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ONSOZ

BLV, bir¢ok iilkede yaygin olarak bulunmakta ve iilkeler arasi ticaret ile de
yayilarak 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle, BLV genom
karakterizasyonuna yonelik calismalar, BLV genotiplerinin saptanmasi ve molekiiler
epidemiyolojik durumun ortaya konulmasi, virusun evrimsel siireci ve enfeksiyonun
patogeneziyle ilgili verilerin elde edilmesi, insanlarda enfeksiyon yapan bazi
retroviruslarla ilgili ¢caligmalarda da BLV’nin 6rnek olusturmasi ve ozellikle son
dénemde insan meme kanseri dokusunda BLV tespiti ile zoonotik potansiyelin tekrar
giindeme gelmis olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu baglamda planlanan bu
calisma ile Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yerlesik igsletmelerde bulunan siit sigirlarini
enfekte eden BLV nin env gen bdlgesi karakterizasyonu ile sirkiile olan genotip(ler)in
belirlenmesi ve transkripsiyonal aktivitede dnemli rolii olan LTR gen boélgesi, viral
transaktivator Tax, post-transkripsiyonel diizenleyici Rex ve virusun etkili dagilimi
icin gerekli olan R3 ve G4 genlerini igeren pX gen bdlgesinin molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi ve meydana gelen mutasyonlarin patogenez
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen veriler 1s18inda
hedeflenen bilgilere ulasilarak degerlendirmelerde bulunulmus ve bilimsel bilgi

birikimine katkida bulunarak gelecek arastirmalara da kaynak saglanmastir.
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1. GIRIS

Retroviruslar, omurgalilarda yaygin olarak bulunurlar. Biiyiik c¢ogunlugu
inaktive edici mutasyonlardan etkilenir. Birkagi, aktivasyonun ardindan, ya eksojen
viruslardan ayirt edilemeyen bir sekilde replikasyon yoluyla ya da replike olabilen

virus ile rekombinasyonun ardindan 6nemli biyolojik farkliliklar gosterebilir (ICTV,
2020).

Bovine Leukemia Virus (BLV) iki yasindan biiylik sigirlarin neredeyse tiim
organlarinda tiimor olusumuyla ve lenfosit sayilarindaki artisla karakterize, sigirlarda
onemli verim kaybina neden olan “Enzootic Bovine Leucosis” (EBL) enfeksiyonunun
etkeni olan bir retrovirustur. EBL sigirlarin en sik goriilen neoplastik hastaligidir. EBL
enfeksiyonu ilk olarak 1871 yilinda tanimlanmig fakat 20. ylizyilin baslarinda bazi
Avrupa lilkelerindeki sigir siiriilerinde yiiksek insidense sahip benzer hastalik
belirtilerinin gézlemlenmesi ile dikkat g¢ekmistir. Ancak hastaligin viral etiyolojisi
1969 yilina kadar tanimlanmamistir (MacLachlan ve Dubovi, 2011). Dogal enfeksiyon
sigir (Bos taurus), zebu (Bos indicus), manda (Bubalus bubalis) ve kapibaralarda
meydana gelebilmektedir. Koyun, ke¢i, tavsan, tavuk gibi diger tiirler de deneysel
olarak enfekte edilebilmektedir (Schwartz ve Levy, 1994). Koyunlar, BLV
enfeksiyonuna kars1 oldukca hassastir ve enfeksiyonu takip eden 6 ay ila 7 y1l i¢inde
vakalarin %90'imdan fazlasinda lenfosarkom gelistigi bildirilmistir (Mammerickx ve
ark., 1988). BLV enfeksiyonu, aleukemik (AL) durumdaki sigirlarda klinik olarak
sessiz kalabilir veya artan sayida B lenfositleri ile karakterize persiste lenfositoz (PL)
seklinde ve daha nadiren de uzun bir latent donemden sonra ¢esitli lenf diigliimlerinde
B hiicreli lenfomalar olarak ortaya ¢ikabilir (Tajima ve ark., 1998). Ayrica BLV,
azalan siit iretimi ve kilo kayb, artan teshis ve tedavi masraflari, azalan dol verimliligi
ve kisa yasam siiresi gibi biliylik ekonomik kayiplardan sorumludur. Bu tez
calismasinda, BLV pozitif tespit edilen retrospektif 6rneklerde Env, LTR ve pX gen
bolgesi dizinlerinin elde edilmesi; gerek {lilkesel ve gerekse uluslararasi bilgi

birikimine katki saglanmasi ve ¢alisilan gen bolgelerindeki mutasyonlara bagli olarak



enfeksiyonun epidemiyolojisinde ve patogenetik mekanizmalar konusunda

yaklagimda bulunulmasi amaclanmistir.

1.1. Etiyoloji

Sigir 16ykozu ilk olarak 1871'de sigirlarin genislemis dalaklarinda hafif sari
nodiillerin varlig1 olarak rapor edilmistir (Leisering, 1871). Miller ve Van Der Maaten
(1976), sigirdan elde edilen lenfosarkoma doku kiiltiiriinde replike olan C tipi viral
partikiiller saptamis, Kettmann ve ark. (1976) ise BLV partikiillerinin RNA ekzojen
viruslart oldugunu ve bir RNA ters transkriptaz kompleksi tasidigini gostermistir.
Devaminda virusun ve virusa kars1 olusan antikorlarin tespitine dayali birgok arastirma
yapilarak etken ‘Bovine Leukemia Virus® olarak adlandirilmis ve onkojenik

retroviruslar arasinda siiflandirilmgtir.

1.1.1. Stmiflandirma

Retrovirus virionlart kiiresel, zarfli ve 80-100 nm c¢apindadir. Glikoprotein
yiizey ¢ikintilart yaklasik 8 nm uzunlugundadir. I¢ g¢ekirdek viral niikleokapsiti
olusturur. Niikleokapsit ¢ekirdegin sekli ve konumu, tarihsel olarak retroviral cinslerin
ana simiflandirma 6zelligi olarak kullanmilmustir (Goff, 2013). Kiiresel niikleokapsit
(niikleoid), Betaretrovirus cinsinin tyeleri ig¢in dis merkezli, Alpharetrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus ve Spumavirus cinslerinin {iyeleri i¢in es merkezli

ve Lentivirus cinsinin liyeleri i¢in gubuk veya kesik koni seklindedir (ICTV, 2020).

