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Badania statutowe BLV: od mapowania promotorow do praktyki
diagnostycznej

projekty realizowane w ramach
subwencji na utrzymanie i rozwoj potencjatu badawczego:

1. ,,Analiza molekularna izolatéw terenowych BLV w aspekcie zmiennosci gendw/regiondéw regulatorowych
odpowiedzialnych za infekcyjnosc i replikacje wirusa”. Okres realizacji : 2022-2024 .

2. ,,0Okreslenie zdolnosci do replikacji i patogennosci wirusa enzootycznej biataczki bydfa (BLV) nalezgcego do

roznych genotypow i podtypow wystepujgcych w Polsce i Europie”. Okres realizacji: 2024-2027 r.

Giowna teza

Mutacje w motywach promotorowych i regulatorowych
regionu LTR i klastra miRNA BLV nie sg tylko opisem
sekwencji - moga zmieniac ekspresje biatek tego wirusa i
czgstek miRNA, wptywac na replikacje i utrudniaé
diagnostyke wariantéw terenowych.
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BLV wykorzystuje dwa odrebne moduty transkrypcyjne

5'LTR geny biatkowe klaster miRNA regiony regulatorowe 3'LTR
Pol Il » | Pollll Pol II >

Modut 1 - Pol Il / LTR Modut 2 - Pol lll / klaster miRNA

J €ekspresja gendw biatkowych BLV zalezy od promotorow i

€ v/ 0d 2013 r. wiadomo, ze BLV wykorzystuje Pol Ill do
enhancerow w LTR

transkrypcji wirusowych miRNA (Rosewick et al.)
 Merezak et al. (2001) wykazat, ze pojedyncze mutacje w - obficie wyrazanych w komdrkach gospodarza
enhancerach CRE mogg zmienia¢ aktywnos$¢é promotora,

 Burke et al. (2015) zidentyfikowat kilka promotoréw Pol Il
transkrypcje i replikacje wirusa

typu A-box i B-box dla jednostek pre-miRNA

V' to pokazuje, ze BLV optymalizuje regulatory transkrypcji pod

V Gillet et al. (2016) wykazat, ze usuniecie regionu miRNA
katem przezycia w gospodarzu

wyraznie ostabia replikacje wirusa in vitro oraz in vivo

BLV jest retrowirusem, ktdry po zakazeniu integruje swdj materiat genetyczny z genomem gospodarza w postaci prowirusa; nastepnie moze

pozostawac w stanie latencji i replikowac sie na niskim poziomie, a zaburzenia odpornosci moga sprzyjac jego aktywacji.
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Realizacja Dlaczego trzeba byto wrdci¢ do architektury

v izolacja DNA z krwi kréw zakazonych BLV z promotorow?

Polski

 Sekwencjonowanie regionu LTR i regionu LTR i Pol Il byty juz dobrze opisane — wiadomo, gdzie
kodujgcego miRNA, analiza mutacyjna leza promotory i enhancery genéw biatkowych BLV.
sekwencji

V badanie zwigzku miedzy mutacjami w
regionach regulatorowych LTR a liczba

kopii wirusa wykrywana qPCR Dla klastru miRNA byto wiadomo, ze transkrypcja

zalezy od Pol lll, ale czes¢ motywow byta trudna do

Problem interpretacyjny odnalezienia.

v W sekwencjach miRNA widoczne byty
mutacje i hot spoty

Autorzy wczesniejszych prac sugerowali, ze istniejg
J ale brakowato petnej mapy dodatkowe motywy wymagajgce dalszych badan.
promotoréw Pol Il w tym locus

Vv bez tej mapy nie dato sie odrdznic
zmian waznych od neutralnych Dlatego petna mapa promotoréw byta warunkiem
poprawnej interpretacji mutacji izolatéw BLV z Polski.
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TACCCTEAGCETCTC

[ VT

Alignment 53 sekwencji kodujgcych miRNA wirusa BLV

ETAAGACCT RACECToAC
ATAAGACCTETETEA CcToac

GaCeCeooeT
SecCeeaTTc
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Jak szukaliSmy promotorow Pol lll

1. Zbudowanie wzorca 2. Konsensus i 3. Skanowanie 4. Rekonstrukcja
macierze PWM sekwencji BLV architektury

wyprowadzenie 452 sekwencje klastra promotorow
zdegenerowanych miRNA BLV
motywow typu 2 dla Pol Il o dtugosci 554 nt

32 990 sekwencji matych

ncRNA z 70 organizmow mapowanie promotorow

A-box i B-box

Metodyka: najpierw wyznaczylismy sekwencje konsensusowe motywéw promotora Pol Il dla poszczegdlnych
gatunkow, a nastepnie na ich podstawie opracowalismy macierze wag pozycyjnych (PWM), ktore postuzyty do

skanowania sekwencji BLV i umozliwity wyszukanie zdegenerowanych wariantdw tych motywow w klastrze miRNA BLV.
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Nowa mapa promotorow Pol lll
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Mapa uktadu A-box i B-box w catym klastrze miRNA BLV
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Polskie izolaty terenowe

