadzonej pod kierownictwem Leva Zilberta cze wyrdznia sie wirusy ssakow (mammalian

W ;elu (?dnalezwn%g przyczyny ostrego zapa- viruses) i ptakow morskich (seabird viruses)
lenia moézgu rozwijajacego si¢ po ukaszeniu 3.4]

przez kleszcza [1]. Wirus omawiany w niniejszej pracy nalezy do

Wirus ten nalezy do rodzaju Flavivirus, stano- L takui h komérki »
wigcego wraz z rodzajami Pestivirus i Hepaci- gmp Y w1m§ow a .a 'u.]qcyc omp r ! SS? ow
i razem z innymi jej przedstawicielami sta-

virus rodzine Flaviviridae. Rodzina Flaviviridae : I . .
zaliczana byta niegdys do rodziny Togaviridae, ~MOW! 8UPE WITUSOW blisko spokrewn}onych
genetycznie i antygenowo. Wraz z nalezacymi

ktora wraz z Bunyaviridae, Arenaviridae oraz - X s

Reoviridae, ze wzgledu na specyficzna droge 90 tej grupy wirusem choroby skokowej owiec
transmisji, stanowita wspolng grupe wirusow, LIV (Loupmg ill }/zms) oraz PQWV .(P owassan
zwana ,,arbowirusami” — patogenami przeno- ~ Vifus) uwazany jest za czynnik etiologiczny
szonymi przez stawonogi (arthropod-borne vi- ludzkiej encefalopatii [5,6]. TBEV stanowi
ruses). Wirusy z tej grupy cechuja sie ponadto ~ pojedynczy gatunek, jednakze liczne badania
zblizong epidemiologia i wywotuja podobne nad jego izolatami z roznych obszaréw geogra-
objawy kliniczne [1,2]. ficznych umozliwity wyodrebnienie poczatko-

55



56

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

wo dwoch podtypdw: europejskiego, znanego
poprzednio jako Srodkowoeuropejski (TBEV-
Eu, CEE - Central European encephalitis vi-
rus) i dalekowschodniego, wczesniej zwanego
rosyjskim wiosenno-letnim (TBEV-FE, RSEE
— Russian spring-summer encephalitis virus)
[7]. Potwierdzeniem zréznicowania szczepow
w obrebie obu podtypéw TBEV byta gtéwnie
analiza oparta na badaniach serologicznych
szczepow wyizolowanych na obszarze Euro-
py i pochodzacych z Dalekiego Wschodu oraz
analiza poréwnawcza uzyskanych sekwencji
genowych z sekwencjami genomow szczepow
prototypowych obecnych na omawianych ob-
szarach (Neudoerfl dla TBEV-Eu i Sofjin dla
TBEV-FE) [3]. Doktadna analiza poréwnawcza
sekwencji genu kodujacego biatko E wykazata
istnienie trzeciej linii genetycznej wirusa, bli-
sko zwigzanej z podtypem dalekowschodnim
— podtypu syberyjskiego (TBEV-Sib, West Sibe-
rian virus) [2,8].

Systematyka wedlug International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses Database
(ICTVDB) http://www.ictvdb.org)

Rodzina: Flaviviridae

Rodzaj:  Flavivirus

Grupa:

Wirusy przenoszone przez kleszcze (tick-bor-
ne viruses)

— Mammalian tick-borne virus

Alkhurma hemorrhagic fever virus (AHFV)
Gadgets Gully virus (GGYV)

Karshi virus (KSIV)

Kyasanur Forest disease virus (KFDV)

Langat virus (LGTV)

Louping ill virus (LIV)

Omsk hemorrhagic fever virus (OHFV)
Powassan virus (POWYV)

Royal Farm virus (RFV)

Tick-borne encephalitis virus (TBEV)

Podtypy:

europejski (TBEV-Eu - Central European encep-
halitis virus, CEE)

dalekowschodni (TBEV-Fe — Russian spring-
-summer encephalitis virus, RSSE)

syberyjski (TBEV-Sib — West Siberian)

Kleszcze, stanowigce zarbwno wektor, jak
1 rezerwuar wirusa, rozprzestrzenione sa na
duzym obszarze Eurazji, tworzac podpopula-
cje, co doprowadzito w toku ewolucji moleku-
larnej do powstania podtypow wirusa. Ixodes
ricinus przenosi gtéwnie podtyp europejski,
rozpowszechniony na obszarze od Uralu az po

region Alzacji w p6tnocno-wschodniej Francji
oraz od Skandynawii do pétnocnego wybrzeza
Adriatyku. Dwa pozostate podtypy, zwigzane
z Ixodes persulcatus, wystepuja przede wszyst-
kim na Syberii, w Finlandii oraz w krajach
nadbattyckich, wyizolowano je réwniez na
terenach Srodkowej i wschodniej Azji, w tym
w Chinach i Japonii [4,7,9] (ryc. 1). Na nie-
ktérych obszarach Syberii i Dalekiego Wscho-
du, gdzie I. persulcatus nie jest gatunkiem
dominujgcym, stwierdzono obecnos$¢ wirusa
w innych gatunkach kleszczy twardych (Ixo-
didae), tj. Dermacentor reticulatus, D. silvarum,
Haemaphysalis concinna, a w Chinach TBEV
zostal wyizolowany z I. ovatus [4]. Sporadycz-
nie TBEV byt izolowany z co najmniej 15 in-
nych gatunkéw Kkleszczy, jak réwniez z wielu
innych pasozytéow (tj. muchy, pchty, wszy, ko-
mary), jednak uwaza sie, iz nie ma to wigksze-
go znaczenia w kontekscie transmisji wirusa
na cztowieka [10]. Wszystkie podtypy wirusa
wykazujg bliskie pokrewienstwo pod wzgle-