Bovine leukemia virus; Ortervirales takimi, Retroviridae familyasi,
Orthoretrovirinae altfamilyasinda ve Primat T-lenfotropik viruslart ile birlikte

Deltaretrovirus genusu i¢inde siiflandirilmaktadir (ICTV, 2020).



1.1.2. BLV Yapisi ve Genomu

BLV virionlan ¢ift iplik¢ikli DNA genomuna revers transkribe edilen ve
provirus formunda konak¢i genomuna entegre edilen diploid RNA genomu igerir.
BLV genomu, linear, pozitif polariteli ve tek segmentlidir. Virion ikozahedral
simetriye sahip, zarfli, 80-120 nm biiyiikligiinde ve kiiresel goriiniimdedir (ICTV,
2020). Viral genomik RNA, iki 6zdes dizinin bir homodimeri olarak mevcuttur ve bu
nedenle virionlar fonksiyonel olarak diploiddir (Goff, 2013). Provirus, kapsit (gag) ve
zarf proteinlerini (env) kodlayan genlerin yani sira enzimleri (pol), yardimet proteinleri
ve mikroRNA'lar1 icerir (Pluta ve ark., 2020). Kapsit proteinleri (CA (p24)),
niikleokapsit proteinleri (NC (p12)) ile etkilesim halinde viral RNA'y1 igeren bir kapsit
olusturur. Viral genomun ters transkripsiyon ve entegrasyonu icin sirasiyla gerekli
olan iki enzimatik protein (RT ve IN) de kapsite paketlenir. Matriks proteini (MA
(p15)), bir viral protein kompleksinin (gp51 (SU) ve gp30 (TM)) yerlestirildigi
hiicresel kokenli bir lipid cift tabakasi tarafindan olusturulan Kkapsiti ve dis zarfi
birbirine baglar (Gillet ve ark., 2007 ve ICTV, 2020) (Sekil 1.1). Enfeksiy6z virionlar,
RNA igeren iki 38 S poli-A molekiiliiniin birlesmesinden kaynaklanan 60-70 S
riboniikleik asit i¢erir (Gillet ve ark., 2007). Virionlar 1s1ya, deterjana ve formaldehite
duyarlidir (Goff, 2013).

Genom, yapisal ve enzimatik proteinleri kodlayan gag, pro, pol ve env genleri,
pX gen bolgesi ve iki 6zdes ‘Long Terminal Repeat’ (LTR) igceren toplam 8714
niikleotitten olusur, pX gen bolgesi ise Tax, Rex, R3 ve G4 bolgelerini igerir (Schwartz
ve ark., 1994 ve Zhao ve ark., 2007b).

Ayrica, BLV genomunda 7217 ve 8353 baz giftleri arasinda boliinmiis okumalar
ile, eklenmis bir transkriptin varlig1 (Antisense 1, AS1), 2829 ve 8353 baz ciftleri
arasinda ikinci bir boliinmiis okuma setinde de ikinci bir transkriptin (Antisense 2,
AS2) varlig1 gosterilmistir (Durkin ve ark., 2016). BLV antisens transkripsiyonunun
varligi, BLV LTR'nin (HTLV-1'deki gibi) her iki yonde de transkripsiyonu



siirdiirebildigini gostermistir. Bu transkriptlerin hem 16semik hem de malign olmayan
klonlarda tutarli ifadesi, virusun yasam dongiisiinde ve tiimoér olusturma

potansiyelinde 6nemlidir.

SU (gp51)

TM (gp30)

Lipid bilayer

P MA (pl5)

CA (p24)

RT (reverse transcriptase)
IN (integrase)

Genomic RNA

NC (p12)

Sekil 1.1. BLV virion yapisi (Gillet ve ark., 2007).

Env ve R3 genleri arasinda kodlanan bes mikro RNA (miRNA) tespit edilmistir
(Kincaid ve ark., 2012 ve Rosewick ve ark., 2013). Virus tarafindan kodlanan
miRNA'lar ilk olarak DNA viruslarinda tespit edilmistir. Baslangigta, Retroviruslarin
RNA genomlarinin self-boliinme potansiyelleri nedeniyle miRNA’lar kodlamadiklari
diigiiniilse de, yakin zamanda BLV’nin de kodladigi tespit edilmistir. Bu viral
mikroRNA'lar, doniistiiriilmiis B hiicrelerinde mikroRNA havuzunun ~%40'1im1 temsil
eder. Viral miRNA'larin, BLV yasam dongiisiinde ve hiicresel transformasyonda
hayati bir role isaret ettigi bildirilmistir. BLV genomu, env geninin 3' ucuna yakin ve
onemli a¢ik okuma ¢ercevelerinden yoksun bir proviral bdlgeden bes miRNA hairpin
kiimesi kodlar. Bunlar Drosha bagimsiz bir yoldan on miRNA'ya donisiir (Gillet ve
ark., 2016; Kincaid ve ark., 2012 ve Rosewick ve ark., 2013). BLV-miR-B4 BLV ile

iliskili timor olusumuna katkida bulunur, ayrica, miRNA'lar konak bagisikligina



miidahale eder ve B-hiicre farklilagsmasinda rol oynayan genlerin ekspresyonunun

azalmasiyla iligkilidir (Pluta ve ark., 2021).

1.1.2.1. BLV gag geni

BLV gag geni 1178 niikleotitlik bir diziden olusur ve yiiksek oranda
korunmaktadir. BLV gag geni oncii olarak Pr70Gag olusumunu kodlar; daha sonra bu
protein, matriks proteini (MA), kapsit proteini (CA) ve niikleokapsit proteini (NC)
olmak {izere 3 olgun proteine doniistiiriiliir (Goff, 2013 ve Schwartz ve ark., 1994).
Gag Onciistiniin NH2-terminal ucuna karsilik gelen MA proteini (p15), yedi amino
asitlik bir iirlin, p10 ve p4 olmak iizere ii¢ par¢adan olusur ve fosforile edilmis bir
polipeptittir. MA proteinleri, genomik viral RNA'y1 baglar fakat ayn1 zamanda viral
membranin lipid ¢ift tabakasi ile de etkilesime girer (Copeland ve ark., 1983 ve Gillet
ve ark., 2007).

