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1. Wstep
1.1. Ogolna charakterystyka zakazen BLV

Wirus enzootycznej biataczki bydta (ang. Bovine leukemia virus, BLV) nalezy do rodziny
Retroviridae, podrodziny Orthoretrovirinae i rodzaju Deltaretrovirus. Ponadto do rodzaju
Deltaretrovirus naleza trzy gatunki wirusow T-limfotropowych naczelnych (ang. Primate T-
lymphotropic virus, PTLV), do ktorych zalicza si¢ ludzki wirus biataczki T- komérkowej typu
1, 2 (ang. Human T-cell leukemia virus-1,-2, HTLV-1, -2) oraz malpi wirus biataczki T-
komorkowej (ang. Simian T-cell leukemia virus, STLV) (Migdzynarodowy Komitet
Taksonomii Wirusow, ICTV, 2019). BLV jest czynnikiem etiologicznym enzootycznej
biataczki bydta (EBB), bedacej choroba nowotworowa o przewleklym przebiegu, ktéra cechuje
rozwo6j zmian proliferacyjnych uktadu limforetikularnego (Gillet i wsp., 2007). W przebiegu
choroby wyrodznia si¢ trzy postacie:

» asymptomatyczng (ang. aleukemic state, AL) — posta¢ ta dotyczy okoto 70% zakazonych
zwierzat, charakteryzuje si¢ obecno$cig swoistych przeciwcial 1 wirusowego DNA
zintegrowanego z genomem komorek w postaci prowirusa, a zakazenie przebiega
bezobjawowo (Schwartz i wsp., 1994b).

= przewlekla limfocytoze (ang. subclinical persistent lymphocytosis, PL) — posta¢ ta rozwija
si¢ u okoto 30% zakazonych zwierzat, charakteryzuje si¢ poliklonalng proliferacja
limfocytow B o fenotypie CD5+IgM+ (Aida i wsp., 1993); zaobserwowano iz rozwdj PL
jest zwigzany réwniez z jednym z genow MHC klasy II oznaczonym jako BoLA-DRB3
(Mirsky i wsp., 1998).

» posta¢ guzowatg bialaczki (ang. malignant lymphoma state) — rozwija si¢ u okoto 5%
zwierzat z przewlekla limfocytoza w wieku powyzej 5 lat, charakteryzuje si¢ zmianami
guzowatymi w weztach chtonnych i narzadach wewnetrznych takich jak: zotadek, serce,
jelita, nerki, ptuca, watroba 1 macica. Objawy kliniczne choroby zalezg od lokalizacji
guzow 1 zwigzane sg przede wszystkim z powiekszeniem wezidw chionnych, zaburzeniami
trawienia, utrata apetytu, utrata masy ciala, tachykardia, oslabieniem, niewydolnoscia
watroby i nerek, niepowodzeniem w zakresie rozrodu, zapaleniem gruczotu mlekowego
oraz zmniejszong produkcja mleka (OIE 2018).

W warunkach naturalnych na zakazenie wrazliwe jest bydlo domowe, zebu (bydto domowe

garbate), bawoty wodne, jaki i zubry (Radke, 1999; Ma i wsp., 2016; Moe i wsp., 2020).

Opisano réwniez przypadek wystepowania swoistych przeciwcial u owiec 1 alpak

utrzymywanych wspoélnie z bydtem (Lee i wsp., 2012; Green i wsp., 1988). Dodatkowo,

badania przeprowadzone przez Buehring i wsp. wykazaty obecnos¢ wirusowych biatek w



preparatach barwionych immunohistochemicznie oraz sekwencji prowirusowych BLV w
probkach pochodzacych z guzow piersi u kobiet (Buehring i wsp., 2014). Jednak, obecnie nie
ma jednoznacznych dowodow wskazujacych na potencjat zoonotyczny tego wirusa (Gillet i
wsp., 2007). Zrédtem wirusa moga byé: krew, §lina, mleko, a takze nasienie pochodzace od
zakazonych zwierzat (Lucas i wsp., 1980; Roberts i wsp., 1981; Klintevall i wsp., 1991). BLV
przenoszony jest przez bezposredni kontakt miedzy zwierzetami, droga tozyskowa- z matki na
ptéd w trakcie cigzy, podczas porodu - przez kontakt noworodka z krwig matki i jej
wydzielinami, a takze przez picie siary i mleka zakazonej matki (Piper i wsp., 1979; Lassauzet
i wsp., 1991). Ponadto do transmisji wirusa moze doj$¢ przez nieprawidlowo wykonane
zabiegi zootechniczne a takze owady ktujaco-ssace takie jak muchowki z rodziny bakowatych
i muchowatych zywiace si¢ krwig kregowcow statocieplnych (Ohshima i wsp., 1981; Gutiérrez
i wsp., 2014).

Enzootyczna biataczka bydta jest waznym problemem dla zdrowia bydta na $wiecie. Dane
epidemiologiczne potwierdzaja, ze wystgpowanic EBB ma zasieg globalny. Najwiecej stad
bydta zakazonego BLV - powyzej 40% stwierdza si¢ w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie,
Argentynie, Chile, Peru, Korei, Rosji, Japonii, Tajlandii i Chinach (Efsa Panel on Animal
Health 2017). Nie udato sig, jak dotad, opracowa¢ skutecznego leku czy szczepionki chronigcej
przed zakazeniem BLV. W zwiazku z tym wystgpowanie EBB przyczynia si¢ do znacznych
strat ekonomicznych zwigzanych z wysokimi kosztami programoéw kontroli i zwalczania tej
choroby, ograniczeniami wywozu bydla, obrotu nasieniem 1 ubocznymi produktami
pochodzenia zwierzgcego do krajow wolnych od EBB, zmniejszong produkcja mleka,
Zmniejszong wydajnoscig reprodukcyjng, utrata masy ciata, upadkami, koniecznos$cig uboju
zwierzat zakazonych, zwykle wysokoprodukcyjnych, wieksza podatnoscia na zakazenia
innymi patogenami (Chi i wsp., 2002; Ott i wsp., 2003).

W krajach Unii Europejskiej, dzieki wprowadzeniu programow uzdrawiania stad
polegajacych na wykrywaniu zwierzat z obecno$cig swoistych przeciwcial i poddawaniu ich
ubojowi, doprowadzono do stanu urzedowej wolnosci od EBB w prawie wszystkich krajach
wspoélnoty. Aktualnie, wystgpowanie EBB w przypadku panstw cztonkowskich UE ogranicza
si¢ do okreslonych endemicznych obszaréw na terenie Butgarii, Wegier, Grecji i Malty (Efsa
Panel on Animal Health 2017). Od 2017 r. Polska zostata uznana oficjalnie za kraj urzedowo
wolny od biataczki bydta, co oznacza, ze odsetek stad bydta reagujacych dodatnio w badaniach
serologicznych nie przekracza 0,2%. Nie udato si¢ jednak w pelni wyeliminowac zakazen BLV
1 w trakcie serologicznych badan monitoringowych corocznie notuje si¢ kilkadziesiat

potwierdzonych przypadkéw zakazenia. W 2018 r. zarejestrowano 63 przypadkow zakazen



BLV, aw 2019 r. 68 odpowiednio w 21 i 18 stadach. W Polsce, podobnie jak w innych krajach,
EBB jest choroba zwalczang z urzgdu co oznacza, ze wszystkie przypadki zakazen podlegaja
obowigzkowemu zglaszaniu organom inspekcji weterynaryjnej. Dyrektywa Rady 64/432/EWG
oraz Kodeks Zdrowia Zwierzat Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE) okre$laja
sposOb postepowania w przypadku wykrycia zakazen BLV, jak 1 okreslaja sposob
monitorowania tych zakazen i rodzaj rekomendowanych metod. Zgodnie z wytycznymi OIE
podstawa diagnostyki zakazen BLV jest stosowanie testow serologicznych — testu
immunodyfuzji w zelu agarozowym AGID (ang. agar gel immunodiffusion test) i testu
immunoenzymatycznego ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay). Testy te,
reprezentujace rdzny poziom czulosci i swoistosci, pozwalaja wykry¢é obecno$é swoistych
przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom otoczki wirusa w badanej surowicy krwi.
Dopuszcza sie¢ rowniez badanie obecno$ci przeciwcial w mleku krow. W celu wykrycia
materialu genetycznego wirusa w badanej probce rekomenduje si¢ uzycie tancuchowej reakcji
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), w ktorej stosowane sg dwie pary starterow
(nested PCR) oraz reakcje PCR z odczytem sygnalu w czasie rzeczywistym (ang. real time
PCR) (OIE 2018). Metody te sg jednak traktowane jako metody alternatywne w diagnostyce
zakazen BLV.

1.2. Budowa i funkcja genomu wirusa BLV

Genom BLV, zawiera dwie identyczne kopie jednoniciowego RNA o dodatniej polarnosci
ztozone z 8714 nukleotydéw (Sagata i wsp., 1985). Wykazuje on budowe charakterystyczna
dla tzw. retrowiruséw ztozonych, w ktorej wystepuja geny kodujace biatka strukturalne (gag,
pol, pro, env) typowe dla wszystkich retrowirusow, geny kodujace biatka regulacyjne (tax, rex,
R3 i G4), czasteczki mikroRNA (ang. microRNA, miRNA) i sekwencje dla dlugich
niekodujacych RNA (ang. long non-coding RNAs, IncRNA) zwigzane z regulacja cyklu
zyciowego BLV (Gilletiwsp., 2007; Durkin i wsp., 2016). Graniczne sekwencje 5'i 3' genomu
wirusa stanowig dlugie powtorzenia koncowe (ang. long terminal repeats, LTRS), zbudowane
z trzech regionow: U3, R i U5 o dtugosci odpowiednio 211, 228 i 91 par zasad (Sagata i wsp.,
1985).

1.2.1. Sekwencje LTR

Sekwencje LTR odpowiadaja za integracje¢ prowirusowego DNA z genomem komorek
gospodarza, zawieraja odpowiednie sygnaty do inicjacji i terminacji transkrypcji mRNA

wirusowego oraz sekwencje regulatorowe — kontrolujace aktywno$¢ transkrypcyjng prowirusa.



Region U3 zawiera krytyczne dla replikacji wirusa sekwencje promotorowe obejmujace kasete
TATA - miejsce wigzania ogolnego czynnika TFIID oraz kasete CAT -miejsce wigzania innych
czynnikow transkrypcyjnych, wpltywajacych na szybko$¢ inicjacji transkrypcji (Sagata i wsp.,
1984) (Ryc.1).

211 +ﬂ’ +319
U3 R [DAS @ ] rr  US

______________________________________________________________________________

EREI | El EREZ' E2 PU.1/Spi-B|| |GRE
TREI TRE2 «B

Rycina 1. Schemat budowy regionu LTR.

Istotny wptyw na inicjacj¢ transkrypcji maja sekwencje wzmacniajace (ang. enhancers)
sktadajace sie z trzech prostych powtorzen o dlugosci 21 nukleotydow zwanych sekwencjami
TRE (ang. tax-responsive elements). Sekwencje TRE zawierajag elementy odpowiedzi na
cykliczny AMP (ang. cAMP-response elements, CRES) oraz kasety E (ang. E box),
przytaczajace inne kompleksy biatkowe o funkcji czynnika transkrypcyjnego m.in. AP4 (Derse
1987; Unk i wsp., 1994). Elementy CRE petnia nadrzgdng role w regulacji transkrypcji
prowirusa. Oddziatuja one z czynnikami transkrypcyjnymi CREB, ATF-1 i ATF-2, natomiast
ilo$¢ utworzonych komplekséw biatko-DNA koreluje z poziomem ekspresji wirusa (Willems i
wsp., 1992). W elementach tych obserwuje si¢ polimorfizm pojedynczych nukleotydow, ktory
prowadzi do obnizenia poziomu transkrypcji prowirusa i ograniczonej ekspresji genow
wirusowych (Merezak i wsp., 2001). Istniejagcy polimorfizm w obrebie elementow CRE
stanowi mechanizm obronny wirusa umozliwiajacy ,,wymkniecie” si¢ spod nadzoru uktadu
immunologicznego gospodarza i uzyskanie przewagi ewolucyjnej. Jednoczesnie kasety E,
czgsciowo nachodzace na elementy CRE, sg sekwencjami wyciszajagcymi transkrypcje, gdyz
przytaczanie si¢ do nich kompleksow biatkowych z grupy AP4 zapobiega wigzaniu si¢
czynnika TFIID z kaseta TATA. Ponadto, w regionie U3 LTR znajduja si¢ inne cis-elementy
regulujace transkrypcje gendéw wirusowych, sa to m. in. miejsca wigzania czynnikéw

transkrypcyjnych NF-xB, PU.1, Spi-B oraz element odpowiedzi hormonalnej - GRE (ang.