Najwazniejsze obserwacje sekwencyjne

v 53 sekwencje locus miRNA BLV z Polski poréwnano z
sekwencjg referencyjng BLV 344

latorowych

TETGCTTCH
TTca:
CTCTTCACEAT

v Wykryto 84 miejsca polimorficzne; 61 z nich (72,6%) lezato w
regionach regulatorowych

s

Ow regu

tyw

TTCa
TTTGETTCH
cTTca:

v najwiecej zmian przypadato na A*-box i B-box

e mo

J do testow funkcjonalnych wybrano 7 izolatow terenowych o
odmiennych profilach mutacji: V03, V09, V18, V29, V90,
V96 i V99 + referencje

breb

4

IZMOwW W O

Klucz interpretacyjny

Dopiero po natozeniu petnej mapy promotordow byto widac,
ktdre mutacje trafiajg w potencjalnie wazne pozycje
promotorow, a ktore lezg w bardziej zmiennych peryferiach
motywow.

Rozktad polimorf
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Czy mutacje zmieniajg ekspresje miRNA?

>

w

Whiosek z badania ekspresiji:

Expression value (FC)

V' V29: najwiecej zmian promotorowych; istotnie nizsza
ekspresja miR-B1-5p, miR-B2-3p i miR-B5-3p, co istotne V29
B ma O R s O miat tez najnizsza liczbe kopii prowirusa w poréwnaniu z
aovis @voe3 @voes mves mveo oOVoo mv2e ovis @vol sves mvee mVveo OV0oe mv2oe . . .
pozostatymi 6 wariantami

0

v/ V90: istotnie nizsza tylko miR-B2-3p

Expression value (FC)

. : J pozostate warianty: bez istotnych réznic wzgledem
: IH IH , referencji

B3-5p B3-3p B4-5p B4-3p

miRNA miRNA
EVIS mVO3 mVoS mVS) mV90 OVeS mV2D OVIS @vos mVes mVS9 mV0 oVey mV29

v Pojedyncza mutacja nie zawsze daje efekt funkcjonalny

OTAX/REX ®GAG BENV

Interpretacja

Pojedyncze mutacje moga by¢ kompensowane przez
potrdjne promotory. Silniejszy efekt pojawia sie, gdy
zmiany kumuluja sie w kilku kluczowych elementach.

BS- BS-3
55 miRNA P

A+ 34+ VIS+ V03+ VO6+ V99+ VO0+ V09+ V29+
OVIE BV03 BV BV mVO0 DV09 @v2o BLVA BLVA BLVA BLVA BLVA BLVA BLVA BLVA BLVA

Condition

Ekspresja wzgledna 10 czgsteczek miRNA BLV pochodzgcych z 7 wybranych

izolatéw terenowych po transfekcji komorek plazmidami zawierajgcymi
klaster kodujgcy te miRNA




PANSTWOWY INSTYTUT WETERYNARYJNY \,&_E[W{'t
PANSTWOWY INSTYTUT BADAWCZY

Znaczenie praktyczne

Warianty sekwencyjne w regionach regulatorowych moga zmienia¢ aktywnos¢
wirusowych miRNA, a wiec wptywac takze na namnazanie sie wirusa, poziom kopii
prowirusa i skutecznosc¢ rozpoznawania zakazen BLV.

1. DiagnOStyka 2' Nadzo’r mOIekUIa rny © BMCjournals have moved to Springer Nature Link. Learn more about website changes.
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warianty o stabszej aktywnosci
miRNA moga wspdtwystepowac z
nizszym tadunkiem prowirusa miRNA lepiej charakteryzuje Identification of novel RNA polymerase Il
(PVL) warianty terenowe promoters in bovine leukemia virus miRNA

. o . cluster by cross-taxa analysis of small non-
J/ tozwieksza ryzyko trudniejszych / Pokazuje, z jakim typem wirusa coding RKlAS y

przypadkow wykrywania i mamy do czynienia i jakich cech .
interpretacji wynikow sie spodziewac

\/ mapowanie mUtaCjI w LTR | IOCUS Home > BMC Genomics > Article
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Aims and scope +

Submit manuscript >

monitorowanie mutacji \/ koIejny krok to ’chzenie sekwencji Download PDF & [J savearticle

regulatorowych ma znaczenie regulatorowych z ekspresjg miRNA
praktyczne PV AnetaPluta 4 & Casey Droscha P

Abstract

@911 Accesses @15 Altmetric ES: Mentions Exploreall metrics >
v/ to sg dane potrzebne do oceny
ryzyka biologicznego
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