CA, BLV Kkapsitinin ana bilesenidir ve enfekte olmus hayvanlarin serumunda
bulunan ytiksek antikor titreleriyle konak¢r immun yaniti icin hedef olarak goriinen,
notr ve orta derecede hidrofobik bir proteindir (Marcela ve ark., 2007). BLV CA’ya
yonelik monoklonal antikorun kullanimi baz alinarak yapilan bir ¢aligmada, HTLV
CA ile ortak bir epitopun paylasildigi bulunmustur (Zandomeni ve ark., 1991). BLV
ve HTLV-1'in kapsit antijenleri arasindaki bu g¢apraz reaktivite, iki virus arasinda
evrimsel bir iligski oldugunu diisiindiirmektedir. BLV ve kedi 16semi virusu (FeLV) NC
proteinleri arasinda immiinolojik bir capraz reaksiyon varligi da bildirilmistir
(Yoshmaka ve ark., 1986). NC, paketlenmis genomik RNA'ya sikica bagli, prolin
acisindan zengin bir proteindir. Zn*? varhginda NC, nanomolar araliginda bir afinite

ile tek sarmalli niikleik asitlerle etkilesime girer (Gilden ve ark., 1975).



1.1.2.2. Pro ve Pol Genleri

BLV genomunda yer alan diger proteinler bir proteaz (PR, pro gen tarafindan
kodlanir), bir ters transkriptaz (RT, pol geni tarafindan kodlanir) ve bir integrazdir (IN,
pol geni tarafindan kodlanir) (ICTV, 2020). Retroviral DNA, viral IN proteinini i¢ceren
bir mekanizma ile bir provirus olusturmak i¢in konagin kromozomal DNA'sina entegre
olur. Entegre provirus, viral LTR'lerdeki transkripsiyonel sinyallere yanit olarak
hiicresel RNA polimeraz II tarafindan virion RNA ve mRNA tiirlerine kopyalanir.
Tiim genomu igeren bir mRNA, gag, pro ve pol genlerinin translasyonuna hizmet eder.
Bu, sirasiyla yapisal proteinleri, PR, RT ve IN'yi vermek {izere pargalanan poliprotein
onciilerinin olusumu ile sonuglanir (ICTV, 2020 ve Katoh ve ark., 1989).

Olgun pol tirtinii, 145 kDa'lik bir 6nciiden iiretilir. Pol geni, N-terminal kisminda
tercinen Mg*? varhiginda aktif olan RNA'ya bagimli bir DNA polimerazi olan 80
kDa'lik RT kodlar, C-terminal kisminda bir RNAase H aktivitesi sunar (Kettmann ve
ark., 1976 ve Schwartz ve ark., 1994). Aslinda enzim, hem DNA polimeraz hem de
RNase H aktivitelerinde Mn*? yerine Mg*? i¢in bir tercih gosterir. Pol {iriinii ayrica bir
biitiinlestirici aktiviteye sahiptir. BLV RT enzimi, HIV-1 ters transkriptazinin giiglii
inhibitorleri oldugu bilinen niikleosit trifosfat analoglarina ise nispeten direnglidir
(Gillet ve ark., 2007).

1.1.2.3. Env Geni

BLV env kodlayan diziler, 51 niikleotit ile pol'iin 3' ucunda farkl bir ¢ergevede
kismen Ortiisiir ve env geni pr72 onciisiinii kodlayan 5.1kb’lik mRNA’ya transkribe
edilir. Bu gen tarafindan Onciil olarak kodlanan poliproteinden (gp72), yiizey
glikoproteini (gp51 (SU)) ile transmembran proteini (gp30 (TM)) olusur (Voneche ve
ark., 1992). SU ve TM, disiilfid baglar1 yoluyla birlesir ve nispeten kararli bir

kompleks verir. Cok zayif immiinojenik olan gp30'un aksine, hiicre dis1 gp51, enfekte



hayvanlarda spesifik antikorlarin yogun ekspresyonunu indiikler ve bu durum teshis
ve as1 gelistirme igin faydal bir 6zelliktir (Gillet ve ark., 2007 ve McLachan ve
Dubovi, 2011). Env gp51 glikoproteini hiicreye giris i¢in gereklidir ve notralizan
antikorlarin olusumunu uyarir. Glikoprotein gp51, N-'den C-terminal ucuna kadar G,
H, F, E-E', B-B', D-D' ve A olarak adlandirilan yedi epitop icerir ve bunlardan tigii (G,
H ve F) virus nétralizasyonunun ve sinsityum olusumunun inhibisyonunun ana
belirleyicileri olan konformasyonel epitoplardir (Bruck ve ark., 1982 ve Pluta ve ark.,
2017). EK olarak, ti¢ notralizasyon alaninin (ND1, ND2 ve ND3) BLV-nétralize edici
antikorlart indiikledigi gosterilmistir. gp51'in N-terminali ve i¢ bolgeleri, BLV ile
enfekte olmus sigirlarda proliferatif tepkilerin indiiklenmesinde rol oynayan bir CD4+
T hiicre epitopu, bir CD8+ T hiicre epitopu, sitotoksik T lenfositlerin (CTL)
immiinolojik hedefi gpS1NS5, gpSIN11 ve gp5SIN12 T hiicresi epitoplarini igerir (Pluta
ve ark., 2017). Hiicre fiizyonu, yani sinsityum olusumu, 64-73, 98-117 ve 177-192
peptitlere yonelik serumlar tarafindan inhibe edilir. Enfekte ineklerden izole edilen
lenfositlerin proliferasyonunu uyaran bu son dizi (6zellikle gp51'in P177 ve D178

kalintilar1), bir T-yardimci epitoptur (Gillet ve ark., 2007).

Giniimizde BLV gp51 kodlayan gen bolgesi, BLV genotiplendirme
caligmalarinda kullanilmaktadir ve filogenetik ¢alismalar BLV’nin en az 11 genotipte
(genotip 1°den genotip 11°e kadar) siniflandirilabilecegini gostermistir (Polat ve ark.,
2016; YU ve ark., 2019). Genotip 2, 5, 6 ve 9 ¢ogunlukla Giiney Amerika iilkelerinde,
7 ve 8 genotipleri Rusya ve Dogu Avrupa iilkelerinde, genotip 10 Tayland, Cin ve
Myanmar'da, genotip 11 Cin’de ve genotip 1, 3 ve 4 ise neredeyse tiim kitalarda tespit
edilmistir (Fechner ve ark., 1997; Moratorio ve ark., 2010; Ochirkhuu ve ark., 2016;
Pandey ve ark., 2017; Polat ve ark., 2016; Polat ve ark., 2017; Yang ve ark., 2016 ve
Yu ve ark., 2019).