Zasigg wystepowania . ricinus

Zasieg wystepowania I. persulcatus

m Obszar pokrywajacych sig zasiggow wystepowania
1. ricinus i I. persulcatus

B 1ocny udokumentowanych infekcji TBEV-Fe

- Tereny udokumentowanych infekcji TBEV-Sib

|:| Tereny udokumentowanych infekcji TBEV-Eu

Ryc. 1. Zasieg wystepowania gatunkéw kleszczy, bedacych wek-
torami TBEV oraz obszary, na ktorych stwierdzono przypadki
zakazen poszczegblnymi podtypami TBEV. /. ricinus wystepuje
gtéwnie w Europie, z kolei /. persulcatus — w Azji. Obszary, na
ktorych zyja oba gatunki kleszczy, w duzej mierze pokrywajg sie z
terenami, na ktorych stwierdza sie przenoszone przez nie podtypy
TBEV[1,9].

Fig. 1. The range of the occurrence of tick species being TBEV vec-
tors and areas of individual TBE virus subtypes’ infections. I. ricinus
is present mainly in Europe whereas |. persulcatus is found in Asia.
The areas of occurrence of both tick species overlap to a large ex-
tent with fields where the TBEV subtypes transmitted by these pe-
cies are found [1,9].
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dem filogenetycznym i antygenowym [6].
Wedtug Eckera i wsp. (1999), zr6znicowanie
w sekwencji aminokwaséw wynosi okoto 2%
w obrebie podtypu oraz 5-6% miedzy po-
szczegblnymi podtypami [1]. Badania na my-
szach poddanych immunizacji (Holzmann
iwsp., 1992) ukazaty wysoki stopien odporno-
Sci krzyzowej miedzy podtypami europejskim
i dalekowschodnim [4].

Pomimo niewielkich réznic w I-rzgdowej struk-
turze biatek wirusowych, przebieg zakazenia
poszczegblnymi podtypami wykazuje znaczne
réznice w obrazie klinicznym. W przypadku
podtypu dalekowschodniego zakazenie ma
zwykle posta¢ ostra, czesto z objawami neu-
rologicznymi, w 5-35% przypadkéw konczac
sie $miercia. Zakazenie podtypem syberyjskim
charakteryzuje tagodniejszy przebieg, z ten-
dencja do rozwoju zakazenia przewlektego,
ze $miertelnoscig rzedu 1-3%. W przypadku
podtypu europejskiego zakazenie ma charak-
ter gtownie bezobjawowy, natomiast postac
objawowa w okoto 72% przypadkéw prze-
biega dwufazowo, prowadzac do zgonu 1-2%
chorych [11,12].

FILOGENEZA
Dotychczasowe badania nad filogeneza oraz
epidemiologia molekularng TBEV wskazuja,
ze flawiwirusy przenoszone przez kleszcze (the
tick-borne viruses) stanowia grupe wirusow wy-
raznie roéznigcych si¢ od wiruséw przenoszo-
nych przez komary (the mosquito-borne viru-
ses), wydaje sie tez, iz ich tempo ewolucji jest
nizsze [1]. Przyczyny tego zjawiska doszukuje
sie w biologii kleszczy stanowiacych gtowny
wektor i rezerwuar wirusa. Stosunkowo dtugi
czas zycia kleszczy (3-7 lat) oraz mata czestosc
pobierania pokarmu (3 razy w ciagu Zzycia)
prowadza do znacznego ograniczenia tempa
replikacji wirusa w kleszczach oraz umoz-
liwiaja przetrwanie poszczegélnym liniom
wirusowym przez dtugi czas [13]. Co wigcej,
jak dotad brak dowodéw na wystepowanie
rekombinacji genetycznych w obrebie tej gru-
py flawiwirusow [1]. Badania nad filogeneza
TBEV ogniskuja sie gtownie na analizie po-
rownawczej sekwencji kodujacych gtéwng gli-
koproteine ostonkowa wirusa (Gp E) oraz dwa
biatka niestrukturalne — NS3 oraz NS5 istot-
ne w trakcie replikacji. Badania prowadzone
w ciagu ostatnich lat zaowocowaly stworze-
niem wielu drzew filogenetycznych przedsta-
wiajacych podobne zaleznosci pomiedzy sek-
wencjami licznych izolatow TBEV [3].