9



glucocorticoid response element) (Brooks i wsp., 1998; Niermann i wsp., 1997; Dekoninck i
wsp., 2003). Koniec regionu U3 poprzedza miejsce inicjacji transkrypcji wirusowego mRNA
bedace jednoczesnie pierwszym (+1) nukleotydem regionu R (Ryc.1). Region R ten zawiera
dwa elementy regulatorowe tj.: miejsce wigzania nadrzednego czynnika transkrypcyjnego USF
(ang. an upstream stimulatory factor) oraz sekwencj¢ DAS (ang. downstream activator
sequence) obejmujacg kasety A, B 1 C (Calomme i wsp., 2002; Kiss-Toth i wsp., 1994). Region
ten konczy si¢ sekwencja CA ulegajaca poliadenylacji, ktéra wczesniej poprzedza sygnat
poliadenylacji, w 3' koncowej cze$ci U3 (Sagata i wsp., 1984). Ostatni region LTR, U5 region,
zawiera pojedyncze miejsce wigzania interferonéw IRF-1 i IRF-2 (Kiermer i wsp., 1998).
Poprzez analogi¢ do innych retrowirusow zlozonych uwaza si¢, ze elementy regulatorowe
zlokalizowane w regionach R i U5 pelnig funkcje enhanceréw oraz utrzymujg zdolno$¢ wirusa

do reagowania — odpowiednio na inne czynniki transkrypcyjne zalezne od typu komorki.
1.2.2. Geny kodujace bialka strukturalne i enzymatyczne

Ekspresja genéw BLV, pozostajaca pod kontrolg czynnikow transkrypcyjnych wiazacych si¢ z
sekwencjami LTR, obejmuje zlozone etapy dojrzewania pre-mRNA, a nast¢pnie wykorzystanie
ich do syntezy biatek wirusowych. Ekspresja genu gag dostarcza prekursora biatek
strukturalnych rdzenia, Pr44 odpowiedzialnego za inicjacj¢ procesu paczkowania wiriondw z
zakazonej komorki i upakowywania RNA w procesie tworzenia czastki wirusowej (Katoh i
wsp., 1991). W wyniku proteolizy powstaja z niego poszczeg6élne biatka kapsydu okreslane
jako: biatko macierzy (MA) (p15), gtowne biatko kapsydu (CA) (p24) oraz silnie zasadowe
peptydy, ktore tworza kompleks z genomowym RNA wirusa i noszg nazwe nukleokapsydu
(NC) (p12) (Willems i wsp., 1997). Z koncowego fragmentu prekursora Gag — Pro (Pr66)
syntetyzowana jest proteaza (pl4) odpowiedzialna za rozcinanie bialek prekursorowych
Pr44Gag, Pr66Gag-Pro i Pr145Gag-Pro-RT-IN na pojedyncze biatka (Llames i wsp., 2001).
Gen pol stanowi matryce w syntezie prekursora biatek enzymatycznych BLV takich jak
odwrotna transkryptaza (RT) (p80) i integraza (IN). Odwrotna transkryptaza katalizuje synteze
dwuniciowej czasteczki DNA na matrycy wirusowego RNA jak rowniez wykazuje aktywnos$¢
rybonukleazy H, ktora hydrolizuje wigzania fosfodwuestrowe RNA w hybrydach DNA-RNA
(Avidan i wsp., 2002). Integraza odpowiada za integracje prowirusowego DNA z genomem
komorek gospodarza. Produktem ekspresji genu env jest prekursor biatek otoczki Pr72, z
ktérego za pomoca komoérkowej furyny (enzymu z klasy konwertaz), powstaja dwa bogato
glikozylowane biatka: biatko transmembranowe (ang. glycoprotein gp30) i biatko
powierzchniowe (ang. glycoprotein gp51) (Bruck i wsp., 1984). Biatko transmembranowe

zakotwicza bialko gp51 w otoczce wirusa i uczestniczy w procesie infekcji in vivo poprzez
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destabilizacje btony komorkowej oraz udziat w fuzji wirusa z komoérka gospodarza. Biatko
powierzchniowe gp51 jest odpowiedzialne za rozpoznawanie receptorOw na powierzchni
komorki; wyrdznia si¢ w nim mi¢dzy innymi epitopy konformacyjne, domeny uczestniczace w
interakcji z receptorami CD4 i CD8 limfocytow oraz domeny neutralizujgce (Callebaut i wsp.,
1993; Bruck i wsp., 1982).

1.2.3. Geny kodujgce bialka regulatorowe

Produktem ekspresji genu tax jest 310-aminokwasowe biatko Tax bogate w proling i leucyne,
0 masie czasteczkowej 34kDa. Bialko to umiejscawia si¢ gtéwnie w jadrze komdrkowym,
chociaz jego znaczace ilosci s3 wykrywane rowniez w cytozolu (Willems 1 wsp., 1987b). Taka
lokalizacja biatka Tax $wiadczy o jego zwigzku z procesem transkrypcji, w ktorej pelni funkcje
transaktywatora ekspresji genow wirusowych. W bialku tym mozna wyr6zni¢ trzy domeny
zaangazowane w proces transaktywacji: 1) w czesci N-koncowej motyw palca cynkowego
(ang. zinc finger domain), 2) w cze$ci centralnej domena aktywacyjna zawierajaca powtorzenia
bogate w leucyne (ang. leucine-rich activation domain) oraz 3) w cze$ci C-koncowej domena
wielofunkcyjna (ang. multifunctional domain) (Willems i wsp., 1991; Tajima i wsp., 2000).
Dodatkowo, w biatku tym s3g obecne determinanty antygenowe (epitopy) rozpoznawane przez
limfocyty cytotoksyczne CD8+ 1 limfocyty B. Ponadto, bialku Tax przypisuje si¢ kluczowa role
w wywolywaniu transformacji nowotworowej u cz¢sci zakazonych zwierzat (Willems i wsp.,
1987). Powoduje ono réznorodne zmiany w komorce poprzez aktywacje transkrypcji genow
gospodarza zaangazowanych w cykl 1 proliferacje komorkowa oraz zahamowanie apoptozy
(Klener 1 wsp., 2006; Tajima i1 wsp., 2002; Arainga i wsp., 2012).

Gen rex ulega transkrypcji wraz z genem fax, tworzac wspolny tax/rex mRNA (Willems i1 wsp.,
1987). Produktem ekspresji genu rex jest wysoce konserwatywne, 180-aminokwasowe biatko
Rex o masie czgsteczkowej 18kDa (Choi 1 wsp., 2005). W biatku tym mozna wyr6ézni¢ dwie
domeny: 1) w czesci centralnej domena aktywacyjna zawierajaca bogate w leucyne sekwencje
sygnatu eksportu jadrowego (ang. nuclear export sequence, NES) oraz 2) w cz¢$ci C-koncowej
bogata w argining sekwencj¢ lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal, NLS), ktore
umozliwiajg wigzanie oraz transport wirusowego mRNA z jadra komorkowego do cytoplazmy
(Sagata i wsp., 1985). W wyniku ekspresji genu R3 powstaje biatko o masie czasteczkowej 5.5
kDa, ktore lokalizujac si¢ w jadrze i btonach komorkowych bierze udziat w po-transkrypcyjnej
regulacji ekspresji genow (Gillet i wsp., 2007). Z kolei gen G4 koduje proteing o masie 11.6
kDa, ktorej przypisuje si¢ wlasciwosci onkogenne. Produkty gendw R3 1 G4 sg niezbedne w

prawidlowym rozprzestrzenianiu wirusa w komorce (Gillet 1 wsp., 2007; Debacq i wsp., 2004).
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1.2.4. Sekwencje kodujace mikroRNA i IncRNA

W obrgbie genomu BLV, w regionie pozbawionym otwartych ramek odczytu (koniec 3’ genu
env), zlokalizowane sg sekwencje kodujace regulatorowe czasteczki RNA tzw. miRNA
(Kincaid i wsp., 2012). Transkrypty tych sekwencji koduja grupe pigciu struktur pre-miNA,
ktore ze wzgledu na swoj ksztalt okreslane sg mianem struktur typu spinki do wtoséw (ang.
hairpin). W cytoplazmie pre-miRNA ulegaja dojrzewaniu do dziesi¢ciu czgsteczek miRNA w
szlaku niezaleznym od Drosha (Rosewick i wsp., 2013). Czasteczki miRNA BLV ulegajg silnej
ekspresji zarowno w limfocytach B izolowanych z guzow limfocytoblastycznych bydta, jak i
limfocytach B izolowanych z krwi cielat zakazonych eksperymentalnie (Gillet i wsp., 2016).
Glownym mechanizmem dziatania miRNA BLV jest zwigkszona proliferacja limfocytow B.
Czasteczki miRNA moga zaktoca¢ dzialanie ukladu odporno$ciowego poprzez obnizanie
ekspresji genow zwigzanych z funkcjg i réznicowaniem limfocytow B, a w szczegolnosci 1GJ,
PAX5, BLIMP1 i BCL6 (Frie i wsp., 2018). Usunig¢cie sekwencji kodujacych miRNA z
genomu BLV wplywa hamujaco na rozwdj nowotworu u bydta (Gillet i wsp., 2016).
Dodatkowo w 2016 zidentyfikowano trzy antysensowne transkrypty wirusa (AS1-S, AS1-
L, AS2) o dlugos$ci od 400 do okoto 2 200 par zasad, ktore ze wzgledu na krotka otwartg ramke
odczytu (264 par zasad), uwaza si¢ za pozbawione potencjatu kodowania biatek (Durkin i wsp.,
2016). Obecnos¢ tych transkryptow wskazuje, ze region LTR posiada takze aktywnos¢
dwukierunkowa -antysensownego promotora. WyKkryte transkrypty gromadza si¢ gtdéwnie w
jadrze komoérkowym, co wskazuje na ich funkcje jako IncRNA. Konstytutywna ekspresja
IncRNA u wszystkich zwierzat zar6wno we wczesnym, jak 1 péznym etapie zakazenia BLV
(posta¢ kliniczna biataczki limfatycznej), wskazuje na jego istotng role w cyklu zyciowym
wirusa i potencjal onkogenny. Dodatkowo, rozszczepianie transkryptu AS1-L z udziatem
microRNA wirusowego oraz interferencja transkrypcji obu rodzajow wirusowego ncRNA

sugeruje wspolng role w regulacji BLV (Durkin i wsp., 2016).
1.3. Ekspresja i propagacja wirusa

Rozprzestrzenianie si¢ wirusa BLV w organizmie gospodarza odbywa si¢ jako element
naturalnego cyklu infekcyjnego wirusa, na ktory sktadajg si¢ m.in. wniknigcie genomu wirusa
do komorki docelowej, odwrotna transkrypcja genomowego RNA na DNA, integracja
prowirusa do genomu gospodarza, cykl replikacyjny, sktadanie elementéw wirusa i uwolnienie
wirusow potomnych, oraz w wyniku proliferacji klonalnej limfocytow latentnie zakazonych

BLV (Florins i wsp., 2007).
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1.3.1. Powinowactwo komérkowe

Glownymi komoérkami docelowymi dla wirusa biataczki bydta sg limfocyty B o fenotypie CD5
+ IgM + (Meirom i wsp., 1997). Ponadto BLV moze zakaza¢ takze limfocyty T CD4 +,
limfocyty T CDS8 +, limfocyty T y /6, monocyty, granulocyty, komorki srodblonkowe 1 komorki
nabtonka gruczotu mlekowego u bydta (Schwartz 1 wsp., 1994a; Stott i wsp., 1991; Rovnak i
wsp., 1991; Buehring 1 wsp., 1994). Oprécz wielu badan wykazujacych, szeroki zakres
gospodarzy BLV, wirus moze takze skutecznie zakaza¢ in vitro inne typy komorek
pochodzacych od psa, kota, owcy, bydta, §winki morskiej czy tez nietoperza (Graves i wsp.,
1976; Miller i wsp., 1976; Derse 1 wsp., 1990). Jednakze zakazenie to rzadko prowadzi do
powstania zakazenia trwatego zwigzanego z nowotworowg transformacjg ciggtych linii
komorkowych i w wigkszo$ci przypadkdw namnazanie BLV jest mato produktywne (Inabe i

wsp., 1998).
1.3.2. Cykl zyciowy wirusa

Cykl infekcyjny rozpoczyna si¢ od wigzania biatka powierzchniowego wirusa (gp51) do
swoistego receptora na powierzchni komorki gospodarza. Chociaz receptor ten nie zostal
ostatecznie potwierdzony, zidentyfikowano dwie mozliwe czasteczki wigzace si¢ z
podjednostka powierzchniowa wirusa tj. boAP3D1 (ang. bovine adaptor protein 3 complex
subunit delta-1) (Corredor i wsp., 2018) 1 CAT1/SLC7A1 (ang. cationic amino acid transporter
1 /solute carrier family 7 member 1) (Baii1wsp., 2019). Po zwigzaniu biatka gp51 z receptorem
nastepuje gwattowna zmiana konformacji otoczki wirusa z odstonigciem czasteczki gp30,
poprzez ktéra dokonuje si¢ fuzja z blong komoérki gospodarza. Po fuzji genomowe RNA wirusa
zostaje odstoniete 1 wnika do wnetrza komorki docelowej. Nastepnie enzym odwrotna
transkryptaza (ang. reverse transcriptase, RT), obecny w zakazajacym wirionie, katalizuje
odwrotng transkrypcje genomowego RNA na podwdjna ni¢ DNA. Ta przemieszcza si¢ do jadra,
gdzie integruje si¢ w przypadkowy sposdb z chromosomami komorki gospodarza dzieki
dziataniu integrazy wirusowej. Preferencyjnymi miejscami integracji prowirusa w jadrowym
DNA we wczesnej fazie infekcji sg aktywnie transkrybowane regiony genomu komorki (Gillet
1wsp., 2007). Po wiaczeniu do genomu komoérkowego, prowirusowy DNA jest kopiowany wraz
z calym genomem gospodarza przez komérkowe kompleksy replikacyjne.

W wyniku aktywacji komorki gospodarza wysokie stezenie cyklicznego AMP (cAMP) w
cytozolu uruchamia kaskade reakcji, ktorej koncowym efektem jest przemieszczenie si¢ kinazy
biatkowej typu A z cytoplazmy do jadra komorki, fosforylacja czynnika transkrypcyjnego-
CREB, co umozliwia jego oddziatywanie i tworzenie kompleksu z CBP (Willems i wsp., 1992).
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Rozpoczecie procesu transkrypcji BLV zachodzi w regionie promotora zlokalizowanego w
regionie U3 sekwencji 5’ LTR genomu prowirusa. Nieodzownymi elementami bioragcymi udziat
Ww inicjacji transkrypcji sg trzykrotnie powtorzone, 21 nukleotydowe regiony TRE. Do tych
sekwencji przytaczajg si¢ trzy czynniki transkrypcyjne CREB, AFT-1 i AFT-2, a ich poziom
wigzania z regionem TRE regulowany jest przez biatko Tax, bedace gldownym biatkiem
transaktywujacym BLV (Willems i wsp., 1987a). Przed rozpoczeciem transkrypcji Tax wiaze
si¢ rowniez z koaktywatorami p300/CBP wykazujacymi aktywno$¢ acetylotransferazy
histonowej. Acetylacja histondow promuje dostepnos¢ DNA do kompleksow bialek
transkrypcyjnych, utatwiajac ,,odprezenie” struktury chromatyny i zwicksza transkrypcje
gendw wirusowych. Czasteczki genomowe BLV transkrybowane s3 przez komodrkowa
polimerazg RNA.