BLV gp30, hidrofobik fiizyon peptidini kapsayan hiicre dis1 bir alan ve sinyal
iletim yollarinda yer aldigina inanilan bir YXXL motifli sitoplazmik bir alan igerir
(Pluta ve ark., 2017). BLV tarafindan hiicre temas: olmadan meydana gelen bir

enfeksiyon, biiyiik olasilikla virion instabilitesi nedeniyle ¢cok verimsiz olacagindan,



ana bulasma yolunun, yiizeyinde zarf proteinlerini barindiran enfekte bir hiicre ile yeni
bir hedef lenfosit arasindaki flizyon yoluyla gergeklestigi diisliniilmektedir.
Transmembran proteini olan gp30 ise bu islem sirasinda kilit bir faktordiir. Hiicre
flizyonundaki roline ek olarak, gp30 proteini sitoplazmik kuyrukta bulunan
Immunoreseptdr tirozin bazli aktivasyon motifleri yoluyla sinyal iletiminde rol oynar
(Gillet ve ark., 2007).

1.1.2.4. ‘Long Terminal Repeat’ (LTR) Bolgeleri

BLV genomu 5' ve 3' uglarda ‘Long Terminal Repeat’ (LTR) bolgeleri ile
cevrilidir. Her bir LTR; U3, R ve U5 olarak adlandirilan ti¢ bolgeden olusur. U3, viral
promoter ve promoter aktivitesinin diizenlenmesinde kritik olan birkag¢ diizenleyici
element igerir ve BLV transkripsiyonunun indiiklenmesinde 6nemli rol oynar (Gillet
ve ark., 2007 ve Pluta ve ark., 2020). U3 bolgesi, kuralli promotor "CAT" kutusunu (-
97 ila -92 koordinatlarinda CCAACT) ve "TATA" kutularin1 (-44 ve -38 arasinda
GATAAAT) igerir (Gillet ve ark.,, 2007). Ana diizenleyici elementler, 5'-
TGACGTCA-3’ konsensus sekansi ile eslesen, tam korunakli olmayan dongiisel
AMP-yanit elementleri (CRE)’ni igeren {i¢ tekrarli 21-bp'lik Tax-responsive
elementler (TRE) 'dir. HTLV-1 LTR tarafindan paylasilan bir 6zellik olan CRE-
benzeri diziler (AGACGTCA, TGACGGCA, TGACCTCA), BLV LTR ile benzerdir
ancak "TGACGTCA" konsensusunda ondan farklidir. Koyunlarda ise enfektivite ve
patojenite i¢in bu TRE'lerden sadece ikisinin gerekli oldugu bildirilmistir. CRE
bolgeleri CREB (cyclic AMP response element binding) proteinleri gibi hiicresel
transkripsiyon faktorleri olan ATF-1 ve ATF-2 tarafindan da kullanilir (Gillet ve ark.,
2007 ve Kiermer ve ark., 1998). Virus tarafindan kodlanan Tax transaktivatori,
CREB/ATF proteinlerinin bZIP domainleri (Basic Leucine Zipper Domain) ile
etkilesime gecerek DNA baglanma aktivitelerini arttirir ve bu sayede BLV
transkripsiyonunu pozitif yonde diizenler. Her bir TRE sekans1 CRE elementlerinin
yaninda AP4 transkripsiyon faktorii icin hedef sekans olan E box bdolgesi igerir (Adam
ve ark., 1994 ve Moratorio ve ark., 2013). U3 bolgesi ayrica, transkripsiyonun



aktivasyonunda rol oynayan NF-kB (nuclear factor-kB) baglanma bolgesi ile Tax
varliginda deksametazona duyarlilik saglayan GRE (glucocorticoid response element)
ve ETS transkripsiyon faktor ailesi proteinleri i¢in baglanma bolgesi olan PU.1/Spi-B

elementi gibi birka¢ yanit elementi daha igerir (Pluta ve ark., 2020).

Virus transkripsiyonunun diizenlenmesine dahil olan diger bir dizi, R
(tekrarlanan) bolgesi, RNA'da iki kez mevcut oldugu i¢in bu isimle adlandirilmis ve
5’ ugta ve 3’ ugta konumlanmistir. LTR 5” R'nin asag1 yoniinde, proviral entegrasyon
icin gereken ATT bdlgelerinden birini igeren ve U5 olarak adlandirilan baska bir dizi
bulunur. U5 bolgesini, bir konak¢i tRNA'nin genoma hibridize edildigi 18-nt'lik bir
dizi olan primer baglanma bdlgesi ve negatif iplikli-DNA sentezinin baglama bolgesi
takip eder (Goff, 2013). R ve U5 bolgeleri, sirasiyla USF (upstream stimulatory
factor), DAS (downstream activator sequence) ve IRF (interferon regulatory factor)
baglanma boélgelerini igerir (Moratorio ve ark., 2013 ve Pluta ve ark., 2020). DAS
bolgesi, Box A, Box B ve Box C olmak iizere ii¢ kisimdan olusur (Pluta ve ark., 2020).
US'teki interferon diizenleyici faktor baglama bolgesi, IRF-1 ve IRF-2 ile etkilesime
girer ve Tax yoklugunda bazal ekspresyonu uyarir. Viral transkripsiyonun bu nedenle
5' LTR boyunca dagitilan ¢ok sayida bolge tarafindan diizenlendigi
gozlemlenmektedir (Gillet ve ark., 2007).

