TBE

"Den markanta okningen av TBE-fall i kombination
med bristen pd behandlingsalternativ belyser vikten av

att utveckla antivirala behandlingar.”

De senaste aren har en markant 6kning av antalet TBE-fall noterats i Sverige. | dag finns
inte ndgon behandling mot TBE-virus. Pa Institutionen for klinisk mikrobiologi vid Umea
universitet studerar forskningsingenjér Emma C Nilsson och virolog Anna K Overby hur
cellerna férsvarar sig mot TBE-virus med malet att kunna utveckla en verksam behandling.
Deras forskning har bland annat lagt grunden till en djupare forstaelse for hur det tidiga
immunfdérsvaret kdnner igen och bekampar TBE-virus tillvaxt inne i cellen.
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Det tidiga immunforsvaret

nyckel 1 kampen mot
TBE-virus

Varje ar infekteras miljontals
miinniskor av flavivirus. Nigra kinda
sjukdomar orsakade av flavivirus ir:
denguefeber (DV), West Nile-feber
(WNV), japansk encefalit (JEV), gula
febern (YF) och fistingburen encefalit
(TBEV). Dessa virusinfektioner ir vek-
torburna och sprids via bett frin infek-
terade myggor eller fistingar. Det van-
ligast forekommande flaviviruset i Eu-
ropa och Asien dr TBEV.

TBE diagnostiserades forsta gingen
1 Sverige 1954 och antal fall har varit re-
lativt f dnda fram till 2000-talet dd en
kraftig 6kning observerades (figur 1)".
2011 och 2012 var rekordar med 284 res-
pektive 288 fall rapporterade’. Majorite-
ten av patienterna smittades i eller 1 nir-
heten av Stockholmsomradet, men en
6kad utbredning har dokumenterats de
senaste 30 dren (figur 2)".

Sjukdomssymtomen ir kraftigt va-
rierande och striicker sig frin helt asym-
tomatiska till allvarlig encefalit och me-
ningit’. Sjilva sjukdomsférloppet vid
TBE karaktiriseras ofta av ett tvafasin-
sjuknande: ett initialt tillstind med
muskelvirk och évergdende feber vilket
efterfoljs av ndgra symtomfria dygn, for
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Figur 1. A. Totala antal fallav TBEV i Sverige sedan 1982.
Kalla: 2012 Jaenson et al.; licensee BioMed Central Ltd. (ref 1).

att sedan eskalera med hog feber och
CNS-péverkan. Hos overlevande pa-
tienter noteras ofta kvarvarande neuro-
logiska symtom (27-58 procent), exem-
pelvis minnessvdrigheter, koncentra-
tionsproblem och férlamningar’.

Trots ett fungerande vaccin mot
TBE smittas varje ir ungefir 10 000
personer i virlden®. Vaccinet ger ett bra
skydd men ir dessviirre relativt kortver-
kande och det finns fall rapporterade
dir personer trots vaccination insjuknat.
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I dag finns ingen behandling f6r de som
drabbas av TBE, utan det som finns till-
gingligt ir symtomatisk behandling.

Den markanta 6kningen av TBE-fall
1 kombination med bristen pd behand-
lingsalternativ belyser vikten av att ut-
veckla antivirala behandlingar. Basen
for var forskning ir att studera och for-
std cellens forsvarsmekanismer mot
TBE-virus och férhoppningsvis i fram-
tiden kunna dra nytta av denna kun-
skap for behandling.

VIRUSETS LIVSCYKEL

Flavivirus dr holjeférsedda virus med ett
genom av plusstringat RNA. Det plus-
stringade RNA-genomet translateras
direkt vid infektion till ett polyprotein.
Detta polyprotein klyvs sedan av virala
och cellulira enzymer f6r att i slutindan
generera tre strukturella och sju icke-
strukturella proteiner. De strukturella
proteinerna omger virus-genomet, och
vad giller de icke-strukturella protei-
nerna s dr de alla involverade 1 RNA-
replikation och bildandet av virusfabri-
ker for optimal f6rokning. Dessa virus-
fabriker 4r placerade vid endoplasma-
tiska retikulum (ER) och diir sker ocksa
replikationen av virus-RNA. Nyprodu-
cerade RNA-molekyler packas sedan in
1 nybildade viruspartiklar. Dessa bildas
genom att knoppa in sig 1 ER och fri-
gors sedan frin cellen via exocytos.