Inicjacja transkrypcji BLV moze zachodzi¢ takze na drodze niezaleznej od biatka Tax.
Odpowiedzialnymi sg za to regiony zlokalizowane w U5 5’LTR, ktore posiadaja zdolno$¢
wigzania si¢ z czynnikami IRF-1 i IRF-2 (Kiermer i wsp., 1998). Ponadto, mi¢dzy regionami
TRE znajduja si¢ miejsca wigzania kB, ktére aktywuja transkrypcje BLV w obecnos$ci czynnika
NF-«B i1 Tax. W poczatkowym okresie zakazenia jak rowniez podczas okresu latencji wirusa w
zakazonych limfocytach B (ekspresja Tax jest stabo wykrywalna) aktywowany czynnik NF-xB
moze inicjowa¢ transkrypcje prowirusa BLV na poziomie podstawowym. Ta podstawowa
transkrypcja moze prowadzi¢ do syntezy Tax, ktory wraz z NF-kB synergistycznie aktywuje
transkrypcje BLV (Brooks 1 wsp., 1998).

W wyniku transkrypcji powstaje mRNA, ktorego transport z jadra komorkowego do
cytoplazmy zachodzi przy udziale bialek komoérkowych oraz wirusowego biatka Rex.
Czasteczki mRNA BLV podlegaja translacji na biatka, ktore przechodzg modyfikacje na drodze
glikozylacji, mirystylacji, fosforylacji i rozszczepienia z wykorzystaniem organelli 1 uktadow
enzymatycznych zakazonej komorki (Sagata 1 wsp., 1985). Czasteczka wirionu formowana jest
przez potaczenie biatek wirusa, enzyméw i1 genomowego RNA przy btonie plazmatycznej
komorek. Paczkowanie potomnego wirionu nastepuje przez wyspecjalizowane domeny w
podwojnej warstwie lipidowej blony komorkowej gospodarza, gdzie cze$¢ wewnetrzna wirionu
uzyskuje swoja zewnetrzng otoczke. Nastgpnie kodowana przez wirusa proteaza katalizuje
rozszczepienie prekursorowego biatka Gag-Pol, co prowadzi do powstania dojrzatego wirionu

(Gillet i wsp., 2007).

14



1.3.3. Poliklonalna ekspansja zakazonych limfocytow B

Prowirusowy DNA preferencyjnie integruje si¢ z aktywnie transkrybowanymi regionami
genomu gospodarza, co umozliwia aktywng replikacje¢ wirusa i wytwarzanie wirionOw
potomnych we wczesnym okresie zakazenia (Barez i wsp., 2015). Po okresie utajenia,
trwajacym najczesciej od 2 do 4 tygodni po zakazeniu, pojawia si¢ humoralna reakcja
immunologiczna organizmu gospodarza przeciwko wirusowej glikoproteinie gp51 i biatku
kapsydu p24. Niemal jednoczes$nie z okresem serokonwersji pojawiaja si¢ rowniez limfocyty
cytotoksyczne (ang. cytotoxic T-lymphocytes, CTL) o swoisto$ci anty-gp51 i anty-Tax oraz
limfocyty T pomocnicze CD4+ przyczyniajace si¢ do szybkiego wzrostu ogodlnej liczby
limfocytow CD8+ (Stone i wsp., 2000). Badania wykazuja, ze zdecydowana wigkszos¢
limfocytow B, ktéra ulegta zakazeniu BLV w pierwszych tygodniach infekcji nie przezywa.
Zbadano, ze klony limfocytow B niosace prowirusowe DNA zintegrowane w poblizu aktywnie
transkrybowanych genéw wykazuja wyzsza podatno$¢ na zniszczenie. Obecnie przyjmuje sig,
ze silniejsza selekcja negatywna skierowana przeciwko prowirusom zlokalizowanym w poblizu
gendw jest wynikiem zwigkszonej ekspresji wirusa i tym samym wigkszej ekspozycji na uktad
odpornos$ciowy gospodarza (Gillet 1 wsp., 2013). Powoduje to, ze gldwnym mechanizmem
rozprzestrzeniania si¢ wirusa w pozniejszym okresie zakazenia staje si¢ proliferacja (ekspansja
klonalna) latentnie zakazonych limfocytow B, nie wykazujacych ekspresji biatek wirusowych
na powierzchni komorki (Gillet i wsp., 2013; Florins i wsp., 2012). Jest to typowy dla BLV stan
latencji, potwierdzony brakiem wykrycia ekspres;ji bialek antygenowych takimi technikami jak
ELISA, metoda immunoprecypitacji czy Western blot. Nie mniej jednak zastosowanie
sortowania komorek krwi obwodowej metoda cytometrii przeplywowej 1 wykonanie reakcji
amplifikacji czulg technikg RT-PCR, wykazalo ekspresj¢ mRNA fax/rex w pojedynczych
limfocytach B, co towarzyszylo utrzymujacej si¢ limfocytozie (Gillet 1 wsp., 2007). Obecno$¢
transkryptow BLV w pojedynczych komodrkach jest zwigzana ze strategia propagacji wirusa,
ktora polega na indukowaniu proliferacji zakazonych komorek limfocytow za pomoca

wirusowych biatek regulatorowych, takich jak biatko Tax (Gillet i wsp., 2013).
1.3.4. Prowirusowe DNA

Poziom prowirusowego DNA (ang. proviral load, PVL) przedstawiany najcze¢sciej jako liczba
kopii prowirusa w genomowym DNA w leukocytach krwi, stal si¢ w ostatnich latach
przedmiotem badan dotyczacych tworzenia nowych strategii kontroli zakazen BLV. Mozliwos¢
identyfikowania prowirusowego DNA jest pomocna jako skuteczna metoda diagnostyczna do

okreslenia statusu zakazenia BLV, szczegdlnie w sytuacji kiedy badanie serologiczne daje
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niejednoznaczny wynik. Drugim elementem badania liczby kopii prowirusowego DNA jest
mozliwo$¢ odniesienia tych wartosci jako elementu prognostycznego, zwigzanego z
okreslonym przebiegiem zakazenia i choroby. U zakazonych kréw posiadajacych wysokie
wartosci PVL wystepuje potencjalnic wyzsze prawdopodobienstwo rozwoju formy PL oraz
formy guzowatej EBB (Kobayashi i wsp., 2019). Ponadto u zwierzat, z oznaczong wysokg
warto$cig PVL, wystepuje o wiele wigksze ryzyko zakazenia bydta w poréwnaniu z tymi o
niskich warto$ciach PVL; z tego wzglgdu zdolnos¢ identyfikacji kréw o wysokim PVL stanowi
aktualnie przedmiot wzmozonego zainteresowania. Badania przeprowadzone w stadach bydta
mlecznego wykazaty, ze rozprzestrzenieniec BLV w stadzie zostalo ograniczone poprzez
zidentyfikowanie i eliminacj¢ kréw, u ktérych wartosci PVL byty najwyzsze, podczas gdy w
stadach, w ktorych zidentyfikowano krowy o wysokich wartosciach PVL, ale ich nie usunigto,
rozprzestrzenienie si¢ wirusa BLV w stadzie nie zostalo ograniczone mimo zastosowania
innych metod kontroli zakazen (Ruggiero i wsp., 2019; Bartlett i wsp., 2019). W rezultacie
szeregu badan wykazano, zwigzek pomiedzy polimorfizmem genu BOLA-DRB3 a
podwyzszonymi warto$ciami PVL u krow zakazonych BLV. W szczegdlnosci wykazano, ze u
osobnikow u ktorych wystepuje allel BoLA klasy II DRA/DRB3*0902 istnieje nizsze
prawdopodobienstwo wystapienia wysokich wartosci PVL (Forletti i wsp., 2013; Hayashi i
wsp., 2017). Natomiast wystepowanie allelu BoLA DRB3*1501, zwigzane bylo z wigkszym
prawdopodobienstwem podwyzszonych wartosci PVL. Obserwacje te zostaly niedawno
potwierdzone u doswiadczalnie 1 zakazonych cielat, o réznych profilach haplotypu BoLA
(Forletti i wsp., 2020). Inne czynniki ryzyka, jakie towarzysza podwyzszonej wartosci PVL u
bydta mlecznego, obejmuja wyzszy wiek oraz utrzymywanie krow w oborach
wolnostanowiskowych lub stad zarodowych z zastosowaniem naturalnego zaptodnienia (Ohno
i wsp., 2015). Ponadto obserwuje si¢ umiarkowang, dodatnig korelacj¢ pomigdzy wartoSciami
PVL a liczbg limfocytow. W badaniach, jakim objeto bydto mleczne rasy holsztynskiej
zdecydowana wigkszos¢ krow zakazonych BLV z wysoka limfocytoza wykazywala takze
wysokie wartosci PVL (Juliarena i wsp., 2007; Alvarez i wsp., 2013). Odrebne badania stad
bydla rasy migsnej Wagyu potwierdzity zwigzek miedzy podwyzszonym PVL a wysokim
poziomem limfocytow, jak rowniez wykazaly zwiazek mie¢dzy podwyzszonym PVL a
wyzszym wiekiem (Nakada i wsp., 2018). Nadal wiele aspektow determinujacych liczbe kopii
prowirusa w genomowym DNA w leukocytach krwi obwodowej nie zostato jeszcze do konca
poznanych i wymaga dalszych badan. Innym aspektem wymagajacym badan jest okreslenie
zalezno$ci migdzy wartosciami PVL a r6znymi wariantami genetycznymi BLV, co to tej pory

byto przedmiotem ograniczonych badan (Murakami i wsp., 2019).
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1.4. Zmiennos$¢ genetyczna BLV

Obecnie znanych jest 11 podstawowych genotypéw BLV (oznaczonych jako G1 do G11).
Dodatkowo kazdy z nich mozna podzieli¢ na wiele podtypdw, a wystepowanie ich zwigzane z
poszczegbdlnymi obszarami geograficznymi. W Polsce dominuje genotyp 4, cho¢ obserwuje si¢
roéwniez wystepowanie genotypu 7 oraz 8. Uwaza si¢, ze wszystkie obecnie znane genotypy
BLV nie rdznig si¢ pod wzgledem zakaznosci 1 patogennosci, jednak szczegdtowe badania pod
tym katem nie zostaty do tej pory przeprowadzone. Analiza molekularna izolatow terenowych
BLV wykazuje wysoki stopien homologii migdzy sekwencjami w poréwnaniu do zmienno$ci
genetycznej wystepujacej w obrebie pozostatych rodzajow w obrgbie rodziny Retroviridae.
Analiza sekwencji nukleotydowych dwoch izolatéw terenowych BLV, oznaczonych jako
K02120.1 (wyizolowanego w 1984 roku od bydta domowego) i MF580992 (wyizolowanego w
2016 od jaka domowego) wykazata 94.5% identycznosci sekwencji w obrebie calego genomu,
96,6% w obrgbie regionu LTR, 95,0% w obrebie genu kodujacego glikoproteing
powierzchniowa gp51 1 93,6% w obrgbie genu kodujacego biatko Tax. Wyniki te zostaty
potwierdzone w toku dalszych analiz, gdy porownywano wigkszg liczbe izolatow (Zhao i wsp.,
2007; Rola-Luszczak i wsp., 2013; Polat i wsp., 2016; Panei i wsp., 2013). Zmiany w obrebie
genomu wirusa moga pojawia¢ si¢ w wyniku dzialania bardzo réznych czynnikéw. Jednak
wickszos¢ tych zmian jest wynikiem nieprecyzyjnego kopiowania genomdéw wirusa.
Wykazano, ze odwrotna transkryptaza, pozbawiona jest aktywno$ci naprawczej, stad tez
katalizowane przez nig reakcje sg gtdwnym zrodiem mutacji. Pomimo tego faktu, z dostgpnych
dotad danych wynika, ze odwrotna transkryptaza (RT) BLV kopiuje czasteczki genomowe z
10-krotnie wyzsza doktadnoscia (4.8 x 107 par zasad podczas jednego cyklu replikacyjnego w
badaniach in vitro) niz RT innych wirusow (3.4 x 10~° pz wirus HIV, 5.9 x 10°pz wirus ptasiej
mieloblastozy, 3.3 x 10~ pz wirus mysiej bialaczki Moloneya oraz 1.2 x 10~° pz wirus ptasiej
martwicy $ledziony), co jest typowe dla wszystkich wirusow z rodzaju Deltaretrovirus
(Johnson i wsp., 1991; Preston i wsp., 1988; Roberts i wsp., 1988; Mansky i wsp., 1994).
Zmienno$¢ genetyczng wirusa BLV w warunkach in vivo zbadano na przyktadzie owiec
eksperymentalnie zakazonych (klonem infekcyjnym pBLV344). Analiza zmian w sekwencjach
genu env i regionu LTR BLV pochodzacych od owiec asymptomatycznych wykazata tempo
substytucji 0,009% i 0,034% nukleotydow /rok (Willems i wsp., 1993). Odsetek mutacji u
owiec, u ktérych rozwingta si¢ biataczka, wynosit 0,043% 1 0,041% zmian nukleotydow /rok,
odpowiednio w genie env i LTR. Dane te wskazuja na niski poziom zmienno$ci BLV in vivo u
zwierzat asymptomatycznych jaki prezentujacych objawy kliniczne (Willems i wsp., 1995).