Jak juz wspomniano, w obrebie gatunku TBEV
wyrdznia sie trzy podtypy wirusa — TBEV-Eu,
przenoszony gtoéwnie przez I. ricinus, oraz
TBEV-FE i TBEV-Sib, zwiazane z I. persulcatus,
a wszystkie podtypy wykazuja duze podobien-
stwo pod wzgledem genetycznym i antygeno-
wym. Ostatnie badania wskazuja, ze podtypy
TBEV-FE i TBEV-Sib sa filogenetycznie blizej
spokrewnione w poréwnaniu z podtypem
europejskim, TBEV-Eu natomiast wydaje sie
wykazywac wigksze podobienistwo do wirusa
LIV [3] (ryc. 2). Opierajac sie na najnowszych
danych rozwaza sie¢ wprowadzenie alternatyw-
nego podziatu taksonomicznego TBEV wy-
odrebniajgcego cztery podtypy wirusa — pod-
typ zachodni (TBEV-Eu); podtyp wschodni
obejmujacy TBEV-FE i TBEV-Sib; podtyp LIV
wystepujacy w Hiszpanii, Wielkiej Brytanii i
Irlandii oraz podtyp TSEV (Turkish sheep en-
cephalitis virus), obejmujacy GGEV (Greek

OHFV

‘00 Lat-1-96
Vasilchenko S-TBE
as| Anna

Oshima
Sofjin
KH96-10
T-blood
Lat-RK1424
N132

POWV

100

a5

FE-TBE

al 100

GE

SSE
100
| 100_[ LIv
NEGV

Hypr ~N
1004 | at-9793
- Neudoerfl
—Lat-12718
—TBE263
Lat-8110
- Kumlinge
Lat8369
“’CrLat-‘i 1686

> W-TBE

0.1 o

_

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne, otrzymane w wyniku poréwnania
sekwencji genu kodujacego glikoproteine E metoda neighbour-join-
ing. Widoczne s izolaty nalezace do poszczegdlnych podtypéw
TBEV oraz flawiwirusy blisko z nim spokrewnione [3].

Fig. 2. Phylogenetic tree obtained by the comparison of the gly-
coprotein E gene sequences using the neighbour-joining method.
The isolates belonging to individual TBEV subtypes as well as flavi-
viruses closely related to them are noticeable [3].

57



58

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

goat encephalitis virus). Dodatkowo w obrebie
TBEV-Sib wyodrebnia si¢ dwie linie filogene-
tyczne — battyckg (obecng w obrebie krajow
battyckich, Finlandii i czeSci europejskiej Ro-
sji) oraz syberyjska (obecng w krajach Dalekie-
go Wschodu i na Syberii) [14].

Analiza antygenowa z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych oraz badania poréwnawcze
sekwencji licznych izolatow wirusa zaowoco-
waly obserwacjami, iz r6znorodno$¢ w obrebie
szczepow TBEV przenoszonych przez I. persul-
catus jest znacznie wieksza niz w przypadku
szczepow zwigzanych z I. ricinus i rozwijata sie
tysigce lat. Szczepy w obrebie TBEV-Eu cechu-
je bardzo duze podobienstwo genetyczne, nie
wykazuja one tendencji do tworzenia przej-
rzystych grup genetycznych na konkretnych
obszarach geograficznych Europy ani nie ule-
gaja istotnym wariacjom antygenowym pod
wplywem czynnikéw Ssrodowiskowych, a w
przesztosci najprawdopodobniej rozprzestrze-
nialy sie wraz z wedrujacym ptactwem [1,6].
Rozwaza sie takze, iz r6éznice we wtasciwos-
ciach patogennych poszczegélnych podtypow
TBEV i innych wirusow przenoszonych przez
kleszcze (LIV, POWV, LGTV) moga by¢ wyni-
kiem ewolucji przystosowawczej wirusow do
r6znych gatunkow kleszczy [10].

BUDOWA WIRIONU

Dojrzaty wirion TBEV ma ksztatt kulisty
o $rednicy 40-60 nm. Pokryty jest dwuwarstwg
lipidows, w ktorej zakotwiczone sg dwa wiru-
sowe biatka btonowe — E (envelope) oraz M
(membrane) [5]. Niedojrzata forma wirionu za-
wiera prekursorowe biatko PrM (precursor of
M) (ryc. 3), z ktorego fragment Pr ulega odia-
czeniu przez komoérkowa proteaze furynowa
w sieci trans aparatu Golgiego, umozliwiajac
sekrecje dojrzatego wirionu poza zakazonag
komorke [15]. Glikoproteina E, o masie czg-
steczkowej 53-60 kDa, zbudowana Srednio
z 495 aminokwasow (aa), w przeciwienstwie
do biatek powierzchniowych wielu innych
wirus6w posiadajacych lipidowa ostonke, nie
wyksztatca struktur o-helikalnych, a jej cza-
steczki zwrécone sa roéwnolegle do powierzch-
ni ostonki wirionu, przyjmujac gtéwnie kon-
formacje B. Opierajac sie na technice krystalo-
grafii rentgenowskiej okreslono, iz biatko E ma
postac trwatych dimeréw tworzacych strukture
przypominajacg sie¢ o gestym utkaniu [16].
Kazdy z monomeréw wystepuje w konfigu-
racji ,,gtowa-ogon” (head-to-tail), tworzac na

powierzchni wirionu unikatowy wzoér, tzw.
wzor w jodetke (herringbone).

Nied

aby wirion Daojrzaty wirion

Bialko Pri

Bialko M
r\ y
Homodimer
Haterodimer —
bnaﬂcz: £ : PrM{ = \ ~ glikoproteiny E

=

. KA =

#

~—
Dwuwarstwa
lipidowa

Biatko kapsydu C

3\
\
Genom

(+) ssRNA

Ryc. 3. Struktura wirionu TBEV.