BLV LTR bdolgesindeki sekans degisikliklerinin, transkripsiyon faktorleri ile
etkilesimleri etkileyebilecegi ve boylece viral genlerin ifade edilmesinde ve virus
replikasyonunda degisikliklere yol acabilecegi bildirilmistir. Benzer olarak lentiviral
LTR’lerdeki mutasyonlarin HIV-1 ve kiiclik ruminant lentivirusun transkripsiyonal
aktivitelerinde de belirgin farkliliklara yol actig1 bildirilmistir (Pluta ve ark., 2018).
Kuzey Amerika, Kosta Rika, Japonya ve Belcika'dan elde edilen izolatlarin 5' LTR
sekanslarinda, korunakli bdlge olmalarina ragmen 6nemli degisiklikler tespit edilmis
ve 7 genetik grupta gruplandirilmistir (Zhao ve ark., 2007a). Brezilya izolatlar1 ile
yapilan bir ¢alismada ise ¢ogunlukla R ve U5 bolgesinde niikleotit farkliliklart
saptanmis ve bu sekanslarin bes farkli gruba ayrildig: bildirilmistir (Hirsch ve ark.,
2015). Pluta ve ark. (2021) ise LTR gen dizinlerinin filogenetik agagta env gen

dizinleri ile uyumlu sekilde cografik bolgelere gore ayrildigini bildirmistir. Son



yillarda yapilan ¢aligmalara dayanilarak LTR bolgesi ¢esitliliginin BLV virulensinde,
patogenezinde ve epidemiyolojisinde meydana gelen degisiklikler ile iliskili oldugu
bildirilmis olup, konuyla ilgili invivo ve invitro ¢aligmalar 6nem kazanmistir (Hirsch

ve ark., 2015; Moratorio ve ark., 2013 ve Pluta ve ark., 2018).

‘Hormone response element’ (HRE), bir genin promotér bdlgesinde, spesifik
hormon reseptorlerinin baglanmasina ve transkripsiyonu yonetmesine izin veren kisa
bir dizidir. Bir tiir HRE olan, GRE, ilk olarak ‘mouse mammary tumor virus’ (MMTV)'
de, LTR olarak adlandirilan promotor bolgesinde tanimlanmistir ve glukokortikoid
hormon reseptor kompleksleri tarafindan diizenlenen bir transkripsiyonel giiglendirici

olarak hareket ettigi kanitlanmistir (Niermann ve ark., 1997).

1.1.2.5. pX Gen Bolgesi

BLYV, ortiisen okuma gergeveleri ile dort diizenleyici proteini kodlayan genlerin
3" kisimlarin1 bulunduran bir pX bolgesi igerir. Bu bdolge; viral ve hiicresel
transkripsiyonun bir aktivatorii olan ve malign transformasyondan sorumlu olan Tax,
viral RNA'lar1 transkripsiyon sonrasit baglayan ve stabilize ederek translasyonunu
kolaylastiran Rex ve muhtemelen kalic1 enfeksiyon sirasinda yiiksek viral ytiklerin
korunmasindan sorumlu olan R3 ve G4 yardimcir proteinlerini kodlayan gen
bolgelerini igerir (Arainga ve ark., 2012 ve Zhao ve ark., 2007b). Dort proteini
kodlayan genlerin 5’ kismi, pX bolgesinin 1500-6000 niikleotit yukar1 yoniinde, BLV
genomunun LTR (G4) veya pol-env bolgesinde (R3, Rex, Tax) kodlanir (Zhao ve ark.,
2007b) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. BLV pX bolgesinin genomik yapisi ve dort BLV diizenleyici genin 5' boliimiiniin yerleri ve
pX bolgesindeki ti¢ okuma gergevesi (Zhao ve ark., 2007b).

Bir pX geninde/alt bolgesinde mevcut olan her niikleotitin (A, T/U, C, G)
ylizdesi arastirildiginda toplam sitozin (C) yiizdesinin, dort gendeki dort niikleotitin en
yiiksegi oldugu tespit edilmistir. Diger retroviruslar da (6rnegin; lentiviruslarda bir A
yanlilig1), retroviral filogeni ile ilgili baska niikleotit yanliliklarina sahiptir (Bronson
ve ark., 1994 ve Zhao ve ark., 2007b). Rex geninin, diger genlerle karsilastirildiginda
(sirasiyla R3, G4 ve Tax i¢in (sirastyla %34,4, 34,1 ve %36,8)) en yiiksek toplam C
yiizdesine (%37,3) sahip oldugu bildirilmistir (Zhao ve ark., 2007b).

Tax geni: BLV'nin ifadesi, viral transkripsiyonel aktivator Tax tarafindan
diizenlenir. Tax'in tanimlanan ilk islevi, viral transkripsiyonun aktivasyonudur. Tax’mn
transkripsiyon iglem mekanizmasi, 5' LTR'deki 21 bp arttirict elementlere baglanan
CREB gibi hiicresel transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi gerektirir. BLV Tax ayrica,
CREB/ATF ailesi tiyeleriyle etkilesiminin yani sira, niikleozomal histonlarin
hedeflenen asetilasyonu yoluyla BLV transkripsiyonunu kolaylagtirmak igin histon
asetiltransferazlarla etkilesime girebilir. Tax proteininin bilinen islevsel alanlar1, ’Zinc
finger domain’, 10sin agisindan zengin bir aktivasyon alami (L-rich domain),
‘multifunctional domain’ ve iki fosforilasyon bolgesidir (Pluta ve ark., 2020). Coklu
bi¢imde eklenmis 2,1 kb’lik mRNA tarafindan kodlanir. Tax translasyonunun