Najczg$cie] pojawiajacymi si¢ mutacjami w obrgbie genomu wirusa s3 substytucje
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nukleotydowe - tranzycje. Zdecydowanie rzadziej obserwuje si¢ transwersje, delecje, insercje,
duplikacje czy zmiany ramki odczytu. Stosunkowo niedawno, zidentyfikowano réwniez w
probkach krwi pobranych od zakazonych BLV kréw z przewlekta limfocytoza réznorodna
populacje BLV zlozong z quasi —gatunkow czyli spokrewnionych ze sobg wariantow wirusa
(Zyrianova i wsp., 2018; Zyrianova i wsp., 2020). Zjawisko to wystepuje w obrebie
retrowirusOw z rodzaju Lentivirus, gdzie obecno$¢ quasi — gatunkow jest jednym z
mechanizméw prowadzacych do ominigcia odpowiedzi immunologicznej i powstawania
odpornosci na leki przeciwwirusowe (Domingo, 2020).
Zainteresowani zmienno$cig genetyczng wirusa BLV badacze skupiajg swojg uwage gtownie
na glikoproteinie powierzchniowej (gp51) wirusa odpowiedzialnej za wigzanie z receptorem
komorki gospodarza, determinacje¢ tropizmu BLV, jak réwniez bedacej pierwszym antygenem
rozpoznawanym przez komorki uktadu immunologicznego zakazonych zwierzat. Analogicznie
do innych retrowirusow, glikoproteina gp51 zawiera domene wigzaca receptor (ang. receptor
binding domain, RBD) formowang gtownie przez epitopy konformacyjne F, G i H, epitopy
CD4" i CD8" i domeny neutralizujgce (ND1, ND2) decydujgce o zakazno$ci wirusa oraz
tworzeniu syncytiow. Dane literaturowe szeroko opisuja mutacje, w obrgbie regionéw genu env
kodujacych determinanty antygenowe u innych retrowiruséw, ktére generuja powstawanie
wariantow wirusa niekontrolowanych przez uktad immunologiczny (Kato i wsp., 1999;
VandeWoude i wsp., 2006). Badania na obecnos¢ selekcji pozytywnej w genie env kodujacym
gp51 BLV wykazaty wystepowanie tego zjawiska w obrebie epitopow konformacyjnych G 1
liniowych epitopéw D, D’ (Nei i wsp., 1986; Zhao i wsp., 2007; Pluta i wsp., 2017).
Szczegbdlowa analiza komputerowa pojedynczych kodondéw przeprowadzona dla 256 sekwencji
kodujacych gp51 wykazata istnienie selekcji pozytywnej w szeSciu pozycjach
aminokwasowych. Wytonione reszty aminokwasowe 48, 74 i 82 obejmowaly potozeniem
aminokwasy w konformacyjnym epitopie G, reszty 133 i1 142 byly zlokalizowane w domenie
ND2 pokrywajacej si¢ z peptydem wigzacym cynk, natomiast reszta 291 znajdowala si¢ w
liniowym epitopie A (Pluta i wsp., 2018). Uwaza si¢ Zze, mutacje w obrebie tych epitopéw moga
indukowaé synteze przeciwcial o zmienionym powinowactwie niz te, indukowane przez
szczepy referencyjne BLV stosowane w serologicznych testach diagnostycznych. Dotychczas,
opisano liczne mutacje w domenie wigzacej receptor (RBD) skutkujgce zmianami w sekwencji
aminokwasowej, jednak nie zaobserwowano bezposredniego zwigzku miedzy tymi mutantami
a zmieniong odpowiedzig humoralng organizmu gospodarza.

Kolejnym regionem genomu BLV, w ktorym badano zmienno$¢ genetyczng wirusa jest

region LTR. Region ten zawiera szereg sekwencji regulatorowych zaangazowanych w

18



ekspresj¢ wirusa oraz determinujagcych tropizm do okreslonych komorek organizmu
gospodarza. Wystepowanie mutacji w sekwencjach wzmacniaczy i promotorow LTR, moze
uniemozliwia¢ efektywne wigzanie si¢ czynnikdw transkrypcyjnych do LTR i przyczyni¢ si¢
do obnizenia lub podwyzszenia poziomu transkrypcji wirusa zaleznie od lokalizacji mutacji
(Radke i wsp., 1992). W tym wzgledzie badanic nowych mutacji w obrebie regionow
regulatorowych LTR jest szczeg6lnie istotne, zwtaszcza w konteks$cie pojawiania si¢ nowych
zakazen 1 ich wczesnej diagnostyki. Badania Merezaka i wsp. wykazaly, iz suboptymalne
sekwencje CRE (AGACGTCA, TGACGGCA, TGACCTCA) sg niezbedne dla replikacji
wirusa, a mutacje w tych sekwencjach sg jednym z elementow utatwiajacych ucieczke wirusa
przed uktadem odpornosciowym (Merezak i wsp., 2001). Dowodem tego jest fakt, ze
mutageneza w tych suboptymalnych sekwencjach zwigkszala powinowactwo wigzania
czynnikow ATF i CREB do sekwencji CRE, wptywajac tym samym na wydajno$¢ promotora,
ale zdecydowanie ostabiata replikacje¢ wirusa in vivo. Kolejnym regionem uczestniczagcym w
regulacji procesu transkrypcji BLV jest sekwencja k3, wewnatrz ktorej znajduje si¢ miejsce
wigzania czynnikéw transkrypcyjnych PU.1 oraz Spi-B. Wykazano, iz mutacja (GGAA »
CCAA) w tej sekwencji znaczaco obnizala stopien wigzania powyzszych czynnikow
(Dekoninck i wsp., 2003), redukujac poziom transkrypcji prowirusa. Kolejny region R, zawiera
sekwencje DAS (ang. downstream activator sequence) wraz z motywem E box (5-CACGTG-
3) rozpoznawanym przez czynniki USF1 i USF2. Badania wykazaly, ze mutacje w motywie E
box (CATATG oraz CACGGA) uniemozliwialy przytaczanie si¢ USF1 oraz USF2 oraz
powodowaty spadek ekspresji genéw wirusa (Calomme i wsp., 2002). Ostatni region U5
zawiera miejsce wigzania (5- TACTTTCTGTTTCTCG-3) dla IRF (ang. interferon regulatory
factor), odpowiedzialnego za niezalezng od Tax ekspresj¢ BLV we wczesnym etapie infekcji
(Zhao i wsp., 2007). Zaobserwowano, ze trzy pojedyncze mutacje (5-
TACAGTCTGTGTCTCG-3) znaczaco obnizaly stopien wigzania IRF, co w konsekwencji
prowadzito do dwukrotnego spadku ekspresji genow wirusowych (Kiermer i wsp., 1998).
Generalnie, obserwacje te wskazuja, ze zaleznie od lokalizacji miejsca docelowego dla danego
czynnika transkrypcyjnego w obrebie sekwencji LTR, indukowana jest pozytywna lub
negatywna regulacja transkrypcji (Xiao i wsp., 1998). Jednak wigkszos$¢ powyzszych wynikoéw
badan pochodzi z obserwacji in vitro, przy wykorzystaniu mechanizméw mutagenezy
ukierunkowanej i istnieje ograniczona liczba badan odnoszacych si¢ do wystepowania mutacji
w regionie LTR u zwierzat naturalnie zakazonych BLV. Zhao i wsp. w oparciu o badanie
sekwencji LTR 52 izolatow BLV, z roznych regionéw geograficznych §wiata, wykazali stopien

zroznicowania sekwencji na poziomie 2.45% (Zhao i wsp., 2007). W podobnych badaniach
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Hirsch i wsp. w oparciu o analiz¢ sekwencji LTR 22 izolatéw terenowych BLV z Brazylii,
przeprowadzili analiz¢ filogenetyczna rdznicujac pie¢ grup i potwierdzajac wystepowanie
licznych mutacji nukleotydowych, przy czym az 40% z nich zlokalizowanych bylo w
subregionie R-U5 (Hirsch i wsp., 2015). Na podstawie badan wtasnych, przeprowadzonych w
oparciu o analiz¢ 5 izolatow terenowych BLV z Polski (Pluta A., 2015), wykazano
wystepowanie szeregu mutacji w miejscach wigzania czynnikdéw transkrypcyjnych w obrgbie
sekwencji TATA box, TRE, NF-kf3 oraz IRF. W powyzszych badaniach nie analizowano
jednak funkcjonalnego znaczenia tych mutacji w aspekcie poziomu transkrypcji
prowirusowego DNA. Mozna jednak zatozy¢ istnienie takiego zwigzku podobnie jak
opisywano to w przypadku zakazen wirusem HTLV-1 u asymptomatycznych pacjentow,
wykazujac istnienie korelacji pomiedzy mutacjami punktowymi w LTR 1 poziomem
prowirusowego DNA (Neto i wsp., 2011). Podobnie, w odniesieniu do wirusa HIV-1
wykazano, ze mutacje w regionie LTR badanych subtypow A-G wirusa generuja subtelne
réznice w aktywnos$ci promotora, ktore mialy znaczacy wplyw na kinetyke replikacji wirusa i
byly podstawg stwierdzenia znacznych rdéznic biologicznych pomigdzy poszczegdlnymi
podtypami HIV-1 (Jeeninga i wsp., 2000). W patogenezie zakazen BLV krytycznym
elementem bioragcym udzial w procesie transkrypcji prowirusowego DNA jest wspomniane
biatko Tax, ktore, jako transaktywator, oddzialuje na sekwencje wzmacniajace transkrypcje tj.
TRE w regionie U3, za posrednictwem tworzenia si¢ kompleksu z czynnikami komorkowymi:
ATF1, ATF2 oraz CREB. W sktad sekwencji biatka Tax wchodzg trzy gtéwne domeny, motyw
palca cynkowego - domena biorgca bezposredni udzial w zwigzaniu czasteczki kwasu
nukleinowego, region bogaty w powtodrzenia leucynowe - wigzacy réznego rodzaju ligandy
komorkowe oraz region regulatorowy, odpowiedzialne za aktywacj¢ promotora w obrebie
LTR, ekspresj¢ i propagacje wirusa in vitro, indukcje apoptozy oraz ekspresje licznych genow
komorkowych (c-fos, AP-1, GTP). Arainga i wsp. wykazatl, ze mutacje aminokwasowe D247G
oraz S240P w regionie regulatorowym Tax wptywaja odpowiednio na regulacj¢ pozytywna lub
negatywng transkrypcji (Arainga i wsp., 2012).
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2. Cel i zakres pracy

Celem pracy byta ocena wystepowania 1 charakteru mutacji w regionach
regulatorowych LTR i genie tax wirusa enzootycznej biataczki bydta (BLV) i okreslenie

zwigzku tych mutacji z aktywnos$cig transkrypcyjng wirusa i poziomem prowirusowego DNA.

Zadania szczegdlowe obejmowaly:

1. Analiz¢ molekularng 1 filogenetyczng sekwencji LTR izolatow BLV bedacych
przyczyng tzw. zakazen nowopojawiajacych si¢ oraz zakazen wystepujacych
endemicznie na terenie Polski 1 innych sgsiadujacych krajow (praca IL.1, 2, 3).

2. Wykazanie zwigzku migdzy okreslonymi mutacjami w obrebie regionu LTR 1 biatka
Tax a aktywnos$cig transkrypcyjng BLV in vitro. Analizie zostat poddany prowirusowy
DNA BLV uzyskany z zakazen definiowanych, jako tzw. nowopojawiajace si¢ w
stadach, ktore uprzednio uzyskaty status wolnych od biataczki bydta (praca I1.2).

3. Wykazanie czy istnieje korelacja migdzy okreslonymi mutacjami w regionie LTR,
biatku Tax i regionie kodujacym czasteczki miRNA a poziomem prowirusowego DNA

w leukocytach krwi obwodowej (praca 11.2, 3).
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3. Omoéwienie uzyskanych wynikéow badan

Szczegdlowy opis materiatow, metodyki i wynikdéw badan wraz z dyskusjg zawarty jest

w publikacjach sktadajacych si¢ na niniejszg rozprawe doktorska.

praca 1.1

Pluta A, Rola-Luszczak M, Douville RN, Kuzmak J. Bovine leukemia virus long terminal
repeat variability: identification of single nucleotide polymorphisms in regulatory sequences.
Virology Journal 2018, 25; 15(1):165.

Cel pracy 1 uzasadnienie badan

Badanie zmienno$ci oraz ewolucji BLV jest istotnym zagadnieniem, w szczegolnosci w
obszarze molekularnej diagnostyki zakazen oraz identyfikacji nowych wariantow
genetycznych wirusa, warunkujgcych cechy funkcjonalne wirusa. Celem pracy byta analiza
molekularna 1 filogenetyczna sekwencji LTR izolatow terenowych BLV wystepujacych u
zakazonego bydla w krajach Europy Srodkowo-Wschodniej. Nalezy podkresli¢, ze badanie
polimorfizmu sekwencji LTR, na tak duzej liczbie izolatow BLV, podjeto w Europie po raz
pierwszy.

Material i metody

Material badawczy w postaci 47 probek krwi petnej oraz surowicy krwi pochodzit od krow ze
stad w Polsce, uznanych za wolne od EBB, u ktérych zanotowano przypadki nowych zakazen.
Probki zostaly pobrane przez powiatowych lekarzy weterynarii w latach 2013-2016 z 8
wojewodztw i1 przesylane do laboratorium PIWet-PIB w Putawach. Diagnostyke serologiczng
BLV przeprowadzono z wykorzystaniem testu ELISA (IDEXX, blocking ELISA). Genomowy
DNA izolowano z leukocytow krwi bydta przy uzyciu zestawu DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen). Dodatkowo do badan wilaczono 5 probek genomowego DNA wyizolowanych z
leukocytow krwi bydta w Polsce w 2009 roku (Rola-Luszczak i wsp., 2013a) i 12 probek
genomowego DNA pochodzacych z terendéw endemicznych BLV Motdawii, Chorwacji,
Ukrainy i Rosji, pobranych w latach 2009-2012, w ramach wspolnych badan. W celu
amplifikacji calego regionu LTR opracowano nowa metode tzw. OE-PCR (ang. overlap
extension PCR). Zestaw trzech specyficznych par starteroOw zaprojektowano na podstawie
sekwencji LTR prowirusa BLV wyizolowanego z linii komoérkowej FLK/BLV (nr akcesyjny
GenBank: EF600696). Optymalizacj¢ przebiegu reakcji przeprowadzono na aparacie T-
Personal Thermo-cycler (Biometra) z wykorzystaniem DNA wyizolowanego z hodowli
FLK/BLV. Przy uzyciu metody OE-PCR amplifikowano fragment o dlugosci 914 pz, a
nastepnie po oczyszczeniu produktow amplifikacji poddano je sekwencjonowaniu metoda

Sangera. Otrzymane sekwencje analizowano przy uzyciu programu Geneious Pro 5.5.9
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(Biomatters Ltd). Do poréwnania otrzymanych 64 sekwencji 1 analizy filogenetycznej uzyto
dodatkowo 17 sekwencji, dostgpnych w bazie GenBank, reprezentujacych 10 dwcze$nie
znanych genotypow BLV. Aby ustali¢ czy analizowane sekwencje regulatorowe w obrgbie
subregionow LTR znajdowaly si¢ pod wplywem presji selekcyjnej obliczono stosunek
podstawien nukleotydow w sekwencjach regulatorowych (VR) do podstawien nukleotydow w
sekwencjach nieregulatorowych (VNR), a gdy otrzymany wynik przedstawial warto$¢
VR/VNR >1 wnioskowano o dziataniu presji selekcyjnej. Aby ustali¢ czy zidentyfikowane
mutacje mogg modyfikowac¢ miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych przeprowadzono
analize in silico na serwerze multiTF (http://multitf.dcode.org).