Wirion TBEV, o ksztafcie kulistym i srednicy okoto 50 nm, pokrywa
dwuwarstwowa ostonka lipidowa. W ostonce niedojrzatego wirio-
nu zakotwiczone sa heterodimery biatek PrM (pre-M) i E (en-
velope) (po lewej). W trakcie dojrzewania wirionu, z biatka PrM
odcinany jest fragment Pr, w wyniku czego w ostonce formuja
sie oddzielne homodimery biatka E i M (membrane) (po prawej).
Rdzef wirusa stanowi ikosaedralny kapsyd o srednicy okoto 30 nm
utworzony przez nieglikozylowane biatko C (capsid), potaczone
z genomem wirusowym [(+)ss RNA].

Fig. 3. The structure of the TBEV virion.

The TBEV virion of spherical shape and the diameter of 50 nm is
surrounded by lipid envelope. The PrM (pre-M) and E (envelope)
proteins heterodimers are anchored in the lipid bilayer (on left).
The Pr fragment is cut off from the PrM protein during maturation
of the virion resulting in the separate E and M (membrane) pro-
tein homodimers formation (on right). The virion core comprises
icosahedral capsid of the diameter of 30 nm composed of non-
glycosylated C (capsid) protein connected with the [(+)ss RNA]
viral genome.

Czesc¢ zewnetrzna kazdego z monomerow skta-
da sie z trzech wyraznych domen struktural-
nych (I-III). Centralna N-kofncowa domena I
utworzona jest z 8 B-struktur i zawiera dwa
mostki dwusiarczkowe. Sgsiaduje ona z C-kon-
cowya podituzng domeng II, ktéra poza dwo-
ma krotkimi a-helisami sktada sie gtownie
z B-struktur. Domena II zawiera peptyd fu-
zyjny posredniczacy w fuzji bton. Po drugiej
stronie domeny centralnej wystepuje immu-
noglobulinopodobna domena III potaczona
z domena I poprzez krotki odcinek ztozony
z 15 aa. Domena ta ma postac struktury B-ba-
rytki (B-barrel) sktadajacej sie z 7 antyrowno-
legtych struktur B i zawiera pojedynczy mo-
stek dwusiarczkowy. W jej obrebie obecne jest
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prawdopodobnie miejsce wigzania receptora
[1]. Przypuszcza sie, iz niektore reszty amino-
kwasowe umiejscowione w bocznej przestrze-
ni domeny III, zwtaszcza reszta Asp 308, moga
stanowic istotng determinante neuroinfekcyj-
nosci wirusa i odgrywac role w poczatkowym
etapie zakazenia, podczas swoistego wigzania
z nieznanym do tej pory receptorem komorko-
wym [8, 17]. Ponadto okazato sie, iz domena
III stanowi istotny cel swoistych przeciwciat
neutralizujacych wytwarzanych przez zakazo-
ny organizm [8].

Biatko M (membrane), o masie 7,5-8 kDa,
sktadajace sie z okoto 75 aa, powstaje w wyni-
ku proteolizy konca karboksylowego prekur-
sorowej proteiny PrM (okoto 168 aa), tworzac
wraz z biatkiem E struktury powierzchniowe
o dtugosci 6 nm. Proteina ta razem z biatkiem
E bierze udziat w wigzaniu wirusa z komor-
ka. Niedojrzata, niezakazna forma wirionu
zawiera proteiny PrM i E tworzace hetero-
dimeryczny kompleks PrM-E na powierzchni
wirionu [6]. PrM uczestniczy w prawidlowym
sktadaniu biatka ostonki. Petni role biatka
chaperonowego, ochraniajac proteine E przed
przedwczesng fuzja bton podczas transportu
poprzez szlaki wydzielnicze [15,18]. Dojrzata
posta¢ wirionu sktada si¢ z biatka M powsta-
tego poprzez proteolityczne ciecie w obrebie
PrM w trakcie procesu dojrzewania wirionu.
Ciecie to prowadzi do dysocjacji heterodime-
réw z uwolnieniem fragmentu Pr i jednoczes-
nej reorganizacji biatka E. W rezultacie docho-
dzi do nieodwracalnych zmian w konformacji
biatka E przyjmujacego forme homodimerow
[6,18,19,20]. Kolejna reorganizacja w obrebie
biatka E zachodzi w $wietle pecherzykéw en-
dosomalnych, w ktérych w warunkach obni-
zonego pH dochodzi do rearanzacji dimerow
biatka E w formy trimeryczne. Prowadzi to do
odstoniecia peptydu fuzyjnego i jego wyekspo-
nowania w kierunku btony endosomalnej, co
z kolei indukuje fuzje obu bton i uwolnienie
wirusowego genomu do cytoplazmy [1,8].
Rdzenri wirusa, o duzej gestosci elektronowej,
stanowi ikosaedralny nukleokapsyd o Sredni-
cy okoto 30 nm, utworzony przez niegliko-
zylowane biatko C (capsid) (112 aa) o masie
11 kDa, potfaczone z genomem wirusowym.
Potaczenie biatka C z kwasem nukleinowym
jest mozliwe dzieki obecnosci silnie zasado-
wych reszt aminokwasowych na C i N-koncu
biatka C Podstawowym sktadnikiem budulco-
wym nukleokapsydu jest dimer biatka C Ana-
liza spektroskopowa NMR (nuclear magnetic