baslangici, pol geninin stop kodonunun hemen yukarisinda bulunan bir metionin
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(ATG) kalintisinda bulunur. Ayrica Tax proteini, sirasiyla 110-130/131-150 ve 261-
280 bolgelerine karsilik gelen B ve T epitoplart ile konak¢r immun yanitinin bir
hedefidir. Tax proteini prolin (%13) ve 16sin (%16) kalintilart agisindan zengindir ve
nispeten kisa bir yar1 émre sahiptir (5 ila 6 saat). Esas olarak g¢ekirdekte olmakla
birlikte sitozolde de 6nemli miktarda bulunur (Gillet ve ark., 2007). Alpharetrovirus
ve Gammaretrovirus cinslerine ait olan hayvan retroviruslari, "viral onkogen" in
aktivasyonu ile ya da bir proto-onkogen gibi bir hiicresel genin "insersiyonel
aktivasyonu" ile olmak {izere iki mekanizmadan biriyle tiimorleri indiikler. Buna
karsin, BLV bilinen bir onkogene sahip degildir ve konakg¢1 hiicre genomlarinda tercih
edilen, konak genin bozulmasiyla ilgili olan ancak viral gen ekspresyonunun
baskilanmasina yol agmayan bolgelere entegre olmaz. Tax’in, BLV ile indiiklenen -
l6semilerde tek bir mutant hiicreden kdken alan kemik iligi 6nciil hiicrelerinin klonal
bir bozuklugu olarak tanimlanan- ldsemogenez de kritik bir rol oynadigi
distintilmektedir ve ilgili ¢cogu ¢alisma Tax proteinine odaklanmistir (Aida ve ark.,
2013 ve Arainga ve ark., 2012). Tax proteini, hastaligin ilerlemesini indiikleyen ilk
onkojenik transaktivator olarak tanimlansa da, Tax aktivasyonu maligniteyi provoke
etmek i¢in yeterli degildir. Hiicre onkogenlerinin aktivasyonu, hiicre hayatta kalma
yollar1 ve biiylime faktorlerinin indiiksiyonu gibi bircok konakgi faktor maligniteye
veya progresyona etki eder. Tax proteini, IL-2, IL-2Ra, GM-CSF, IFN-y, AP-1, NF-
kB, siklinler (CYC) ve CYC kinaz (CDK) molekiilleri gibi bir¢ok biiyiime faktoriinii
ve hiicre dongiisii aktivatorlerini aktive ederek patogenez ve 1osemogenez i¢in temel

saglar (Arainga ve ark., 2012 ve Ashrafi ve ark., 2020).

Zhao ve ark. (2007b), yaptig1 calismada; tiimii BLV pX bdlgesinde bulunan ve
diizenleyici proteinleri kodlayan R3, G4, Rex ve Tax 3’ kisimlar i¢in Tax'in en yiiksek
ortalama niikleotit varyasyon oranina sahip oldugunu bildirmistir (R3, G4 ve Rex, Tax
igin sirasiyla; %1,24, %1,29, %1,40 ve %1,86). Bununla birlikte, Tax proteininin en
diisiik ortalama amino asit varyasyon oranina sahip oldugu tespit edilmistir (R3, G4,

Rex ve Tax proteinleri i¢in sirasiyla; %3,73, %3,18, %3,38 ve %2,12).

Tajima ve Aida (2000), PCR ile BLV ile enfekte sigirlardan alinan tax genlerini

cogaltarak {iiriinlerin transkripsiyonel aktivitelerini izledikleri ¢calismalarinda, 240 ve
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265 aminoasitleri arasinda en az bir amino asit degisikligi olan yedi bagimsiz mutant
Tax proteinin, viral LTR-yonelimli transkripsiyonu uyarmak igin vahsi tip Tax
proteininden belirgin sekilde daha giiglii bir yetenek sergiledigini bildirmistir. Bu
durumun, 240 ve 265 amino asitleri arasindaki tek bir aa degisikliginin sadece Tax
proteininin transaktivasyon aktivitesini uyarmakla kalmayip, ayni zamanda diger

LTR'lerdeki hedef diziler i¢in spesifiklik agisindan toleransi da arttirdigi bildirilmistir.

Van Den Broeke ve ark. (1999), yaptig1 ¢alismada, Tax genomunda stratejik
olarak yerlestirilmis tek bir mutasyonun, B hiicreli timoérlerde BLV inaktivasyonu i¢in
bir mekanizma sagladigin1 gostermistir. Ayrica 30 ve 50. aminoasitler arasindaki ti¢
sistein ve iki histidin kalintisinin tax geninin diizgiin transaktivator fonksiyonu igin
kritik oldugu ve sistein ile histidinin, glisin ve alanine doniisiimiiniin proteinin bu
fonksiyonunu kaybetmesine neden oldugu bildirilmistir (Panei ve ark., 2013). Durkin
ve ark. (2016) ise Tax’in maligniteyi siirdirmek i¢in gerekli olmadigini ancak
doniistiiriilmiis hiicrelerde Tax’in yoklugunun BLV'lerin immun sistemden kaginma
stratejisinde hayati bir rol oynadigimi bildirmistir. Ayrica, hem antisens
transkriptlerinin hem de mikroRNA'larin kalici tiretiminin, tiimor olusumunda temel
bir fonksiyona igaret ettigi ancak, bu transkriptlerin etkili bir konakg¢1 bagisiklik tepkisi

ortaya c¢ikartamadig diisliniilmektedir.

Rex geni; Rex geni tarafindan kodlanan Rex proteini, viral RNA’nin ¢ekirdekten
tasinmasindan sorumludur ve BLV ile enfekte hiicrelerde viral mRNA’larin
translasyonuna ve sitoplazmada birikimlerine 6nciilikk eder. Rex geni viral RNA’y1
stabilize ederek translasyonunu kolaylastirir ve viral replikasyonun post-
transkripsiyonal diizenleyicisidir (McGirr ve Buehring, 2005 ve Stott ve ark., 1991).
Tiim BLV RNA'lar1 erken ekspresyon sirasinda g¢ekirdekte bulunur, ancak yapisal
proteinler ozellikle sitoplazmada yoktur. Bu bdliimlendirme, ekspresyonun geg
asamasinda, muhtemelen konak¢i hiicre proteinleri ile uyum icinde olan Rex
tarafindan saglanir. Rex gen bolgesi ‘nuclear export signal’ (NES) ve nuclear

localization signal’ (NLS) bolgelerini barindirir (Choi ve ark., 2005).
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Rex geninin %S5'ten daha az bir varyasyonla korundugunu bildiren bir ¢aligsma
(Choi ve ark., 2005) olmakla birlikte, Japonya, Belgika, Avusturalya ve Arjantin’den
elde edilen izolatlarin rex gen bolgesi aminoasit varyasyonunu %11 oraninda bildiren

calisma da mevcuttur (McGirr ve Buehring, 2005).