Rezultaty badan i ich interpretacija

Zmienno$¢ genetyczng badanych izolatdow (n=64) analizowano w odniesieniu do sekwencji
referencyjnych izolatbw BLV pochodzacych z Japonii, Myanmar, Stanow Zjednoczonych,
Kostaryki 1 krajow Ameryki Potudniowej (n=17). Wartosci dystansu genetycznego miedzy
badanymi sekwencjami wahaty si¢ w zakresie od 0.008 do 0.029 i byty zblizone do wartosci
dystansu genetycznego wyznaczonego miedzy badanymi sekwencjami, a sekwencjami
referencyjnymi od 0.012 do 0.037. Liczbg pojedynczych nukleotydowych polimorfizméow.
(ang. single nucleotide polymorphisms, SNPs) oraz insercji i delecji we wszystkich 64
sekwencjach LTR porownano z sekwencja konsensusowa. Zidentyfikowano 97 mutacji w 89
pozycjach na catej dlugosci sekwencji LTR. Najwyzszy stopieni zmienno$ci odnotowano w
subregionach U3 i U5. Wérdd zmian nukleotydowych w obrgbie regionow regulatorowych
najczesciej obecne byly: substytucja G(-133)A/C w TRE2 substytucja T(-65)C w GRE,
substytucje T(-41)A, T(-37)A i T(-36)C w kasecie TATA, substytucje A(+150)G, T(+161)C,
TC(+188/9)CT i T(+190)C w elemencie DAS. Ponadto wystepowaty w nich delecje w pozycji
C(-72)del w GRE, T(-11)del w CAP i TC(+188/9)del w kasecie C i insercja w T(+191)ins w
DAS.

Analiza filogenetyczna poparta wysokimi wartoSciami prawdopodobienstwa a
posteriori metodg Bayesa wykazala afiliacje 45 sekwencji do genotypu G4, 9 sekwencji do
genotypu G8 oraz przynalezno$¢ 8 sekwencji do genotypu G7. Szczegétowa analiza, poparta
wysokim warto$ciami a posteriori, wykazata przynalezno$¢ tych izolatow do odrebnych
podgrup. Do podgrupy G4-1, G4-11, G4-1V zaklasyfikowane zostatly izolaty wylgcznie z Polski,
natomiast G4-I1I1 zawierata izolaty z Polski, Ukrainy, Rosji i Motdawii. Analogicznie w
genotypie G8 wszystkie izolaty zostaty przypisane do dwoch odrgbnych podgrup G8-11 G8-lI,
ktére zawieraty wytacznie izolaty z Polski lub Chorwacji. Podobnie w genotypie G7, wszystkie

izolaty mozna byto pogrupowaé w obrgbie dwoch podgrup G7-11 G7-11 skupiajacych wylgcznie
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izolaty z Polski lub Motdawii. Ostatecznie, zaobserwowano wyst¢powanie odregbnych
genetycznie podgrup, skupiajacych izolaty ze $ciste okreslonych obszarow geograficznych.

Analiza zalezno$ci miedzy wyodrgbnionymi genotypami i podgrupami wykazata
obecnos¢ 12 specyficznych lub unikalnych substytucji odnoszacych si¢ do poszczegolnych
grup. Pie¢ z tych polimorfizmow wystgpowato w obrgbie regionow regulatorowych LTR. I tak
izolaty zaklasyfikowane do podgrupy G7-1I posiadaty unikalne substytucje G(-133)C w TRE2
I T(+161)C w DAS, izolaty zaklasyfikowane do podgrupy G7-I posiadaty unikalng substytucje
T(-41)A w kasecie TATA, izolaty nalezace do podgrupy G4-1V posiadaty unikalng substytucje
C(+162)T w DAS, natomiast izolaty nalezace do podgrupy GS8-I i II charakteryzowaty si¢
specyficzng substytucjag T(-65)C w GRE. Analiza in silico regionéw regulatorowych
zawierajacych powyzsze substytucje wykazata ze, poza substytucja T(+161)C, pozostate
mutacje modyfikowaty miejsca wigzania czynnikdéw transkrypcyjnych. Na uwage zastuguje
fakt, ze polimorfizmy te wystgpowaly wylacznie w izolatach z okreSlonych obszarow
geograficznych, bowiem substytucja T(-41)A wystepowata wytgcznie w izolatach z Polski,
G(—133)C, T(+161)C wystepowata wytacznie w izolatach z Motdawii, substytucja T(=65)C w
polskich i chorwackich izolatach, za§ C(+162)T wytacznie w rosyjskich izolatach. Ponadto,
zaobserwowano, ze sekwencje polskich izolatow BLV pochodzace z 2009 roku grupowaty si¢
w innych kladach filogenetycznych w poréwnaniu z sekwencjami izolatéw pochodzacych z
przypadkéw nowych zakazen (w latach 2013-2016), co moze $wiadczy¢ miedzy innymi o
ewolucji wirusa w Kierunku powstawania form o odmiennych cechach biologicznych.

Ze wzgledu na znaczng czgsto$¢ wystepowania polimorfizméw w sekwencjach
regulatorowych LTR podjeto probe okreslenia czy analizowane sekwencje znajdowaty si¢ pod
wplywem presji selekcyjnej. W przypadku subregionéw U3 1 US wykazano nizszg zmiennos¢
genetyczng w sekwencjach regulatorowych (VR) od zmienno$ci w obrebie sekwencji
nieregulatorowych (VNR), a stosunek wartosci VR/VNR byt mniejszy niz 1 wskazujac na
dziatanie doboru negatywnego. Z kolei wartos¢ VR dla subregionu R byta wyzsza od warto$ci
VNR wskazujac istnienie pozytywnej selekcji w sekwencji DAS. Szczegolowe badanie doboru
naturalnego w obrebie poszczegolnych podgrup wykazato, iz pozytywna selekcyjna w obrebie
subregionu R byla uwarunkowana duza zmienno$cig genetyczng izolatow nalezacych do
podgrupy G4-III stanowiacej grupg kosmopolityczng oraz polskich izolatow nalezacych do
podgrupy G8-I. Dodatkowo pozytywna selekcje wykryto w subregionie U3 wytacznie wsrod
polskich izolatow zaklasyfikowanych do podgrupy G4-I.

Analiza sekwencji nukleotydowych regionu LTR wykazala male zroéznicowanie

genetyczne badanych izolatéw BLV. Niemniej jednak zidentyfikowano charakterystyczne
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polimorfizmy modyfikujace sekwencje regulatorowe LTR, jak réwniez zmieniajace miejsca
wigzania czynnikow transkrypcyjnych. Wystepowanie tych polimorfizméw bylo
uwarunkowane w wigkszosci przypadkow pochodzeniem geograficznym danego izolatu BLV.
Badania prowadzone z uzyciem sekwencji LTR izolatow pochodzacych z réznych krajow
potwierdzity mozliwos¢ ich stosowania do klasyfikacji genotypow BLV powszechnie
wystepujacych na §wiecie. Jednak uzyskane wyniki nie dawaly podstawy do jednoczesnego
stwierdzenia czy zaobserwowane mutacje w obrgbie sekwencji regulatorowych LTR, bedace
efektem presji selekcyjnej 1 adaptacji wirusa do organizmu gospodarza, moga by¢ podstawg do

wnioskowania o wptywie tych mutacji na poziom replikacji wirusa.

praca 1.2

Pluta A, Willems L, Douville RN, Kuzmak J. Effects of Naturally Occurring Mutations in
Bovine Leukemia Virus 5-LTR and Tax Gene on Viral Transcriptional Activity. Pathogens
2020; 9(10):836.

Cel pracy i uzasadnienie badan

Zwalczanie EBB polega na wczesnym wykrywaniu zakazonych zwierzat i eliminowaniu ich z
hodowli, co jest przyczyng strat ekonomicznych. Dlatego tak istotng rolg przypisuje si¢
diagnostyce zakazeh BLV, w ktorej dominujaca role odgrywa stosowanie metod
serologicznych (ELISA) i molekularnych (wykrywanie prowirusowego DNA metodg PCR).
Jednak cigglym problemem spotykanym w stadach juz uwolnionych, zar6wno w Polsce jak i w
innych krajach, sg tzw. nowopojawiajace si¢ przypadki zakazen BLV. Przypuszcza sig, ze
jednym z czynnikéw determinujacych to zjawisko moze by¢ obecno$¢ wariantow BLV o
obnizonym potencjale replikacyjnym, co w warunkach zakazenia naturalnego charakteryzuje
si¢ niska liczbg kopii prowirusa. Jedng z przyczyn tego zjawiska upatruje si¢ w obnizonym
poziomie transkrypcji wirusa, do ktérej moze dojs¢ na skutek mutacji w regionie
regulatorowym LTR, uniemozliwiajacych efektywne wigzanie czynnikow transkrypcyjnych.
Biorac pod uwage takie zalozenie, nalezy przyjaé, ze poszukiwanie mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw tego zjawiska jest szczegélnie istotne, zwlaszcza w
konteks$cie pojawiania si¢ nowych zakazen i ich wczesnej diagnostyki. Przyjmujac, ze
aktywno$¢ transkrypcyjna BLV w bezposredni sposob determinuje jego poziom replikacji w
zakazonych komorkach, liczbe zakazonych komorek, a takze wptywa na poziom indukowania
odpowiedzi humoralnej, wyniki takich badan bedg pomocne w okresleniu wptywu mutacji w
regionach waznych dla replikacji wirusa na poziom tej replikacji. Pozwoli to okresli¢ role 1

znaczenie zmiennosci genetycznej BLV na wystgpowanie zakazen charakteryzujacych sie
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niska liczbg kopii prowirusa. Sg to wazne elementy, biorgc pod uwage fakt, ze Polska od maja
2017 roku jest krajem wolnym od EBB, jednak choroba ta, zgodnie z przepisami UE i OIE musi
podlega¢ regularnym badaniom monitoringowym.

Cele szczegotowe pracy obejmowaly: 1. analize polimorfizméw regionu LTR u
wyselekcjonowanych wariantéw wirusa BLV z Polski otrzymanych w latach 2013-2018. 2.
konstrukcje wektorow reporterowych zawierajacych region LTR z 15 wariantami
sekwencyjnymi oraz sekwencja referencyjng BLV 344. 3. konstrukcje wektorow ekspresyjnych
zawierajacych gen tax z 15 wariantami sekwencyjnymi oraz sekwencja referencyjng BLV 344.
4. transfekcje linii komorkowej HelLa wektorami zawierajgcymi poszczegodlne warianty
sekwencyjne LTR i1 Tax. 5. ocen¢ poziomu ekspresji genu reporterowego zaleznie od badanych
wariantow. 6. Korelacj¢ otrzymanych wynikow z poziomem prowirusowego DNA.

Material i metody

Material do badan stanowilo 106 probek genomowego DNA pochodzacych od krow
serologicznie dodatnich z potwierdzong obecno$cia prowirusowego DNA. Zwierzgta te
pochodzity z 51 stad wystepujacych na obszarach Polski uznanych za wolne od EBB i
reprezentujacych przypadki nowych zakazen. Przy uzyciu metody OE-PCR amplifikowano
region LTR, a nastepnie po oczyszczeniu produktow amplifikacji poddano je
sekwencjonowaniu metoda Sangera. Otrzymane sekwencje analizowano przy uzyciu programu
Geneious Pro 5.5.9 (Biomatters Ltd). Liczbe polimorfizmow we wszystkich 106 sekwencjach
LTR pordéwnano z sekwencja referencyjna BLV 344 (nr akcesyjny GenBank: JC613347.1). W
oparciu o klasyfikacj¢ sekwencji do poszczegdlnych genotypow i podgrup filogenetycznych,
lokalizacj¢ polimorfizméw w elementach regulatorowych sekwencji oraz czgstos¢
wystepowania zidentyfikowanych mutacji w analizowanych sekwencjach, do dalszych badan
wybrano 15 reprezentatywnych wariantow sekwencyjnych LTR. W celu amplifikacji catego
genu tax opracowano nowg wlasng metode nested PCR. Czterdziesci trzy probki genomowego
DNA amplifikowano przy uzyciu dwoch par specyficznych starterow, produkty amplifikacji
poddano sekwencjonowaniu, za$ uzyskane sekwencje porownywano do sekwencji izolatu
referencyjnego BLV 344. Do dalszych badan przeznaczono 15 sekwencji genu tax
pochodzacych z probek genomowego DNA, z ktérych uzyskano reprezentacyjne warianty
sekwencyjne LTR.