resonance) [21] i krystalografia rentgenowska
[22] wykazaly, iz kazdy z monomerow biatka
C zorganizowany jest w cztery wyrazne o-heli-
sy (od -1 do a-4). Srodkowa czes¢ biatka sta-
nowi konserwatywna domena hydrofobowa,
obejmujaca dwie o-helisy (02 i a3) posredni-
czace w oddziatywaniu nukleokapsydu z ota-
czajaca btona fosfolipidowa, pelniac zasadni-
cza role podczas sktadania wirionu. Ponadto
helisy o2 oraz a4 petnia gtéwna role w pro-
cesie wewnetrznej dimeryzacji nukleokapsydu
[8,19,20]. Jak dotad, nie zostalo wyjasnione,
w jaki sposob dimery biatka C s3 zorganizowa-
ne w obrebie nukleokapsydu [19]. Nukleokap-
syd wirusa wykazuje sktonno$¢ do tworzenia
agregatobw nawet w obecnosci detergentéw, co
wskazuje, iz region hydrofobowy jest ekspono-
wany na powierzchni nukleokapsydu [23].

STRUKTURA GENOMU
Genom wirusa stanowi niesegmentowany,
jednoniciowy RNA o dodatniej polarnosci
[(+)ssRNA] i dtugosci okoto 11 tys. nukleo-
tydow (nt) (ryc. 4). Genomowy RNA jest za-
kazny i moze stanowi¢ matryce dla replikacji
i transkrypcji biatek wirusowych, jesli zosta-
nie wprowadzony do wrazliwych komorek [6].
Genom wirusa, o charakterze policistrono-
wym, koduje trzy biatka strukturalne (C, PrM
i E) oraz siedem niestrukturalnych NS (non-
structural) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B i NS5) [16] (ryc. 4; tab. I). Koniec 5’ ge-
nomu jest czapeczkowany przez strukture cap
typu 1 z 7-metyloguanozyng petnigcg istot-
ng role w stabilizacji mRNA oraz w trakcie
translacji [6,24]. Z kolei koniec 3> RNA TBEV,
w przeciwienstwie do Alphaviridae, nie jest
zakonczony klasyczng sekwencja poli-A, a od-
mienng sekwencja okre$lang jako CU [8,18].
Oba konce genomowego RNA flankowane
sa przez regiony niekodujace UTR (un-trans-
lated region), tworzace Il-rzedowe struktury
uczestniczace w procesie translacji i replikacji
[18]. Przy koncu 5’ genomu UTR ma dtugos¢
130 nt [20]. Z kolei sekwencja 3’UTR, nawet
wsrod blisko spokrewnionych szczepdéw wiru-
sa, ma bardziej zmienng dtugos¢ mieszczaca
sie w zakresie 350-800 nt, co zwigzane jest
z obecnoscia w jej obrebie regionu zmienne-
go. RNA w obrebie UTR formuje IlI-rzedowe
struktury typu ,,todyzka i petla” (stem-loop),
ktore prawdopodobnie odgrywaja istotng role
w trakcie amplifikacji genomu wirusa, w pro-
cesie translacji oraz w trakcie sktadania wirio-
néw potomnych [10]. Oba regiony UTR zawie-

59



60

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

] 1 2 3 4 5 B T 8 L] 10 1 knt
SUTR IUTR

5 @_! Sekwencja kodujaca dla poliproteiny T O

Obrébka potranslacyjna
protecliza
illub glikozylacja

NS2B NS4B
[ e ] (e ][] 7] D[] (s
Przycinanie NS2A NS4
prekursora
|
M

Bialka strukturaine Biatka niestrukturalne

Ryc. 4. Budowa genomu TBEV.

Jednoniciowy RNA o dodatniej polarnosci (+)ssRNA ma dtugos¢
okoto 11 tys. nukleotydow (knt). Ma charakter policistronowy
i koduje trzy biatka strukturalne (C, PrM, E) oraz siedem niestruk-
turalnych NS (non-structural) (NS1-NS5). Na koricu 5' znajduje sie
struktura 7-metyloguzanozyny (m’G), za$ koniec 3' zakoriczony
jest sekwencja CU. Po obu koricach genomowego RNA obecne sa
regiony niekodujace UTR (un-translated region). Pomiedzy regio-
nami UTR znajduje sie pojedyncza otwarta ramka odczytu ORF
(open reading frame) dla wszystkich biatek wirusowych.

Fig. 4. The structure of the TBE virus genome.

The length of the single-stranded RNA of the positive polarity
[(+)ss RNA] is about 11 thousands nucleotides (knt). It is polycis-
tronic and encodes for three structural proteins (C, PrM, E) and
seven non-structural NS proteins (NS1-NS5). The 7-methylguano-
sine structure (m’G) is found on the 5’ end whereas the 3’ end
is finished by the CU sequence. The UTR (un-translated region) is
present on each end of the genome. The single ORF (open reading
frame) for all viral proteins is situated between the UTR regions.

raja konserwatywne sekwencje kontrolujace
cykl replikacyjny wirusa. Pomiedzy regionami
UTR znajduje si¢ pojedyncza otwarta ramka
odczytu ORF (open reading frame), kodujaca
pojedyncza poliproteine (3414 aa), z ktorej
w trakcie obrobki potranslacyjnej z udziatem
enzymow wirusowych i komoérkowych formo-
wane sg funkcjonalne biatka wirusa [8,10,25].
W poblizu konica 5’ wystepuja geny kodujace
biatka strukturalne: C-PrM-E, z kolei w poblizu
3’-konca znajduja si¢ geny kodujace biatka nie-
strukturalne NS w kolejnosci NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5 [8,26]. Biatka NS1, PrM
i E wycinane s3 przez enzymy komorkowe,
podczas gdy uwalnianie biatek C, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A i NS5 odbywa sie z udziatem pro-
teazy wirusowej. Z kolei biatko NS4B odcinane
jest od konca N przez proteaze wirusowa, zas
od konca C — komoérkowg [5,27,28].

