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Priloha €. 2 Zmluvy o poskytnuti prostriedkov mechanizmu

OPIS PROJEKTU

Nazov Rekombinantné varianty virusu klieStovej encefalitidy ako nastroj pre S$tudium virulencie a dloha

projektu neuroendokrinného systému klieSta v prenose virusu klieStovej encefalitidy

Kéd projektu | 09101-03-V04-00089

Nazov Plan obnovy a odolnosti SR

programu

Komponent | 9. EfektivnejSie riadenie a posilnenie financovania vyskumu, vyvoja a inovacii Planu obnovy a odolnosti
Slovenskej republiky

Investicia 1. Podpora medzinarodnej spoluprace a zapajania sa do projektov Horizont Eurdpa a Eurdpsky inovacny
a technologicky institut (EIT — European Institute of Innovation and Technology)

Kéd anazov | 09101-03-V04 — Matching granty ku zdrojom ziskanym vradmci programu Horizont 2020 a Horizont

vyzvy Eurdpa

Schéma Neuplatiuje sa

pomoci

Anotacia Virus kliestovej encefalitidy (TBEV) je patogén prenésany kliestami spésobujici u ludi v Eurdpe a Azii

projektu zavazné neurologické ochorenie klieStova encefalitidu. Virus cirkuluje v prirodnych ohniskach medzi
klieStami a rezervoarovymi hostitelmi, pricom vztahy medzi virusom a kliestom su stale neprebadane.
Ciefom tohto projektu je nadviazat na MSCA-IF-EF-RI projekt Ziadatela a pokracovat' vo vyskume
virulencnych faktorov TBEV prostrednictvom rekombinantnych variantov so zmutovanymi oblastami
gendmu, ktoré budu testované in vitro a in vivo. Dal§im cielom projektu bude na zéklade doterajSich
vysledkov testovat' nové reportérové TBEV varianty, ktoré ulahcia Studium interakcii virusu a kliesta.
Bunky neuroendokrinného systému v réznych organoch klieSta produkuju bioaktivne latky regulujice
fyziologické procesy vratane imunitnych reakcii. Tie by mohli byt modulované virusom na zabezpecenie
replikacie a prenosu. Ciefom bude preto identifikovat” neuroendokrinné drahy klieSta zapojené do
prenosu TBEV.

Il. Identifikacia projektového zameru Programu Horizont 2020/Horizont Eurépa, ku ktorému je
podporovany projekt komplementarny

Nazov projektového zameru:

TVISTOFF

Kéd vyzvy:

Tick-Virus Interactions Shape persistence and Transmission OF Flavivirus pathogen in tick vector

Akronym projektového zameru:

Typ vyzvyltyp akcie:

MSCA Postodoctoral Fellowships — European Fellowships

H2020-MSCA-IF-2020

Rola Ziadatel'a v projektovom zamere:
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Koordinator

Zaciatok a koniec projektového zameru:

Od 01/09/2021 do 31/06/2023

Vyska prispevku participanta (prijimatela prostriedkov mechanizmu):

155 364,48 EUR

lll. Financovanie projektu

Forma zalohové platby, predfinancovanie, refundacia, kombinacia
financovania

IV. Harmonogram projektu

Zacdiatok 09/2024
realizacie
Projektu
(MM/RRRR)

Ukoncenie 06/2026
vecnej
realizacie
Projektu
(MM/RRRR)

V. Pracovné baliky projektu

Poradové NV1

cislo Vywoj mutantnych variantov TBEV
a hazov
pracovného
balika (PB)

Zaciatok m1
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

Koniec M12
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

Miera 22
zapojenia
(Cloveko-
mesiace)

Personalne | 8 104,80
naklady na
PB [EUR]
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Ostatné
opravnené
priame
naklady

na PB [EUR]
(bez DPHI/s
DPH)

13 990,00/ 16 788,00

Indikativna
vyska
nepriamych
naklady

na PB' [EUR]
(bez DPHI/s
DPH)

1 546,64 /1 855,97

Poradové
cislo

a nazov
pracovného
balika (PB)

NV2
Inovécia rekombinantnych variantov TBEV nesticich reportérovu znacku

Zaciatok
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

M11

Koniec
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

M22

Miera
zapojenia
(Cloveko-
mesiace)

22

Personalne
naklady na
PB [EUR]

8 104,80

Ostatné
opravnené
priame
naklady

na PB [EUR]
(bez DPHI/s
DPH)