W celu uzyskania wektoréw zawierajacych poszczegdlne warianty sekwencyjne regionu LTR
oraz genu tax potrzebnych do przeprowadzenia analiz funkcjonalnych, wykonano szereg
procesoOw obejmujacych: reakcje PCR majaca na celu synteze poszczegdlnych wariantow

sekwencji LTR i genu tax, przygotowanie plazmidow, transformacj¢ bakterii kompetentnych
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plazmidem z wprowadzonym konstruktem, namnozenie odpowiednich klonow, izolacje
plazmidowego DNA, analize restrykcyjng oraz reakcje sekwencjonowania. Wykorzystujac
polimeraze¢ Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs), wykazujaca
aktywnos$¢ egzonukleazy 3°-5° oraz specjalnie zaprojektowane startery, otrzymano wymagane
warianty sekwencyjne LTR i tax, zawierajace okreslone miejsca restrykcyjne. W pierwszym
etapie klonowania wszystkie warianty LTR i tax ligowano do wektora pMiniT 2.0 przy uzyciu
zestawu NEB PCR Cloning Kit (New England BioLabs). W celu wklonowania fragmentu LTR
do wektora pGL4.11(luc2P) (Promega) plazmidowy DNA z namnozonych klonéw
bakteryjnych z odpowiednim wariantem sekwencyjnym, trawiono enzymami restrykcyjnymi
Nhel i HindIIl, a nastgpnie przeprowadzono reakcj¢ ligacji z wykorzystaniem ligazy T4
(Promega). W celu wklonowania fragmentu tax do wektora ekspresyjnego pSG5 plazmidowy
DNA z odpowiednim wariantem sekwencyjnym oraz wektor, trawiono enzymami
restrykcyjnymi Clal-Sacl, a nastepnie przeprowadzono ligacje. W celu uzyskania wigkszej
ilosci plazmidowego DNA o wysokim stopniu czystosci i wolnego od endotoksyn, prowadzono
izolacje plazmidowego DNA w duzej skali z wykorzystaniem zestawu Plasmid Maxi Kit
(Qiagen). W przeprowadzonym doswiadczeniu wykorzystano linie¢ komoérkowa HelLa.
Komoérki HeLa transfekowano plazmidem pGL4.11 zawierajacym gen lucyferazy oraz
odpowiedni wariant sekwencyjny regionu LTR, oraz plazmidem ekspresyjnym zawierajagcym
odpowiedni wariant sekwencyjny genu tax przy uzyciu zestawu TransIT-LT1 Transfection
Reagent (Mirus). Wydajno$¢ transfekcji oceniano po 24 godzinach, na podstawie luminescencji
emitowanej przez lucyferaz¢ pochodzaca z zebroptawa (Renilla reniformis). Badanie
aktywnos$ci roznych wariantow sekwencyjnych LTR przeprowadzano z uzyciem zestawu
odczynnikow Dual Luciferase Reporter Assays System (Promega) przy pomocy luminometru
(Thermo Labsystems). Po 24 godzinach inkubacji, transfekowane komorki poddawano lizie z
uzyciem Passive Lysis Buffer (Promega). Pomiar aktywnosci lucyferazy polegal na podaniu
odpowiedniego substratu 1 pomiarze intensywnosci emitowanej luminescencji. W celu
wykrycia prowirusowego DNA BLV w leukocytach krwi bydta uzyto technike real time PCR,
oparta na amplifikacji fragmentu 120 par zasad z obszaru genu pol z uzyciem sondy typu
TagMan i r6znych rozcienczen plazmidowego DNA (Rola-Luszczak i wsp., 2013b). Analiza
statystyczna uzyskanych wynikow wykonana zostata w programie STATISTICA 10 (StatSoft).
Prezentowane wyniki do$wiadczen stanowig $rednig pomiard6w uzyskanych z trzech
oddzielnych powtorzen kazdego eksperymentu. Do oszacowania wptywu mutacji w odcinkach

regulatorowych na poziom aktywnosci lucyferazy oraz w do poréwnania poziomu aktywnos$ci
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promotora z poziomem tadunku prowirusowego DNA zastosowano nieparametryczny test U
Manna — Whitneya.

Rezultaty badan i ich interpretacija

Otrzymane sekwencje nukleotydowe LTR (n=106) 1 aminokwasowe biatka Tax (n=43) zostaty
zestawione 1 wzajemnie dopasowane (multiple alignment), a nast¢pnie poroOwnywane z
sekwencjami BLV 344 w celu analizy polimorfizméw pomiedzy sekwencjami. W wyniku
przeprowadzonych analiz wykryto szereg istotnych polimorfizméw w obrgbie regionow
regulatorowych w odcinku U3 LTR tj.: A(-137)G 1 A(—135)G w regionie podobnym do
miejsca wigzania jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-«B (tzw. kB-like site), C(—65)T w
GRE; G(—43)T 1 T(—41)A w kasecie TATA, A(—=37)T i C(—36)T w miejscu wigzania biatka
TBP (ang. TATA Box binding protein); oraz w odcinku R: T(=11)del w CAP, A(+150)G w
kasecie A DAS, TC(+188/9)CT, CT(+191/2)del i T(+190)C w kasecie C region DAS.

Analiza sekwencji aminokwasowych biatka Tax wykazata wystepowanie mutacji w regionach
regulatorowych zwigzanych z procesem transkrypcji tj.: E(42)K w domenie cynkowej, T(152)I,
L(161)S, L(173)P, R(183)K i I(186)T w domenie aktywacji transkrypcji, C(257)G, C(257)Y,
C(257)F, D(258)N i S(265)G w domenie wiclofunkcyjnej. Kolejnym etapem badan
prowadzacych do analizy funkcjonalnej zmian sekwencyjnych w odcinkach LTR i Tax byto
uzyskanie wektoréw z odpowiednim wariantem sekwencyjnym oraz zastosowanie ich do
transfekcji linii komorkowej HelLa. Komorki HelLa byly transfekowane w nastepujacym
ukladzie: 1) kotransfekcja wektorem reporterowym pGL4.11(Iuc2P) zawierajagcym gen
lucyferazy oraz odpowiedni wariant sekwencyjny LTR, oraz wektorem pGL4.74(hRluc/TK)
2) kotransfekcja wektorem reporterowym pGL4.11(luc2P) zawierajacym gen lucyferazy oraz
odpowiedni wariant sekwencyjny LTR, wektorem pGL4.74(hRluc/TK) oraz wektorem
ekspresyjnym pSG5 zawierajacym sekwencje genu tax izolatu referencyjnego BLV 344

3) kotransfekcja wektorem reporterowym pGL4.11(luc2P) zawierajacym gen lucyferazy oraz
sekwencj¢ LTR pochodzaca od izolatu referencyjnego BLV 344, wektorem
pGLA4.74(hRluc/TK) oraz wektorem ekspresyjnym pSGS5 zawierajagcym odpowiedni wariant
sekwencyjny genu tax pochodzacy od badanych izolatow

4) kotransfekcja wektorem reporterowym pGL4.11(luc2P) zawierajagcym gen lucyferazy oraz
odpowiedni wariant sekwencyjny LTR, wektorem pGL4.74(hRluc/TK) oraz wektorem
ekspresyjnym pSGS5 zawierajacym odpowiedni wariant sekwencyjny genu tax pochodzacy od
badanych izolatéw. Poziom ekspresji promotora z odpowiednim wariantem sekwencyjnym
okreslono na podstawie intensywnosci luminescencji emitowanej przez lucyferaze swietlika

wschodniego (Photinus pyralis). W doswiadczeniach analizujagcych wptyw wariantu
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sekwencyjnego na poziom ekspresji genu reporterowego, wartos¢ luminescencji emitowang
przez komorki transfekowane izolatem referencyjnym BLV 344 bez udziatlu silnego
transaktywatora jakim jest biatko Tax przyrownano do warto$ci 2, natomiast wartos¢
luminescencji emitowang przez komorki kotransfekowane izolatem referencyjnym i wektorem
ekspresyjnym niosgcym biatko Tax izolatu BLV 344 przyrownano do wartosci 100.

1) W przypadku badania bazowej aktywnosci promotora (bez udzialu biatka
transaktywatorowego), u 3 z 15 wariantow LTR zaobserwowano od 2.3 do 3.7 razy wyzsza
ekspresje¢ biatka reporterowego w stosunku do wariantu referencyjnego i roznice te byty istotne
statystycznie. Warianty te posiadaty nastepujgce mutacje, ktore nie wystgpowatly u pozostatych
wariantow: A(—137)G, A(-135)G i A(—134)G w regionie podobnym do miejsca wigzania NF-
kB, G(—43)T w kasecie TATA, C(-53)A w regionie wzmacniacza CRE3; and T(+113)G w
domniemanym miejscu wigzacym biatko palca cynkowego zwigzane z MYC (ang. Myc-
associated zinc finger protein, MAZ). Nie zaobserwowano wariantu LTR posiadajacego nizsza
ekspresje biatka reporterowego w stosunku do wariantu referencyjnego.

2) W przypadku badania aktywno$ci promotora z udzialem biatka transaktywatorowego
pochodzacego od izolatu referencyjnego, u 6 z 15 wariantéw LTR zaobserwowano istotnie
statystycznie wyzsza ekspresje biatka reporterowego (od 1.6 do 2.4 razy) w stosunku do
wariantu referencyjnego. Warianty te posiadatly wyzej opisane mutacje w punkcie 1) oraz
dodatkowe mutacje tj. C(—83)T w regionie PU.1/Spi-B; CT(+191/2)ins w kasecie C region
DAS. W tym eksperymencie rowniez nie zaobserwowano wariantu LTR posiadajacego nizsza
ekspresje biatka reporterowego w stosunku do wariantu referencyjnego.

3) W przypadku badania aktywnosci transaktywacyjnej wariantow sekwencyjnych biatka Tax,
u 2 z 15 wariantow Tax zaobserwowano najwyzszg ekspresje lucyferazy (od 2.8 do 3 razy) w
stosunku do wariantu referencyjnego. Warianty te posiadaty charakterystyczne mutacje tj.:
T(69)M, L(92)F, L(141)V oraz S(281)P. Dla jednego wariantu zaobserwowano 0.6 razy nizsza
ekspresje biatka reporterowego w stosunku do wariantu referencyjnego Tax i byla ona
prawdopodobnie zwigzana z obecno$ci mutacji C(257)F zlokalizowanej w domenie
wielofunkcyjnej.

4) W przypadku badania aktywnosci promotora wariantow sekwencyjnych LTR z udziatem
odpowiadajagcym im wariantom sekwencyjnym biatka Tax otrzymanych z tych samych
izolatow, u 6 z 15 wariantow laczonych zaobserwowano od 2.1 do 3.7 razy wyzszg ekspresje
biatka reporterowego w stosunku do wariantéw referencyjnych (LTR + Tax). Réznice te byty
istotne statystycznie. W badaniu tym nie zaobserwowano wariantdéw generujacych nizsza

ekspresje biatka reporterowego w stosunku do wariantow referencyjnych. W wyniku
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przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze polimorfizmy A(—137)G, A(—135)G, A(—134)G,
C(—83)T, C(—53)A, G(—43)T, CT(+191/2)ins i T(+113)G w odcinku LTR oraz polimorfizmy
C(257)Y/G, D(258)N, T(69)M/A, L141V i S(281)P w odcinku Tax mogly mie¢ wplyw na
podwyzszony poziom ekspresji genu reporterowego w linii komoérkowej HeLa. Wykazano, iz
grupa wariantow sekwencyjnych LTR+Tax generujacych podwyzszony poziom aktywnosci
lucyferazy pochodzita z probek genomowego DNA, w ktorych okreslono wysoki poziom
prowirusowego DNA, za$ grupa wariantow posiadajacych poziom aktywnosci lucyferazy
zblizony do referencyjnego pochodzita z probek posiadajacych niski poziom prowirusowego
DNA. Roéznica migdzy tymi grupami byla statystycznie istotna. Nie wykazano jednak
bezposredniej korelacji miedzy wzrostem poziomu aktywnosci lucyferazy a poziomem
prowirusowego DNA.

Na podstawie uzyskanych wynikéw w do§wiadczeniu z transfekcja linii komoérkowej 1
pomiarach poziomu aktywnosci lucyferazy in vitro stwierdzono, ze niektére polimorfizmy
obecne w elementach regulatorowych w odcinkach LTR oraz Tax wplywaty na podwyzszony
poziom ekspresji genu reporterowego w linii komoérkowej HeLa. Nie zaobserwowano
natomiast wariantow generujacych nizsza ekspresje biatka reporterowego w stosunku do
wariantu referencyjnego. Ponadto, stwierdzono istotny zwigzek pomiedzy aktywnoscia
promotora i aktywno$cig transaktywacyjna biatka Tax a poziomem prowirusowego DNA w
badanych probkach. Sposrdd pietnastu wariantow tylko trzy wykazywatly aktywno$¢ promotora
na poziomie szczepu referencyjnego. Z kolei pozostate 12 wariantow wykazywato zwigkszona
aktywno$¢ transkrypcyjna. Oszacowano, ze okoto 76% izolatow z badanej populacji posiadato
aktywnos$¢ promotora BLV wyzszg od aktywnosci szczepu referencyjnego BLV 344. Biorac
pod uwage otrzymane wyniki nalezy przyja¢, ze warianty BLV krazace u krow zakazonych
BLV charakteryzuja si¢ zwigkszong aktywnoscia transkrypcyjna w porownaniu ze szczepem
referencyjnym. Determinowac to moze ich zwigkszony potencjat do rozprzestrzeniania si¢
wirusa migdzy osobnikami w stadzie. Fakt ten moze wyjasnia¢ efekt nowo pojawiajacych si¢

zakazen BLV, w stadach bydta posiadajacych status stad wolnych od EBB.

praca 1.3

Pluta A, Blazhko NV, Ngirande C, Joris T, Willems L, Kuzmak J. Analysis of Nucleotide
Sequence of Tax, miRNA and LTR of Bovine Leukemia Virus in Cattle with Different Levels
of Persistent Lymphocytosis in Russia. Pathogens 2021; 10(2):246.

Cel pracy i uzasadnienie badan
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W komoérkach zakazonych BLV, sekwencje regionu LTR, czasteczki miRNA i biatko Tax
pelnia role w regulacji i ekspresji genéw wirusowych i komorkowych, a takze w procesie
nowotworzenia. Chociaz odgrywaja one decydujaca role w biologii BLV, niewiele wiadomo
na temat zmiennosci sekwencji tych czesci genomu BLV w odniesieniu do réznych etapow
zakazenia BLV 1 réznych form EBB. Celem tej pracy byla ocena zmiennosci sekwencji
regiondow BLV tax, miRNA i LTR u zakazonych zwierzat wykazujacych niski lub wysoki
poziom przewlektej limfocytozy (PL). W pracy zastosowano dwa kluczowe wskazniki
charakteryzujace faze przewlektej limfocytozy tj. liczbg leukocytow w krwi obwodowe;j i liczbe
kopii prowirusowego DNA.