CYKL REPLIKACYINY
Zwigzanie TBEV z komorka ludzkg zachodzi
poprzez oddzialywanie ostonkowej glikopro-
teiny E wirusa z jak dotad niepoznanymi re-
ceptorami obecnymi na powierzchni komorki
gospodarza (ryc. 5). Do tej pory za potencjalne
czasteczki, mogace by¢ receptorami komorko-
wymi uwaza sie fibronektyne (110 kDa), nie-
integrynowy receptor lamininowy (67 kDa)
oraz biatko o masie 35 kDa [8]. Wydaje sig, ze

Tabela . Rola biatek niestrukturalnych TBEV w cyklu replikacyjnym

Table I. The role of TBE virus' non-structural proteins in the replication cycle

Biatko Wielkosé Funkcja

NS 46 kDa umozliwia wigzanie kompleksu replikacyjnego z btonami ER, tworzac kompleks z NS2A,;

(352 aa) odgrywa role we wczesnym stadium replikacji, wigzac sie z NS4A

22 kDa, wigze kompleks replikacyjny z btonami ER;
NS2A . . B

(230 aa) zaangazowane jest w proces sktadania wirionéw potomnych

14 kDa, . . ) .
NS2B (1312a) tworzy stabilny kompleks z NS3, stanowiac kofaktor dla wirusowej proteazy

odpowiada za replikacje RNA (domena N-koficowa), w powigzaniu z NS2B; dzieki aktywnosci helikazy rozdziela

70 kDa, - < ) +5, CzGKi

NS3 (62123) potomne nici RNA od nici matrycowych, uczestniczgc w zapoczatkowaniu replikacji;
aa poprzez aktywnos¢ trifosfatazy RNA (domena C-koricowa) uczestniczy w procesie ,czapeczkowania” mRNA

16 kDa, uczestniczy w procesie replikacji, oddziatujgc z NST; ma znaczenie dla odpowiedniego utozenia przestrzennego
NS4A )

(149 aa) kompleksu replikazy

17kDa, wptywa na proces replikacji, oddziatujgc z NS3; ma znaczenie dla odpowiedniego utozenia przestrzennego
NS4B .

(252 aa) kompleksu replikazy

103 kD posiada aktywno$¢ RNA-zaleznej polimerazy RNA (domena C-koficowa), wraz z biatkiem NS3 formuje kompleks
NS5 (903 a:S polimerazy;

posiada aktywnos¢ metylotransferazy (domena N-koficowa) — uczestniczy w procesie ,czapeczkowania” mRNA
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w procesie wigzania wirusa z komorka istotng
role odgrywa siarczan heparanu (HS), glikoza-
minoglikan wystepujacy w duzych ilosciach na
powierzchni komérek i w przestrzeniach mie-
dzykomorkowych kregowcow i kleszczy. Uwa-
za sig, ze petni on funkcje koncentrujaca czast-
ki wirusa poprzez wiazanie ich na powierzchni
komorki, ulatwiajac poézniejsze wigzanie ze
specyficznymi czasteczkami receptorow. Nie-
ktérzy badacze uwazaja, ze sama interakcja
z HS jest wystarczajaca dla inicjacji wejscia
wirusa do komorki [8,29]. Wirus wnika do
komorki na drodze endocytozy zaleznej od re-
ceptoréw [6]. W wyniku tego procesu powsta-
je endosom, w ktorego wnetrzu w warunkach
niskiego pH dochodzi do protonacji wysoce
konserwatywnej reszty histydyny (His323)
miedzy I i II domena glikoproteiny E, czego
nastepstwem jest zmiana w konformacji bial-
ka E i jego reorganizacja z uktadu dimeréw do
trimeréw. Okazato sie, ze posta¢ trimeryczna
glikoproteiny E jest bardziej stabilna termo-
dynamicznie od dimeru, poniewaz jest formg
0 nizszej energii. Uwaza sig, ze energia swo-
bodna uzyskana ze zmiany konformacji biatka
ostonki wykorzystywana jest w procesie fuzji
ostonki wirusa z btong endosomalng [16]. De-
terminantg fuzji jest eksponowany na tym eta-
pie peptyd fuzyjny, obecny w domenie II gliko-
proteiny E. W efekcie nukleokapsyd uwolniony
zostaje do cytoplazmy i dochodzi do odptasz-
czenia genomu wirusowego [6,8,19].