12 990,00/ 15 588,00

Indikativna
vyska

1476,64€ /1771,96

1 VySka nepriamych nakladov nesmie presiahnut 7 % z opravnenych priamych nakladov
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nepriamych
naklady

na PB? [EUR]
(bez DPH/s
DPH)

Poradové NV3

cislo Aktivita zloZiek neuroendokrinného systému kliestov pocas infekcie TBEV
a nazov
pracovného
balika (PB)

Zaciatok M1
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

Koniec M22
realizacie PB
(mesiac
projektu —
Mx)

Miera 22
zapojenia
(Cloveko-
mesiace)

Personalne | 8 104,80
naklady na
PB [EUR]

Ostatné 12 990,00/ 15 588,00
opravnené
priame
naklady

na PB [EUR]
(bez DPHI/s
DPH)

Indikativna | 1476,64€ /1771,96
vyska
nepriamych
naklady

na PB3 [EUR]
(bez DPHI/s
DPH)

VL. Ciel projektu a vystupy

2 \/ySka nepriamych nakladov nesmie presiahnut 7 % z opravnenych priamych nakladov
3 VySka nepriamych nakladov nesmie presiahnut 7 % z opravnenych priamych nakladov
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Ciel projektu

Predlozeny projekt svojim zameranim nadvézuje na pdvodny MSCA-IF projekt s ciefom pokracovat v
Studiu interakcii medzi virusom kliestovej encefalitidy (TBEV) a klieStom, prendSacom virusu, pomocou
etablovanych metod reverznej genetiky virusov ako aj in vitro a in vivo laboratornych modelov. Jednotlivé
ciele st zamerané na identifikaciu a Stadium virulenénych faktorov TBEV déleZitych pocas perzistencie
a disemindcie v klieStoch rodu Ixodes, a mapovanie a charakterizaciu komponentov neuroendokrinného
a imunitného systému klieStov a ich zapojenie do procesu infekcie klieStov TBEV.

Ciel 1: Inovacia mutantnych a reportérovych variantov TBEV

ViyuZivanie mutantnych variantov je jednym z esencialnych pristupov pre $tadium funkcie virulenénych
faktorov virusov. E protein TBEV zohrava zésadnu ulohu pri prichyteni viribnu na hostitelskd bunku.
Okrem toho, protein E obsahuje N-glykozylacné miesto, ktoré je déleZité pre tvorbu zrelych viriénov.
Cielom bude vytvorit variant TBEV s mutaciami v predikovanych receptor-viaZucich doménach proteinu
ako aj v N-glykozylanom mieste pomocou reverznej genetiky. Nakolko sa glykozylacné miesta
nachadzaju okrem E proteinu aj v dalSich virusovych proteinoch, vytvorené budu aj iné N-glykozylacné
mutantné varianty, ktoré budu testované na in vitro cicavéich a kliestovych bunkovych kultdrach a in vivo
v kliestoch a laboratérnych mySiach. Virusy vo vzorkach budu analyzované pomocou virus-$pecifickej
qPCR, virus-3pecifickej protilatky a plakovej titracie virusu.

Virusy stabilne exprimujice reportérovi znacku su vyznamnym nastrojom vo vyskume patogenézy a
Zivotného cyklu réznych virusov. Takyto nastroj prindSa vy$Siu efektivitu, Specificitu, citlivost' a zarovefi
ponuka aj robustnu platformu pre vyvoj antivirusovych latok. Na zaklade naSich doterajSich vysledkov,
ciefom bude vyvinut stabilnejSie reportérové varianty pre Studium perzistencie a prenosu TBEV v
klieStoch. Testované budu kratke reportérové proteiny z rbzneho svetelného spekira (napr. near-infrared
miRFP670nano) a luciferdzovy systém (napr. nLuc, kratka forma luciferdzy). Rovnako bude
optimalizovana topoldgia pre vioZenie reportérového génu do virusového genému. Podobne ako v
pripade mutantnych variantov TBEV, funkénost reportérovych variantov bude overena pomocou in vitro
bunkovych kultar a in vivo v klieStoch a laboratdrnych mySiach a detekcia virusu bude analyzovana virus-
Specifickou qPCR, imunofluorescenciou, bioluminiscenciou a plakovou titraciou.