Material i metody

Materiat badawczy w postaci 48 probek krwi pelnej oraz surowicy krwi pochodzit od kréw z 4
stad wystepujacych na obszarach Rosji, o wysokiej seroprewalencji BLV. Diagnostyke
serologiczng BLV przeprowadzono z wykorzystaniem testu immunodyfuzji w zelu agarowym
(BIOK, Kursk, Russia). Genomowy DNA izolowano z krwi bydta przy uzyciu zestawu DNA-
sorb-B Nucleic acid Extraction Kit (AmpliSens, Moscow, Russia). Liczbe leukocytow
okreslono przy uzyciu konwencjonalnej metody mikroskopowej, natomiast réznicowanie
krwinek biatych przeprowadzono na podstawie barwienia rozmazéw krwi metoda
Romanovsky’ego-Giemsy. Do klasyfikacji zwierzat z réznym poziomem przewleklej
limfocytozy uzyto metod¢ Bendixena. Podziatu probek na dwie grupy tj. z niska i wysoka
limfocytoza dokonano w oparciu o liczbe limfocytow stosujgc analiz¢ skupien i algorytm k-
najblizszych sasiadow. Przy uzyciu poprzednio opracowanych metod OE-PCR i nested PCR
amplifikowano odpowiednio region LTR i gen tax wykorzystujac polimerazg Q5 High-Fidelity
DNA Polymerase (New England BioLabs). W celu amplifikacji fragmentu kodujacego
czasteczki miRNA opracowano nowg metode nested PCR z uzyciem wysokowiernej
polimerazy PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (Takara Bio, Japan) i dwoch par specyficznych
starterow. Identyfikacje polimorfizmu prowirusowego DNA w obrebie czesci regulatorowych
LTR, miRNA oraz tax wykonano stosujac technike¢ sekwencjonowania Sangera. Otrzymane
sekwencje analizowano przy uzyciu programu Geneious Pro 5.5.9 (Biomatters Ltd). Liczbg
mutacji we wszystkich sekwencjach poréwnano z sekwencja konsensusowa. Klasyfikacje
badanych sekwencji do poszczegolnych genotypdéw 1 podgrup filogenetycznych wykonano w
oparciu o metodg¢ najblizszego sasiedztwa (ang. Neighbour Joining, NJ) zaimplementowang w
programie MEGA X oraz 160 sekwencji referencyjnych z innych krajow. Liczbe kopii
prowirusowego DNA w 1 000 komorkach obliczono wedlug wzoru = (liczba kopii

prowirusowego genu pol)/(liczba kopii komérkowego genu H3F3A/2) x 1 000. W celu
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okreslenia liczby kopii prowirusowego DNA zastosowano real time PCR do amplifikacji
fragmentu genu pol (Rola-Luszczak i wsp., 2013a). W celu oznaczenia liczby kopii genu
H3F3A opracowano nowa metod¢ real time PCR w oparciu o sond¢ TagMan. Istotnym
elementem opracowania testu byto przygotowanie standardu DNA poprzez amplifikacje
fragmentu 135 pz z obszaru genu H3F3A, jego klonowanie w plazmidzie pCR4-TOPO,
zlinearyzowanie poprzez trawienie enzymem restrykcyjnym Pstl i uzycie roznych rozcienczen
plazmidowego DNA do przygotowania krzywej standardowe;.

Rezultaty badan i ich interpretacja

W celu zidentyfikowania polimorfizméw pojedynczych nukleotydow, delecji oraz insercji
uzyskane sekwencje Tax (n=34), miRNA (n=40) i LTR (n=41) przyréwnano do sekwencji
konsensusowej. Sekwencje aminokwasowe Tax wykazaty 97.3% identycznosci, sekwencje
nukleotydowe kodujagce miRNA 1 LTR wykazaly odpowiednio 98.4% 1 98.5% identycznosci.
Sposrdod analizowanych sekwencji biatka Tax wyodrgbniono 15 wariantow mutacyjnych (od
Tax A do Tax O) reprezentujacych odrebne wzorce mutacji wystgpujace w waznych
domenach funkcjonalnych i epitopach. Warianty te zaklasyfikowano do genotypu G4 i G7. W
wyniku analizy sekwencji kodujacych miRNA wyodrgbniono 11 wariantow (od miRNA_A to
miRNA K) przedstawiajacych odrgbne wzorce mutacji w regionach promotoréw,
terminatorow i sekwencjach miRNA, ktore nastgpnie zaklasyfikowano do genotypu G4 1 G7.
Analiza sekwencji LTR wykazata istnienie 13 wariantow (oznaczonych od LTR_A do
LTR M), ktore réznity si¢ mutacjami w obrebie regionu promotora, wzmacniaczy transkrypcji
oraz innych sekwencji regulujacych transkrypcje; jak rowniez sekwencje te pogrupowano do
genotypu G4 1 G7. W celu okreslenia zwigzku miedzy polimorfizmami w obrebie sekwencji
Tax, miRNA i LTR a poziomem limfocytozy utworzono dwie grupy: grupe I z niskg liczbg
leukocytow w zakresie od 12 000 do 21 000 na pl i prowirusowym DNA w liczbie ponizej 100
kopii na 1 000 komorek oraz grupe Il z wysoka liczba leukocytow w zakresie od 22 000 do 42
000 leukocytow na pl 1 prowirusowym DNA w powyzej 100 kopii na 1000 komorek. Nastepnie
przeprowadzono segregacje wariantow sekwencyjnych do wczesniej ustalonych grup. Cztery
warianty Tax, pig¢ wariantow miRNA 1 pig¢ wariantow LTR przypisano do grupy I. Do grupy
II przypisano siedem wariantow Tax, pie¢ wariantow miRNA 1 sze$¢ wariantow LTR. W toku
dalszej analizy sekwencji zidentyfikowano od 4 do 5 polimorfizméw wystepujacych w
wariantach Tax, miRNA i LTR pochodzacych od bydta z niska limfocytoza, oraz od 6 do 7
polimorfizméw charakterystycznych dla wariantow zaklasyfikowanych do grupy z wysoka
limfocytoza. Na podstawie badania korelacji migdzy czestoscig poszczegdlnych mutacji w

obrebie badanych regionéw prowirusowego DNA a poziomem limfocytozy wykazano istotny

32



statystycznie zwigzek miedzy substytucja A(+187)C w kasecie C regionu DAS w obrebie LTR
a wysoka limfocytoza. Ponadto wykryto, iz 70 % izolatéw BLV pochodzacych od krow z niska
limfocytoza posiadato substytucje A(—4)G w sekwencji CAP, ktora nie wystepowata u krow z
wysoka limfocytozg. Inne substytucje takie jak: G(—133)A/C w CRE2 (46.7%), C(+160)T w
DAS (30%) i A(310)del w BLV-mir-B4-5p, A(357)G w BLV-mir-B4-3p, A(462)G w BLV-
mir-B5-5p i GA(497-498)AG w BLV-mir-B5-3p (26.5%) byly czgsto spotykane w grupie
izolatéw z wysoka limfocytoza i jednoczesnie nie wystepowaly w grupie izolatéw z niska
limfocytozg. Analiza filogenetyczna wszystkich sekwencji wykazata wystepowanie wsrod
badanych izolatow BLV dwoch genotypow molekularnych (genotypy 4 i1 7 s3 powszechne w
Rosji), jednak nie znaleziono wyraznego zwiazku migedzy tymi genotypami a poziomem PL.
W tym badaniu wykonano analiz¢ sekwencji Tax, miRNA i LTR pochodzacych od krow
zakazonych BLV wykazujacych rézne poziomy PL. Charakterystyka molekularna tych
regiondw wykazata, ze zmienno$¢ genomu BLV wystepujacych u tych osobnikéw byta bardzo
niska. Niemniej jednak wykryto kilka znaczacych polimorfizmoéw we wszystkich rodzajach
sekwencji, ktore byly specyficzne tylko dla okreslonej grupy — z niska badz wysoka
limfocytoza. Zaobserwowano statystycznie istotny zwiagzek miedzy polimorfizmem A(+187)C
w regionie DAS w LTR a wysoka limfocytoza charakteryzujaca si¢ wysoka liczba leukocytow
(powyzej 22 000 leukocytéw na pl) i wysoka liczba kopii prowirusowego DNA (powyzej 100
kopii na 1000 komorek). Nadal jednak konieczne sg dalsze badania, ktore zweryfikuja
funkcjonalne znaczenie powyzszych polimorfizméw oraz ich zwigzek z wysokg aktywnoscia

proliferacyjng limfocytéw i progresja choroby.
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4. Whnioski

1. Analiza sekwencji regionu LTR wykazata mate zréznicowanie genetyczne izolatow BLV
pochodzacych z Europy Srodkowo-Wschodniej. Jednakze zidentyfikowano pojedyncze
mutacje w obrebie sekwencji regulujacych transkrypcje prowirusa, jak réwniez zmieniajgce
miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych. Wystgpowanie tych polimorfizméow byto

uwarunkowane w wiekszosci przypadkdéw pochodzeniem geograficznym danego izolatu BLV.

2. Badania prowadzone z uzyciem sekwencji LTR izolatow BLV pochodzacych z réznych
krajow potwierdzity mozliwo$¢ ich wykorzystania w klasyfikacji genotypow BLV,

powszechnie wystepujacych na §wiecie.

3. Badania majace na celu wykazanie wptywu mutacji, charakterystycznych dla
poszczegdlnych wariantow BLV, na poziom replikacji wirusa wykazaty, ze niektore
polimorfizmy obecne w elementach regulatorowych w LTR oraz Tax wplywaly na
podwyzszony poziom ekspresji genu reporterowego w komorkach HeLa. Nie zaobserwowano
natomiast wariantow generujacych nizsza ekspresje bialka reporterowego w stosunku do
wariantu referencyjnego. Ponadto, stwierdzono istotny zwigzek pomigdzy aktywnoS$cig
promotora i aktywnos$cig transaktywacyjng biatka Tax, a poziomem prowirusowego DNA w

badanych prébkach.

4. Wykazano, ze wigkszo$¢ badanych izolatow BLV uzyskanych od kréw ze stad w Polsce
posiadato aktywno$¢ promotora wyzszg od aktywnosci szczepu referencyjnego BLV 344 w
badaniach in vitro, co moze determinowaé¢ zwigkszony potencjat transmisji wirusa miedzy

osobnikami w stadach.

5. Charakterystyka molekularna genéw kodujacych biatko Tax, miRNA 1 regionu LTR
wykazala niskg zmienno$¢ genetyczng w obrebie wirusow BLV izolowanych od bydta z Rosji.
Niemniej jednak wykryto kilka znaczacych polimorfizmoéow we wszystkich rodzajach
sekwencji, ktore byty specyficzne tylko dla okreslonej grupy — z niska badz wysoka
limfocytoza.

6. Zaobserwowano statystycznie istotny zwiazek mig¢dzy polimorfizmem A(+187)C w regionie
DAS w LTR a wysoka limfocytoza charakteryzujacg si¢ wysoka liczbg leukocytow (powyzej
22 000 na pl) 1 wysoka liczbg kopii prowirusowego DNA (powyzej 100 kopii na 1 000

komorek).
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7. Nalezy przyjac, ze polimorfizm A(+187)C oraz niektére inne zmiany notowane w genie tax,
mIRNA i regionie LTR maja charakter predykcyjny odnoszacy si¢ do stopnia rozwoju
przewlektej limfocytozy.
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5. Streszczenie

Wirus enzootycznej biataczki bydta (BLV), ktory wspolnie z wirusem biataczki T-
komorkowej (HTLV) u ludzi zaliczany jest do rodziny Retroviridae i klasyfikowany jako rodzaj
Deltaretrovirus jest czynnikiem etiologicznym enzootycznej biataczki bydta (EBB).
Jakkolwiek choroba ta charakteryzuje si¢ dtugim okresem inkubacji, to juz w ciagu kilku godzin
po zakazeniu material genetyczny wirusa pozostaje zintegrowany w formie prowirusowego
DNA z genomem gospodarza. W przebiegu zakazenia wigkszo$¢ zwierzat pozostaje klinicznie
zdrowa (posta¢ aleukemiczna), jednak u okoto 30-70% zakazonych zwierzat nast¢gpuja zmiany
proliferacyjne w uktadzie limforetikularnym prowadzace do przewlektej limfocytozy (postaé
leukemiczna), co zwigzane jest gldownie z rozplemem limfocytow B o fenotypie CD5+. U okoto
5% zakazonych zwierzat obserwuje si¢ zmiany guzowate w we¢ztach chtonnych i narzadach
wewnetrznych, co okre$la si¢ jako forme guzowata EBB. Nieznana jest profilaktyka swoista
zakazen BLV, dlatego walka z EBB polega na wczesnym wykrywaniu zakazonych zwierzat i
bezwzglednym eliminowaniu z hodowli. To z kolei przyczynia si¢ do ogromnych strat
ekonomicznych spowodowanych ubojem takich zwierzat, restrykcjami w obrocie zwierzetami
1 sprzedazy mleka. Dlatego tak istotng role przypisuje si¢ diagnostyce zakazen BLV, w ktorej
dominujaca role odgrywa stosowanie metod serologicznych (ELISA) i molekularnych
(wykrywanie prowirusowego DNA metodag PCR). Obecnie w Polsce corocznie notuje si¢
kilkadziesigt potwierdzonych przypadkow zakazen BLV. Wzmozone zainteresowanie
tematyka BLV wskutek nowo pojawiajacych si¢ przypadkow zakazen BLV w stadach juz
uwolnionych sklonito do badan wystegpowania 1 charakteru mutacji w regionach
regulatorowych LTR i genie tax BLV i okreslenie zwigzku tych mutacji z aktywnoscig
transkrypcyjng wirusa i poziomem prowirusowego DNA. Realizacja tego zadania wymagata
sformutowania celow szczegdlowych: analizy molekularnej 1 filogenetycznej sekwencji LTR
izolatow BLV bedacych przyczyng tzw. zakazen nowopojawiajacych si¢ zakazen w stadach,
ktore uprzednio uzyskaty status wolnych od biataczki bydla oraz zakazen wystgpujacych
endemicznie na terenie Polski i innych sasiadujacych krajach, wykazanie zwigzku mig¢dzy
okreslonymi mutacjami w obrgbie LTR oraz Tax a aktywnoscig transkrypcyjng BLV in vitro,
wykazanie czy istnieje korelacja miedzy okreslonymi mutacjami w LTR i Tax a poziomem
prowirusowego DNA w leukocytach krwi obwodowej.