Genomowy (+)ssRNA TBEV jest zakazny i stu-
zy jako mRNA. Na jego matrycy powstaje po-
jedynczy produkt w postaci duzej poliproteiny.
Proteina prekursorowa kierowana jest do re-
tikulum endoplazmatycznego (ER). Nastepnie
wirusowe biatko NS3, posiadajace aktywnos¢
proteazy serynowej (NS3pro), wycina z poli-
proteiny kolejne biatka wirusowe: C, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A i NS5. Proces ten zachodzi
po stronie cytoplazmatycznej btony ER. Ko-
faktorem dla NS3 i elementem kotwiczacym
w btonie ER jest biatko NS2B [26,27,30]. Row-
noczes$nie, w Swietle ER, z udziatem enzymow
komoérkowych ma miejsce wycinanie biatek
NS1, PrM i E. Z kolei biatko NS4B, stanowigce
domeng transbtonowas, jest od strony cytopla-
zmatycznej (C-konca) odcinane przez proteaze
wirusowa, a od strony Swiatta ER (N-konca)
przez proteaze komoérkowsa. Proces przycina-
nia poliproteiny zachodzi w obrebie wyksztat-
cajacych sie z ER zwinietych fragmentéw bton
(convoluted membranes CM) i prowadzi do
powstania funkcjonalnych biatek wirusa. Wy-

jatek stanowia biatko PrM i glikoproteina E,
ktoére ulegaja obrobce i dojrzewaniu w pdzniej-
szych etapach cyklu replikacyjnego [27].
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Ryc. 5. Cykl replikacyjny TBEV.

Ostonkowa glikoproteina E TBEV oddziatuje z receptorem
komérkowym, po czym wirus wnika do komérki na drodze endo-
cytozy. W nastepstwie fuzji ostonki z btong komérkowa nukleo-
kapsyd zostaje uwolniony do cytoplazmy i wirusowy genom ulega
odpfaszczeniu. Na matrycy genomowego (+)ssRNA (mRNA)
powstaje pojedynczy produkt w postaci duzej poliproteiny, z ktrej
poprzez proteolityczne ciecia powstaja biatka wirusa. W procesie
replikacji zachodzacej w okolicach bton retikulum endoplazmaty-
cznego powstaje czgsteczka (-)ssRNA, ktdra stanowi matryce dla
systezy nici (+)ssRNA bedacej genomem wirionéw potomnych.
W procesie sktadania wirionéw potomnych formowany jest
prekursor nukleokapsydu, ktory ulega wpaczkowywaniu do
whnetrza retikulum, zyskujac ostonke. Nastepnie, po glikozylacji
biatka E i proteolizie prekursorowej proteiny PrM, dojrzewajgce
wiriony transportowane sg w pecherzykach wydzielniczych i uwal-
niane poza komarke na drodze egzocytozy.

Fig. 5. Replication cycle of the TBE virus.

Envelope glycoprotein E of the TBE virus interacts with the cellular
receptor which is followed with the viral entry through endocyto-
sis. The nucleocapsid is then released into the cytoplasm in a result
of the fusion between the viral envelope and the cell membrane
which is associated with the uncoating of the viral genome. The
genomic (+)ssRNA (mRNA) is a translation template for a single
product comprising alarge polyprotein which s proteotically cleaved
resulting in viral proteins’ formation. The (-)ssRNA is a product of
replication occurring near endoplasmic reticulum membranes and
is a template for the synthesis of the (+)ssRNA strand compris-
ing the progeny virions' genome. The nucleocapsid's precursor is
formed during progeny virions' assembly and is budded into the re-
ticulum lumen reaching the envelope. Both E protein’s glycosylation
and PrM protein precursor's proteolysis takes place simultaneously.
Maturing virions are subsequently transported through exocytic

vesicles and then released outside the cell.

Synteza wirusowych biatek enzymatycznych
i regulatorowych umozliwia rozpoczecie repli-
kacji wirusowego RNA, zachodzacej w oko-
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licach bton retikulum endoplazmatycznego.
Proces ten poprzedzony jest utworzeniem
kompleksu wirusowej replikazy (NS3/NSS5),
prawdopodobnie zawierajacego takze biatka
regulatorowe komorki. We wezesnym stadium
tego procesu znaczacg role odgrywa biatko
NS1, utatwiajace wiazanie kompleksu replika-
zy z blonami ER. Kotwiczaca rola biatka NS1
mozliwa jest dzigki jego potaczeniu z innymi
biatkami niestrukturalnymi wirusa — NS2A
i NS4A, natomiast biatko NS4B ma znacze-
nie dla odpowiedniej orientacji przestrzennej
kompleksu replikazy [19].

Replikacje wirusowego RNA przeprowadza
wysoce konserwatywne biatko NS5, majace
aktywno$¢ RNA-zaleznej polimerazy RNA.
Poczatkowym produktem replikacji jest dwu-
niciowa forma replikacyjna (replicative form
— RF), zawierajaca ni¢ RNA o polarnosci do-
datniej i ujemnej [19]. Wirusowe biatko NS3,
dzieki posiadanej aktywnosci helikazy RNA
(NS3hel), rozdziela potomne nici (-)RNA od
nici matrycowych poprzez rozluznianie drugo-
rzedowej struktury RNA w 3’-koncowym UTR.
Nastepnym etapem replikacji jest powstanie
intermediatu replikacyjnego (replicative inter-
mediate — RI), w obrebie ktorego na bazie nici
(-)ssRNA syntetyzowane sa potomne nici RNA
o polarnosci dodatniej. Czasteczki potomne-
go RNA skupiajg sie w poblizu powstajacych
z aparatu Golgiego pecherzykéw o Sredni-
cy 70-100 nm wystepujgcych w tzw. pakie-
tach (vesicle pakets — VP) [24], przy czym nici
(+) RNA gromadzone sg z 10-krotnym nad-
miarem w stosunku do ujemnych. Synteza
wirusowego RNA jest wiec procesem asyme-
trycznym. Powstate nici genomowego RNA
[(+)ssRNA] ulegaja nastepnie modyfikacji
w postaci dodania do 5’-konca struktury ,,cza-
peczki” (7-metyloguanozyny). W proces ten
zaangazowane s3 prawdopodobnie wiruso-
we biatka NS3 i NS5. Stwierdzono bowiem,
ze C-koncowa domena NS3 posiada aktyw-
nos¢ fosfatazy RNA (odtaczajacej fosforan od
5-koncowego  nukleotydu  powstajacego
mRNA). Z kolei na N-koncu biatka NS5 wy-
kazano aktywnos¢ metylotransferazy, umoz-
liwiajaca metylacje 5’-koncowego nukleoty-
du w pozycji N7 i O2’ [27]. Powstajace nici
(+)ssRNA moga stanowi¢ matryce do dalszej
replikacji, translacji lub ulega¢ pakowaniu do
wirionéw potomnych [6,25,27].