R3 ve G4 genleri: R3 ve G4 proteinlerini olusturan R3 ve G4 geni ORF’lari,
env ve tax/rex genleri arasinda yer alan bir ara bolgeye aittir. R3 mRNA’s1
bisistroniktir; ilk iki ekson, Tax/Rex proteinleri igin ortaktir ve ekleme, R3 ORF’unun
ortasinda meydana gelir. G4 mMRNA’s1, G4'lin 5' ucunda yer alan yalnizca bir intron
igerir. Bu mRNA!'larin in vitro translasyonu, R3 ve G4 i¢in sirasiyla 5,5 kDa ve 11,6
kDa'lik proteinler olusturur. G4 translasyonunun baslatilmasi, LTR/R bolgesinde bir
CUG kodonunda gergeklesir. R3, hem Rex proteininin hem de Tax proteininin
AUG'sini paylasir. Dolayisiyla R3, Rex'te de bulunan 17 amino asit ve R3 ORF'undan
27 amino asit igerir (Gillet ve ark., 2007 ve Mamoun ve ark., 1985). R3 5’ kismi ayrica,
BLV yasam dongiisiinde 6nemli rol oynayan Env proteinini kodlayan env geninin
baslangiciyla aynidir (Zhao ve ark., 2007b). G4 proteini amino asit dizisi, ‘Leader
peptide’ (1-24 aa) ve proteinin ortasinda yer alan arginin agisindan zengin bir bélgeyi
‘arginine-rich region’ (ARR) (amino asitler 58-70) igerir (Dube ve ark., 2009 ve
Moratorio ve ark., 2013). Bu son bolge, G4'iin hiicresel protein farnesil pirofosfat
sentetaz (FPPS) ile etkilesimi (fosforilasyon) igin gereklidir. G4'iin arginin agisindan
zengin o-sarmalindaki mutasyonlarin, ¢iplak farelerde (nude mouse) primer hiicre
6liimsiizlesmesini ve tiimdrlerin indiiklenmesini ortadan kaldirdigi, bu nedenle, G4 ve
FPPS arasindaki etkilesimin bozulmasinin onkojenik siirece miidahale edebilecegi

bildirilmistir (Moratorio ve ark., 2013).

R3 ve G4 genleri olmayan mutant proviruslarin infektivitelerinin devam ettigi;
dolayistyla bu genlerin infektivite i¢in sart olmamakla birlikte, konak¢ida etkili virus
yayilimini sagladiklar1 ve yiiksek viral yiikiin korunmasinda katkida bulunduklari
saptanmistir. G4 geni in vivo ortamda temel olarak 16semi fazinda ifade edilmektedir
ve primer embriyonik fibroblastlar1 6liimsiizlestirebildigi i¢in 6zellikle 16komogenez
ile iligkilidir (Marcela ve ark., 2007; Panei ve ark., 2013 ve Polat ve ark., 2016).
pBLVIX provirusunun neden oldugu patolojinin, BLV genomundaki baz1 bolgelerin
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16komojenik potansiyeli etkilemeden silinebilecegini gosterdigi, buna karsilik, G4 gen
dizilerinin silinmesinin, BLV virusunun tiim enfekte hayvanlarda hem 16semi hem de

lenfosarkomu indiikleme yetenegini tamamen ortadan kaldirdigi bildirilmistir

(Kerkhofs ve ark., 1998).

1.1.3. BLV Transkripsiyon ve Replikasyonu

BLV’nin ana hedefi, immiinoglobulin M'i eksprese eden bir B lenfositidir. B
lenfositlerine ek olarak BLV, monosit/makrofaj hiicrelerinde de varligini
stirdirmektedir (Gillet ve ark., 2007). Retroviruslar karmasik bir yasam dongiisii
boyunca ¢ogalir. Bu dongiiniin adimlari;

* Reseptdr baglanmasi ve membran fiizyonu

« Zarftan arinma

* Cift sarmall1 lineer DNA olusturmak i¢cin RNA genomunun ters transkripsiyonu
* DNA'nin ¢ekirdege girisi

* Provirusu olusturmak i¢in lineer DNA'nin entegrasyonu

* Viral RNA'lar olusturmak i¢in provirusun transkripsiyonu

* RNA'larin eklenmesi ve ¢ekirdekten ¢ikarilmasi

» Oncii proteinler olusturmak icin RNA'larin doniistiiriilmesi

* Virionun birlestirilmesi ve viral RNA genomunun paketlenmesi

* Virionlarin tomurcuklanmasi ve salinmasi

» Onciilerin proteolitik islenmesi ve virionlarin olgunlasmasi seklinde 6zetlenebilir

(Goff, 2013) (Sekill.3).

15



Q7 29
{. 8 Infectious virion with RNA genome

. T ‘7\ /\‘.
Adsorption to specific receptor ({ 8 /
(4 \ij "‘ wfuswﬂ and endocytosis

Transport of dsDNA to nucleus T
~a E x port of genomic RNA and mRNA
Integigion of viral DNA Y d
G enelstjon of pro /

/‘ Translation o:‘ vira¥proteins:
. gag-pol, efv
/ gag, gag-po
Assembly
‘\ Budding K)H )/

ﬁ\%g)ielease '3
- S
y(\ g/fiw aturation
&

Sekil 1.3. Retrovirus yasam siklusu (Goff, 2013).

Retroviruslar reseptor olarak olaganiistii cesitlilikte hiicre yiizeyi molekiilleri
kullanir. Belirli bir virus tarafindan kronik olarak enfekte olan hiicreler, farkli bir
reseptor kullanan viruslar tarafindan kolayca enfekte olabilir ancak, ilk virus
tarafindan kullanilan ile ayni reseptorii kullanarak girmesi gereken herhangi bir virus
tarafindan enfekte olamazlar. Bunun nedeni, ilk virus tarafindan env proteininin
ekspresyonunun hiicre i¢i olarak reseptore baglanmasi, hiicre yiizeyine tasinmasini
veya yeni uygulanan virus igin bir reseptor olarak islevini engellemesidir. Bu fenomen,
ortak bir reseptdr kullanan viruslarin hizli bir sekilde smiflandirilmasint saglar.
BLV nin kullandig1 reseptor, AP-3 kompleksinin delta alt birimine olduk¢a benzerdir.
AP-3, klatrin kapli vezikiillerin hiicre i¢i tasinmasinda rol oynar ve hiicre ylizeyinde

mevcut degildir (Goff, 2013 ve McLachan ve Dubovi, 2011).