W pierwszej czgsci pracy badaniem objeto tacznie 123 izolaty BLV uzyskane od krow ze stad
w Polsce, Motdawii, Chorwacji, Ukrainie i Rosji, w latach 2009-2018. Badania molekularne
izolatow wykazaly, ze naleza one do trzech genotypéw G4, G7 1 G8 oraz co najmniej 8

odrgbnych podtypow G4 I-1V, G7 I-Il, G8 I-Il. Zaobserwowano zwigzek migdzy
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przynalezno$cig danego izolatu do podtypu i1 jego pochodzeniem geograficznym. Ponadto,
uznano, ze otrzymany podziat izolatéw BLV do poszczegoélnych grup w oparciu o sekwencje
LTR odzwierciedlal pierwotng klasyfikacje BLV przeprowadzong w oparciu o fragment genu
env. W analizie sekwencji LTR zwrocono szczegdlng uwage na polimorfizmy w obrgbie
regiondOw promotorowych oraz regulatorowych petnigcych wazng role w regulacji ekspresji
materialu genetycznego prowirusa. Do najczesciej wystepujacych polimorfizmoéw zaliczono:
A(-137)G i A(—135)G w regionie podobnym do miejsca wigzania jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-xB (tzw. kB-like site), C(—65)T w GRE; G(—43)T i T(—41)A w kasecie
TATA, A(—37)T i C(=36)T w miejscu wigzania biatka TBP (ang. TATA box binding protein);
oraz w odcinku R: T(=11)del w CAP, A(+150)G w kasecie A DAS, TC(+188/9)CT,
CT(+191/2)del 1 T(+190)C w kasecie C region DAS. Ponadto, analiza sekwencji
aminokwasowych biatka Tax, pelnigcego funkcje transaktywatora ekspresji genow
wirusowych, wykazata wystepowanie mutacji w regionach regulatorowych zwigzanych z
procesem transkrypcji tj.: E(42)K w domenie cynkowej, T(152)1, L(161)S, L(173)P, R(183)K
i 1(186)T w domenie aktywacji transkrypcji, C(257)G, C(257)Y, C(257)F, D(258)N i S(265)G
w domenie wielofunkcyjnej. Warianty LTR oraz Tax z opisanymi zmianami w regionach
regulatorowych podejrzewane o wptyw na proces transkrypcji i replikacji wirusa przeznaczono
do dalszych badan. W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ funkcjonalng w
warunkach in vitro majacg oceni¢, czy obecno$¢ szeregu polimorfizmow w regionie LTR i
biatku Tax ma wptyw na ekspresje genomu prowirusa. W tym celu skonstruowano 15 wektorow
LTR oraz odpowiadajacym im 15 wektoréw ekspresyjnych Tax niosacych najczesciej
wystepujace warianty sekwencyjne oraz wariant referencyjny bez polimorfizmu. W wigkszosci
przeprowadzonych eksperymentow zaobserwowano roznice ekspresji genu reporterowego w
zalezno$ci od wariantu sekwencyjnego LTR, Tax lub wspodldzialania obu wariantow
jednocze$nie. Warianty zawierajace mutacje A(—137)G, A(—135)G, A(—134)G, C(—83)T,
C(—53)A, G(—43)T, CT(+191/2)ins, i T(+113)G w sekwencji LTR oraz C(257)Y/G, D(258)N,
T(69)M/A, L141V 1 S(281)P w sekwencji aminokwasowej Tax powodowaty od 1.3 do 3.7 razy
wyzsza aktywnos$¢ lucyferazy w porownaniu z typem referencyjnym BLV 344. Ostatecznie
wykazano, iz warianty prezentujace podwyzszony poziom ekspresji biatka (lucyferazy)
pochodzity z probek genomowego DNA, w ktorych okreslono wysokie wartosci PVL.
Przeprowadzone badania funkcjonalne wskazaty, ze polimorfizmy w regionie LTR i genie tax
maja wpltyw na poziom ekspresji genu reporterowego, tym samym mogg wplywac na ekspresje
genomu prowirusa w komorkach leukocytéw krwi zwierzat zakazonych BLV. W moich

badaniach nie zaobserwowatam wariantow generujacych nizszg ekspresj¢ biatka reporterowego
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w stosunku do wariantu referencyjnego. Na podstawie otrzymanych wynikéw oszacowatam,
ze wigkszo$¢ badanych izolatow BLV uzyskanych od krow ze stad w Polsce posiadalo
aktywno$¢ promotora wyzszg od aktywnosci szczepu referencyjnego BLV 344 w badaniach in
vitro, co moze wskazywaé na jeszcze lepsze przystosowanie BLV do transmisji wsrod
osobnikow w stadzie.

Prowadzone badania obejmowaty takze 48 probek krwi pochodzacych od zakazonych
BLV kréow z Rosji i wykazujacych przewlekta limfocytoze (PL). Celem tej pracy byla ocena
zmiennos$ci sekwencji regiondw BLV tax, miRNA 1 LTR u zakazonych zwierzat wykazujacych
niski lub wysoki poziom PL. W pracy zastosowano dwa kluczowe wskazniki charakteryzujace
faze przewleklej limfocytozy: liczbe leukocytow w krwi obwodowej 1 liczbg kopii
prowirusowego DNA. W moich badaniach zidentyfikowatam kilka znaczacych polimorfizméw
we wszystkich rodzajach sekwencji, ktore byty specyficzne tylko dla okre§lonej grupy — z niska
badZz wysoka limfocytoza - charakteryzujaca si¢ wysoka liczbg leukocytow (powyzej 22 000 na
ul) i wysoka liczba kopii prowirusowego DNA (powyzej 100 kopii na 1 000 komorek). Okoto
70% izolatow BLV pochodzacych od krow z niska PL posiadalo substytucie A(—4)G w
sekwencji CAP, ktora nie wystepowata u krow z wysoka limfocytoza. Inne substytucje takie
jak: G(—133)A/C w CRE2 (46.7%), C(+160)T w DAS (30%) i A(310)del w BLV-mir-B4-5p,
A(357)G w BLV-mir-B4-3p, A(462)G w BLV-mir-B5-5p i GA(497-498)AG w BLV-mir-B5-
3p (26.5%) byty czesto spotykane w grupie izolatow z wysoka limfocytozg i jednoczesnie nie
wystepowaly w grupie izolatow z niskg limfocytoza. Zaobserwowano statystycznie istotny
zwigzek miedzy polimorfizmem A(+187)C w regionie DAS w LTR a wysoka limfocytoza.
Wydaje sig, ze polimorfizm A(+187)C oraz niektore inne zmiany zidentyfikowane w genie tax,
miRNA i regionie LTR moga mie¢ znaczenie prognostyczne odnoszace si¢ do stopnia rozwoju
przewlektej limfocytozy.

Podsumowujac, wyniki badan pozwolily oceni¢ czy w populacji bydta naturalnie
zakazonego BLV wystepuja warianty genetyczne wirusa o odmiennym potencjale
transkrypcyjnym, co zwigzane jest z wystepowaniem mutacji w regionach regulatorowych
genomu wirusa. Wyniki bedg pomocne w okresleniu roli i znaczenia zmienno$ci genetycznej
BLV na wystepowanie zakazen charakteryzujacych sie niska oraz wysoka liczba kopii
prowirusa. Elementy te sg krytyczne dla powodzenia diagnostyki zakazen BLV, opartej na

wykrywaniu swoistych przeciwcial w surowicy krwi 1 prowirusowego DNA.
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6. Summary

The Bovine Leukemia Virus (BLV) together with the Human T-cell leukaemia virus
(HTLV) belongs to the family of Retroviridae, is classified in the genus of Deltaretrovirus and
is the etiological factor of the enzootic bovine leucosis (EBL). Although this disease is
characterized by a long incubation period, within a few hours after infection, the genetic
material of the virus is integrated in the form of a provirus with the host's genome. In the course
of infection, most of the animals remain clinically healthy (aleukaemic state), however, in
approximately 30-70% of infected animals there occur proliferative changes in the
lymphoreticular system leading to persistent lymphocytosis (leukemic state), which is mainly
related to proliferation of B CD5+ lymphocytes. In 5% of infected animals tumor changes in
the lymph nodes and internal organs can be observed, which is defined as tumorous form of
EBL. Due to lack of available vaccines the eradication of EBL based on detection of infected
animals and their elimination from herds. This in turn contributes to huge economic losses
caused by slaughter of infected animals, restrictions on their exports and restrictions on the sale
of milk. Therefore the diagnosis of infections, by the use of serological (ELISA) and molecular

methods (detection of proviral DNA by PCR), plays a crucial role.

At present, several dozens of confirmed cases of BLV infections are recorded in Poland every
year. The growing interest in the subject of BLV resulting from arising new cases of BLV
infections in already released herds prompted the authors to investigate the prevalence and the
character of mutations in LTR regulatory regions and the tax gene of the BLV, and to determine
the relationship between these mutations and the transcriptional activity of the virus and the
proviral DNA level. The performance of this task required formulating specific objectives: to
perform molecular and phylogenetic analysis of the LTR sequences of BLV isolates causing
the so-called new emerging infections in herds previously given a BLV-free status and
infections endemic in Poland and neighboring countries; to prove a correlation between specific
mutations in LTR and Tax, and the BLV transcriptional activity in vitro; to show whether
specific mutations in LTR and Tax are correlated with the proviral DNA level in the peripheral

blood leukocytes.

In the first part, the study involved 123 BLYV isolates in total, obtained in the years 2009-2018
from cows from herds in Poland, Moldavia, Croatia, Ukraine, and Russia. Molecular analyses
of the isolates proved that they belong to three genotypes G4, G7, and G8, and at least 8 separate
subtypes G4 I- IV, G7 I-11, G8 I-II. A relationship was observed between a given isolate’s

classification to a subtype and its geographic origin. Moreover, it was concluded that the
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obtained classification of BLV isolates to specific groups based on LTR sequences reflected
the original classification of the BLV that had been carried out based on a fragment of an env
gene. In the analysis of the LTR sequence, particular focus was put on polymorphisms within
promoter regions and regulatory regions serving an important role in regulating expression of
the genetic material of the provirus. One of the most commonly occurring polymorphism
include A(—=137)G and A(—135)G in kB-like site, C(—65)T in GRE; G(—43)T and T(—41)A in
TATA box, A(=37)T and C(—36)T in TATA box binding protein (TBP); and in R subregion:
T(-11)del in CAP, A(+150)G in A box of DAS, TC(+188/9)CT, CT(+191/2)del and T(+190)C
in C box of DAS. Furthermore, the analysis of amino acid sequences of the Tax protein, serving
as a trans-activator of viral gene expression showed occurrence of mutations in regulatory
regions related to the transcription process, that is, E(42)K in the zinc domain, T(152)I,
L(161)S, L(173)P, R(183)K and 1(186)T in the leucine-rich activation domain, C(257)G,
C(257)Y, C(257)F, D(258)N and S(265)G in the multifunctional domain. The LTR and Tax
variants with the described changes in the regulatory regions suspected of affecting the viral
transcription and replication were intended for further research. In the next step of the study,
functional analysis was conducted in in vitro conditions to determine whether the presence of
a number of polymorphisms in LTR and the Tax protein affects the expression of the proviral
genome. To this aim, 15 LTR vectors and corresponding 15 Tax expression vectors carrying
most commonly occurring sequence variants and the reference variant without polymorphism
were constructed. In most of the conducted experiments differences in the expression of the
reporter gene were observed depending on the sequence variants of LTR, Tax or both variants
cooperating simultaneously. The variants involving mutations A(—137)G, A(—135)G,
A(—134)G, C(—83)T, C(—53)A, G(—43)T, CT(+191/2)ins, and T(+113)G in the LTR sequence
and C(257)Y/G, D(258)N, T(69)M/A, L141V and S(281)P in the Tax amino acid sequence
caused from 1.3 up to 3.7 times higher luciferase activity compared to the reference type BLV
344. Ultimately, it was proven that the variants showing increased protein (luciferase)
expression level came from samples of genomic DNA, for which high PVL values were
specified. The conducted functional studies showed that polymorphisms in the LTR and the tax
gene affect the reporter gene expression level and thus may influence the expression of the
proviral genome in leukocyte cells in the blood of BLV-infected animals. In my research, | have
not observed variants generating lower expression of the reporter protein in relation to the
reference strain. Based on the obtained results | have estimated that in most of the examined

BLV isolates obtained from cows from herds in Poland promoter activity was higher than the
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BLV 344 reference strain activity in in vitro studies, which may be indicative of an even better

adaptation of the BLV to transmission in individuals in the herd.

The conducted studies also covered 48 blood samples taken from BLV-infected cows from
Russia that showed persistent lymphocytosis (PL). The aim of this study was to assess
variability of BLV tax gene, miRNA, and LTR region sequences in infected animals showing
low or high PL. In the study, two key indicators typical of the PL stage of were applied, namely,
the peripheral blood leukocyte count and the count of proviral DNA copies. In my research, |
have identified several significant polymorphisms in all types of sequences specific only for
particular group — with low or high PL — characterized by a high leukocyte count (over 22 000
per ul) and a high number of proviral DNA copies (over 100 copies per 1,000 cells). About
70% of the BLV isolates obtained from cows with low PL had A(—4)G substitution in CAP
sequence that did not occur in cows with high PL. Other substitutions, such as G(—133)A/C in
CRE2 (46.7%), C(+160)T in DAS (30%) and A(310)del in BLV-mir-B4-5p, A(357)G in BLV-
mir-B4-3p, A(462)G in BLV-mir-B5-5p and GA(497-498)AG in BLV-mir-B5-3p (26.5%)
were common in the group of high PL isolates and, at the same time, did not occur in the group
of low PL isolates. A statistically significant relationship was observed between A(+187)C
polymorphism in DAS region in LTR and high PL. It seems that the A(+187)C polymorphism
and some other changes identified in the tax gene, miRNA, and the LTR region may be

prognostic of the stage of persistent lymphocytosis.

In summary, results of the study allowed to determine whether in a population of cattle
naturally infected with BLV genetic variants of the virus with a different transcriptional
potential occur, which is related to the occurrence of mutations in the regulatory regions of the
viral genome. These findings will help determine the role and the meaning of the genetic
variability of BLV on the occurrence of infections characterized by a low and a high count of
proviral copies. These elements are critical for successful diagnosing of BLV infections based

on detection of specific antibodies in serum and proviral DNA.
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