Sktadanie wirionéw potomnych zachodzi
w obrebie wewnatrzkomoérkowego systemu
bton aparatu Golgiego i ER, do ktorego bton

wbudowywane sg glikoproteina E i biatko PrM
tworzgce stabilne heterodimery. Proces sktada-
nia wiriondw wspomagany jest przez biatko
NS2A, dzieki ktéremu powstaje prekursor nu-
kleokapsydu, w wyniku potaczenia genomowe-
go RNA z wysoce zasadowym biatkiem C [31].
Nastepnie nukleokapsyd wpaczkowuje do wne-
trza retikulum, zyskujac w ten sposob ostonke.
W aparacie Golgiego ma miejsce glikozylacja
biatka E. Ostatnim etapem dojrzewania wirio-
néw jest obrébka posttranslacyjna prekursoro-
wego biatka M (PrM), polegajaca na jego pro-
teolitycznym przycinaniu przez komoérkowa
proteaze furynowa do proteiny M. Proces ten
zachodzi stosunkowo pézno, tuz przed uwol-
nieniem wirionéw potomnych. Moze to wy-
nika¢ z istotnej funkcji tego biatka w regulacji
morfogenezy, przede wszystkim poprzez stabi-
lizacje wrazliwej na niskie pH domeny biatka
E. Zapobiega to przedwczesnej fuzji i agregacji
wiriondw podczas transportu przez kwasne
przedziaty komérkowe [28,30]. Dojrzewajace
wiriony, obecne w pecherzykach wydzielni-
czych, transportowane s3 na powierzchnie ko-
morki, gdzie w wyniku egzocytozy uwalniane
zostaja poza komorke [19,28].

Komoérkami atakowanymi w  pierwszej ko-
lejnosci przez TBEV s3 obecne w skorze (lub
w Scianie jelit) komoérki Langerhansa. Wy-
kazano, ze innymi komoérkami zakazanymi
przez TBEV s3 makrofagi, neutrofile oraz ko-
morki NK (natural killers). Po wniknieciu do
organizmu TBEV zakaza krazace w krwiobie-
gu mieloidalne i plazmocytoidalne komorki
dendrytyczne (dendritic cells — DC). W dalszej
kolejnosci wirus atakuje komorki srodbtonka
weziow chtonnych i innych narzadéw (m.in.
watroby, Sledziony i szpiku kostnego). Osta-
tecznym celem ataku TBEV sg neurony osrod-
kowego uktadu nerwowego [7].

W organizmie kleszcza TBEV zakaza komor-
ki Scian Srodkowej czesci przewodu pokar-
mowego. Wirus przedostaje sie nastepnie do
komorek gruczotéw Slinowych, gdzie zacho-
dzi dalsze jego namnazanie. TBEV wydziela-
ny jest wraz ze §lina, co umozliwia zakazenie
kolejnego gospodarza podczas ugryzienia.
Nie wyjasniono dotad, w jaki sposob TBEV
utrzymuje si¢ w organizmie kleszcza podczas
zmiany stadium rozwojowego. Przypuszczac
mozna, ze wirus zakaza pewien typ komo-
rek nieulegajacych histolizie. Wirus pozostaje
w organizmie kleszcza przez cale jego Zycie,
nie wywotujac u niego zauwazalnych zmian w
jego tkankach [6].



Zroznicowana patogeneze w TBEV w or-
ganizmie gospodarza i wektora wydaje sie

potwierdza¢ doSwiadczalne

nii komoérkowych pochodzacych od ssakow
i kleszczyy. W komorkach ssakéw zmiany
strukturalne, przerost i rozciggniecie szorst-
kiej siateczki Srodplazmatycznej (rough endo-
plasmic reticulum — RER) oraz potomne czast-
ki wirusowe zaobserwowano po kilkunastu
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zakazenie li-

godzinach, a maksymalny czas przezycia
zakazonych komoérek wynosit 50 godzin od
wprowadzenia wirusa. Z kolei w komoérkach
odkleszczowych potomne czastki wirusowe
stwierdzono dopiero po 24 godzinach od
wprowadzenia wirusa. Zakazenie TBEV wy-
wotato w komorce tylko niewielkie zmiany
ultrastrukturalne, czego efektem byto zakaze-
nie przetrwate [32].
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