Nir ett virus infekterar en cell och
forokar sig kommer cellen att férsvara
sig, detta sker via det medfodda im-
munférsvaret. En viktig del av detta for-
sta férsvar mot virusangrepp ir Typ I-
interferoner (IFNol/B)*. IFN ir signal-
molekyler som produceras och utsénd-
ras av infekterade celler for att varna
intilliggande icke-infekterade celler.
Nir en cell infekteras av virus bildas
dubbelstringat RNA (dsRNA) som en
biprodukt.

Dessa molekyler kiinns igen av recep-
torer inne i cellen som kallas PRRs (pat-
tern-recognition receptors)’. PRRs (ex-
empelvis RIG-I och MDA-5) har till
uppgift att identifiera virusspecifika
markorer, s kallade PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns). Nigra
exempel pd PAMPs ir dsRNA, RNA
med tre fosfat i 5-prim dndan (5’PPP-
RNA), DNA och LPS (lipopolysacka-
rid). Nir PRRs aktiveras initieras en
signaleringskaskad som resulterar 1
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UTBREDNING AV TBE-OMRADEN | SVERIGE 1987-2011
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Figur 2. Sammanstéallning av de omraden dér en eller flera personer smittats med TBE.
Karta a) antal fall rapporterade av SMl under en femarsperiod (1987-1991). Karta b) antal
fallsom rapporterats 20 ar senare (2007-2011). Karta c) en sammanstéllning fér hela tids-

perioden (1987-2011)

Kélla: 2012 Jaenson et al,; licensee BioMed Central Ltd. (ref 1).

transkription av IFNov/B'. IFNo/B ut-
sondras frin den infekterade cellen och
binder till interferonreceptorn pd nirlig-
gande celler. Dessa borjar i sin tur ut-
trycka antivirala proteiner fran interfe-
ronstimulerade gener (ISGs). Proteiner-
na har till uppgift att hindra virusets
spridning’.

Att med hjilp av ett fungerande
IFN-system kunna ta hand om en vi-
rusinfektion ir av yttersta vikt for cel-
lens 6verlevnad. Och andra sidan, for att
kunna etablera en infektion s har virus
utvecklat ett antal olika strategier for att
motverka cellens forsvar. Vissa flavivi-
rus, som DENYV och WNV, har hittat
viigar for att forhindra cellens férsvar
genom att blockera uppreglering, signa-
lering eller verkan av IFN’. Fér TBEV
har man identifierat det virala polyme-
raset NS5 som IFN-signaleringsblock-

are 1 cellen®.

VIRUS GOMMER SIG FOR FORSVARET

Det forsta steget 1 att forstd hur cellen
forsvarar sig mot TBEV var att under-
soka om cellen kinner igen TBEV och
uppreglerar IFN. Vi har visat att IFN-

responsen ir f6rdréjd efter TBEV-in-
fektion, denna f6rdréjning beror inte pd
att viruset blockerar signalering, trans-
kription eller utséndringen av IFN,
utan fordréjningen beror pé att viruset
“gommer” sitt dsSRNA i replikationsve-
siklar (figur 3)”*. P4 detta sitt finns inte
dsRNA tillgiingligt i cellens cytoplasma
for upptickt av PRRs.

Till skillnad frin vissa andra virus
bekdmpar inte TBEV specifikt uppreg-
lering av IFN-responsen i cellen utan
hindrar 1 stillet upptickt genom att
undvika att PRRs far tillgdng till viru-
sets RNA. Under senare delen av virus-
replikationen ackumuleras s mycket
dsRNA inne i cellen att det licker ut ur
vesiklarna, signaleringen kommer igdng
och IFN uppregleras. Denna strategi le-
der till att stora mingder virus hinner
produceras och infektera andra celler
innan alarmsignalen IFN sldpps ut for
att varna andra celler och forhindra vi-
russpridning.