Ciel’ 2: Charakterizacia komponentov neuroendokrinného a imunitného systému kliestov pocas
infekcie kliestov TBEV

Stale nie st k dispozicii prakticky Ziadne informdcie o asociacii neuroendokrinného a imunitného systému
kliestov s infekciou TBEV. Hoci data z pévodného projekiu naznacuju na aktivizaciu GABA a sNPF
signalizacie v skorych fazach cicania infikovanych kliestov, je nutné tuto hypotézu potvrdit’ dalSimi
experimentami. Okrem toho, klieSte disponuju Sirokym spektrom signalnych drah regulovanych
neuroendokrinnymi bunkami v réznych organoch. Je teda mozné, Ze TBEV mbZe stimulovat dalSie
signélne drahy klieSta. Na zaklade tychto hypotéz bude ciefom najprv zmapovat komponenty
neuroendokrinného a imunitného systému klieSta experimentéalne infikovaného TBEV nanoinjikovanim,
pomocou proteomickych pristupov (LC-MS/MS a UPLC). Identifikované neurotransmitery, neuropeptidy
a imunogény budd dalej testované v infikovanych klieStoch pomocou qPCR a western blotom
(disponujeme viacerymi Specifickymi protilatkami voci neuropeptidom a neurotransmiterom klie$tov).

KedZe pocas infekcie dochadza ku nativnej imunitnej odpovedi klieSta na TBEV, o povahe kiorej
podobne ako pri neurosekrécii data chybaju, dalsie ulohy budu smerovat k identifikacii indukovanych
imunitnych dréh a ich asociacii so zloZzkami neuroendokrinného systému klieStov. Selektivna supresia
génovej expresie identifikovanych neuropeptidov/neurotransmiterov alebo naopak imunogénov
pomocou RNA interferencie na zaklade infekénych fenotypov osvetlia asociaciu tychto systémov.
Potencialne zmeny génovej expresie komponentov imunitnych drah klieStov poCas infekcie budu
analyzované qPCR, ktoré st v naSom laboratériu rutinne vyuZivané. Tiez nadviazeme na pbvodny
projekt o Studiu GABAergického systému kliestov pocas infekcie TBEV a zameriame sa na optimalizaciu
GABA receptor-Specifickych RNAi pokusov a overime zapojenie enzymu glutamét dekarboxylazy pri
produkcii GABA do procesu infekcie TBEV.
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Vystupy Dodani
projektu X Kod ] Navrhovany =odanie
Cislo , . Pristup a __. vystupu
, Vystup pracovného Typ - spésob h
vystupu ; Sirenie .__ . (mesiac
balika preukazania ;
projektu)
y Prezentacia vys/edkov NV1, NV3 D{sem/naCIa p Recenzované W13
ha konferencii vysledkov abstrakty
Priebezna sprava o Pisomn
2 dosiahnutych NV1, PN3  Report N Sorava M12
vysledkoch P
3 Vedecky clanoko /4 Publikécia P Open Access M13
mutantnych variantoch
Vedecky ¢lanok o
4 reportérovych NV2 Publikacia P Open Access M22
variantoch
Vedecky ¢lanok o
molekulach
5 neuroendokrinného NV3 Publikacia P Open Access M22
systému klieStov
pocas infekcie TBEV
ZavereCna sprava o , .
6 dosiahnutych NV, NV2 penort N Pisomna 159
. NV3 sprava
vysledkoch
Mifniky o
projektu Kéd Ocakavany
X racovného Navrhovany cas
Cislo _ pra A Y dosiahnutia
s Milnik balika spésob gy
milnika , , milnika
(pripadne  overenia .
viacerych) (mesiac
Y projektu)
M1.1 Viytvorenie mutantnych variantov NV1 M6
M1.2 Analyza mutantnych variantov NV1 M12
M2.1 Viytvorenie reportérovych variantov NV2 m17
M2.2 Analyza reportérovych variantov NV2 M22
Identifikacia neznamych
M3.1 neurosekre¢nych molekul v NV3 M6
infikovanych kliestoch
Analyza expresie identifikovanych
M3.2 neurosekre¢nych molekul poc¢as NV3 M12
virusovej infekcie
V3.3 Uloha GABAergického systému NV3 22

klieStov pocas infekcie TBEV
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VII. Celkovy rozpocet projektu

Celkova 77 678,29 €
vyska
opravnenych
vydavkov

Vyska 68 784,31 €
prostriedkov
mechanizmu

Vyska 8 893,98 €
prostriedkov
mechanizmu
-DPH

V pripade tab. Ill. Financovanie projektu — Forma financovania je potrebné ponechat vSetky formy financovania uvedené vo
vyzve.

V tab. V Pracovné baliky projektu- je potrebné v pripade viacerych pracovnych balikov doplnit prislusné riadky.