Vad hiinder dd med viruset nir IFN
vil utséndrats? Nir IFN kommer efter
virusinfektionen kan NS5-proteinet
frain TBEV f6rhindra IFN-signalering



TBE:S VIRUSFABRIKER | ER
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Figur 3. TBEV inducerar virusfabriker med vesiklar i ER som anvénds for replikation av virus-RNA. Vesiklarna skyddar RNA fran att upp-
tackas av cellens virusdetektorer (RIG-I och MDA5). Under senare del av infektionsférloppet har det producerats stora méngder partik-
lar och dsRNA lacker ut fran vesiklarna. Detta leder i sin tur till en uppreglering av IFNB via signalering fran RIG-l och MDA5 (modifierad

fran ref 8).
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Figur 4. Tre TBEV-stammar uppvisar interferonkénslighet. Neudérfl réknas som en lagpatogen stam som isolerades 1971 fran en Ixodes

ricinus-fasting i Osterrike. Hypr rdknas som en hdgpatogen stam och &r ett blodisolat fra
isolerades 1951 fran en sjuk patient i Ryssland och har en oklar patogenicitet.

n ett avlidet barn 1953 i Tjeckien. Absettarov
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PROTEINET VIPERIN MINSKAR TBEV-TILLVAXT 10 000 GANGER
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Figur 5. Tillvéxten av TBEV &r kraftigt paverkad av nérvaron av det antivirala proteinet viperin (ref 9). Virustillvadxt méattes 24 timmar efter
infektion i cellinjer (FLP-IN T Rex). Dessa celler uttrycker kontrollproteinet CAT eller viperin efter tetracyklinbehandling (Tet), obehand-
lade celler (CTRL) uttrycker inte dessa proteiner. Virusvaxt hémmas ocksa av IFNa-behandling.

och den antivirala responsen i form av
ISG-uppreglering®. Men vi ser en helt
annan bild om cellerna behandlas med
IFN fore infektion. Vid nirvaro av
IFNo himmas tillvixten av TBEV tu-
senfaldigt, dven vid mycket liga doser
(10 units). Tre olika stammar av TBEV
analyserades och effekten av IFN verkar
vara densamma for alla tre (figur 4).

Denna starka effekt av IFN beror pd
att éver 300 ISGs uppregleras. Vissa av
dessa ISG har potent antiviral effekt
mot médnga olika virus, och det ir dessa
effektorproteiner som férhindrar virus-
spridning just efter infektion. Vilken el-
ler vilka ISGs idr di effektiva mot
TBEV? For att besvara denna friga
screenades olika ISGs for dess antivirala
effekt mot TBEV och viperin identifie-
rades. Nirvaro av viperin minskade
TBEVs tillvixt med 10 000 ganger (fi-
gur 5)”.

STUDERAT VIPERIN | DETALJ

Viperin ir ett protein som i ett antal stu-
dier visats ha en himmande roll vid in-
fektion med andra for minniskan rele-

vanta virus, som influensa A, cytomega-

lovirus (HCMYV), hepatit C (HCV),
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"Vad som krdvs dr riktiga randomiserade studier som dr
dubbelblinda med placebokontroll for att med sikerhet
kunna faststilla att IFN dr en potentiell antiviral be-

handling mot TBE.”

DENYV, WNV och HIV". Den antivi-
rala mekanismen verkar skilja sig fran
ett virus till ett annat och vara specifik
for de olika virusfamiljerna. Vi har dir-
for studerat detta protein i detalj for att
reda ut hur viperin attackerar TBEV.
Resultat fran véra studier har tydligt vi-
sat att viperin himmar virus RNA-syn-
tes och inte bindning till cellytan eller
intride i cellen’.

Nista steg blir nu att i detalj studera
och analysera viperins antivirala meka-
nism, fér att kunna hitta likemedels-
strategier mot TBE och andra flavivi-
rus. Ett sdtt skulle kunna vara att sitta
igdng viperinuttryck 1 kroppen vid in-
fektion, men svarigheten med detta ir

att administrera verksamma imnen s
att de korsar blodhjirnbarriiren.

Man har dock sett i musmodellen att
IFNo-administration intraperitonalt pé-
verkar hjirnan och leder till uppregle-
ring av olika ISG i bland annat cerebel-
lum". Ménga studier i Ryssland under
80-talet har ocksd varit inne pa en lik-
nande linje, det vill siga att behandla
moss med imnen som inducerar interfe-
ron for att férhindra TBE”. DENV ir
som TBEV mycket kiinslig f6r IFN-be-
handling i cellkultur. I infekterade apor
har dock interferonbehandling inte sam-
ma starka effekt pd DENV, idven om ti-
dig IFN-behandling under pigiende
viremi har effekt pa virusreplikation®.




I tvd andra studier med totalt fem pa-
tienter infekterade med WNV gav
IFNo2b-behandling, mellan 5-9 dagar
efter CNS-symtom, forbittrad neurolo-
gisk funktion™"”. Medan en annan fall-
beskrivning inte uppvisade positiva ef-
fekter av IFNo2b 17 dagar efter sym-
tom".

Vid TBE ir det dock sillan att pa-
tienter soker vird under den viremiska
fasen, utan diagnosen stills oftast forst
nir CNS-symtom uppvisas. Didrmed
kan man spekulera om den méjliga ef-
fekt som IFN-behandling skulle ha i ett
sd pass sent skede av infektionen. Det
finns dock en fallbeskrivning som tyder
pé en positiv effekt dven vid en sen IFN-
behandling nir en patient infekterats av

WNV. Patienten i friga inledde IFN-
behandling sd sent som tre veckor efter
sjukdomsdebut”.

KRAVS RANDOMISERADE STUDIER
Frigan kvarstdr dock om denna strategi
ir rimlig for TBE-patienter, med tanke
pd biverkningar av IFN-behandling
(www.fass.se) och att TBEV kan block-
era IFN-signalering efter infektion®. En
sitt att undvika biverkningar kan vara
att bara administrera IFN vid ett till-
tille, som i fallet med de dengueinfek-
terade aporna.

Vad som krivs ir riktiga randomise-
rade studier som ir dubbelblinda med
placebokontroll foér att med sikerhet
kunna faststilla att IFN ir en potentiell
antiviral behandling mot TBE. Men
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innan dessa kan genomféras finns det
fortfarande méinga frigor som mdste be-
svaras i djurmodellen. Nigra av dem ir
om viperin uppregleras i CNS efter
IFN-behandling, om IFN-behandling
har effekt pd symtom och 6verlevnad
hos méss infekterade med TBEV och
vad som kan goras for att minimera si-
doeffekterna av IFN-behandling.

Vira studier har lagt grunden till en
djupare forstielse for hur det tidiga im-
munforsvaret kinner igen och bekim-
par TBEV:s tillvixt inne 1 cellen. Vi
kommer att fortsitta studera TBEV i
detalj for att 1 framtiden kunna hjilpa
och férkorta TBE-patienters lidande.
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Vill du halla dig uppdaterad pa vad
som skrivs om neurologiska sjukdomar

i pressen?

Vi tillhandahaller sedan en tid tillbaka en kostnadsfri tjanst som innebir att vi skickar ett

veckovis mail med de nyheter vi fangar upp som har koppling till neurologiska sjukdomar.

Nyheterna liggs ut pa www.neurologiisverige.se och det ir dessa vi sammanstiller en

gang i veckan och skickar ut till er.

Om du vill halla dig uppdaterad anmailer du dig pa www.neurologiisverige.se alternativt
skickar ett mail till oss med dina uppgifter. Namn, e-post, specialitet, arbetsplats. Skicka
detta till oss pa redaktionen@pharma-industry.se

Hall dig uppdaterad!
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