Viral RNA genomunun bir dSDNA formuna ters transkripsiyonu, retroviruslarin

ayirt edici 6zelligidir ve viruslarin ismi bu adimdan gelmektedir. Ters transkripsiyonun
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seyri karmagik ancak son derece diizenlidir. DNA sentezinin baslatilmasini ve son
tirinde dizin pargalarinin ¢ogaltilmasiyla sonuglanan DNA ara iirlinlerinin
translokasyonunu igerir. Ters transkripsiyon islemi, primer baglanma bolgesi olarak
adlandirilan tamamlayici bir dizide viral RNA genomunda bir primer tRNA'nin
eslestirilmis 3'OH’sinden baglatilir. DNA, (-) iplikli DNA dizileri olusturmak igin
sablon olarak (+) iplikli RNA genomu kullanilmasi ile ilk olarak bu primerden
sentezlenir. Sentez, LTR gen bolgesinin U5 ve R dizilerini olusturmak i¢in RNA'nin
5’ucuna dogru gergeklesir (Goff, 2013). BLV provirusu, 6zdes LTR'ler ile ¢evrilidir
Ve gag, pro, pol ve Env'ye karsilik gelen ORF’lar1 igerir. Env ve 3' LTR arasindaki pX
bolgesinde Tax, Rex, R3 ve G4'i kodlayan birkag ORF bulunur. Genomik RNA
transkripti sirasiyla 5' ve 3' LTR'lerde baslar ve biter. Bu genomik RNA, revers
transkriptaz, RNAse H ve integraz aktiviteleri barindiran ve yapisal ve enzimatik
proteinler olan; MA (p15), CA (p24), NC (p12), proteaz (p14) ve p80 (RT/IN) doniisen
gag-prt-pol onciillerinin (pr145, pr66 ve prd4) ifadesi igin bir sablon gorevi goriir.
Genomik RNA, MA ve NC proteinleri ile etkilesime girer ve primer baglanma
bolgesini gevreleyen bir bolge boyunca dimerlesir. RNA dimerizasyonuna, U5'i
barindiran bolge, primer baglanma bolgesi ve hemen asagisindaki 30 baz aracilik eder
(Gillet ve ark., 2007; Katoh ve ark., 1993 ve Kurg ve ark., 1995). Translasyondan
sonra, pr72 oOnciisii hiicre dis1 gp51 ve transmembran gp30 glikoproteinleri olmak
tizere iki alt birimde boliintir (Sekil 1.4). Tax/Rex haberci RNA'si1 olusturmak igin
gorevli intron boliiniir. Bu ikiye boliinmiis RNA, hem pol'iin sonunda bir baglatma
kodonu kullanarak p34 Tax proteinini hem de Env pr72 ile aynt AUG'yi paylasan ve
RNA'nin ¢ekirdekten sitoplazmaya taginmasina aracilik etmek i¢in gerekli olan Rex'i
kodlar. R3 proteini, aminoterminal ucunu Rex ve pr72 ile paylasir. G4 proteini,
5'LTR'nin R'sinde bulunan bir suboptimal CUG kodonunda baslar (Gillet ve ark.,
2007). Viral RNA paketlemesi ise, Pr145 gag-pol'iin hem MA hem de NC alanlarinin,
ozellikle de MA'nin temel kalintilarinin yani sira NC'nin zinc finger domain
kalintilarinin dahil edilmesini gerektirir (Gillet ve ark., 2007 ve Goff, 2013). RNA'nin
etkili bir sekilde kapsidasyonu primer baglanma bolgesi ile gag baslangic kodonunun
yakininda ¢evrilmemis lider bolgede bulunan bir birincil sinyal ile gag geninin 5" ucu
icinde ikinci bir parca olmak iizere iki bolge gerektirir ve her iki bolge de verimli

paketleme i¢in gerekli olan ikincil yapilara katlanir. Birincil kapsiilleme sinyali,
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hiicresiz dimer olusumu i¢in 6nemli bir yapi ile 6rtlismez, ancak MA ile etkilesime
giren bir bolgeye uyar (Gillet ve ark., 2007; Jewell ve Mansky, 2005 ve Kurg ve ark.,
1995).
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Sekil 1.4. BLV provirusunun yapist: genler, RNA transkriptleri ve viral proteinler (Gillet ve ark.,
2007).

1.2. Epidemiyoloji

BLV enfeksiyonu iilkeden iilkeye degisiklik gOsteren prevalans oranlari ile
bircok iilkede tespit edilmistir. Ozellikle siit sifirciligi endiistrisinde fertilitenin

azalmasi, siit iiretiminde azalma ve uluslararas: ticarette kisitlamalar gibi 6nemli
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olumsuz etkiler olusturmaktadir. BLV nin sebep oldugu en belirgin ekonomik kayip
buzag iiretim potansiyelindeki diisis ve lenfosarkoma/losemi sebebiyle yasam
siiresinin ~ kisalmasidir.  Ancak klinik  belirtilerin ~ belirgin  olmamas1  ve
lenfosarkom/l6semi nedeniyle 6liimiin her zaman kolay tespit edilememesi sebebiyle
ekonomik maliyet genellikle goz ardi edilmektedir. Bir hayvani iiretimde degistirme
maliyeti, teshis ve veteriner bakimi ve yaklagik 10 ay boyunca buzagi ve siit iiretimi
kayb1 gibi dolayli kayiplar da dikkate alindiginda, BLV enfeksiyonunun
isletme/ililkesel bazda neden olabilecegi ekonomik kayiplarin ¢ok yliksek diizeylere
ulasabilecegi bildirilmektedir (Juliarena ve ark., 2017). Bu nedenle bir¢ok iilkede
eradikasyon calismalari yapilmaktadir ancak enfeksiyonun sigirlar arasindaki yiiksek
prevalansi1 ve eliminasyonunun yliksek maliyette olmasi eradikasyonunu
giiglestirmektedir (Lee ve ark., 2016). Ozellikle Kuzey Amerika ve Giiney Amerika
tilkelerinde olmak {izere diinyanin bircok bolgesinde enfeksiyonun yiiksek oranda
(%90) varligmin devam etmesine karsin Fransa, Almanya, Isvec, Ispanya, Danimarka,
Isvigre, Birlesik Krallik, Belcika ve diger baz iilkeler resmi olarak BLV'den ari ilan
edilmistir (Gregory ve ark., 2017 ve LaDronka ve ark., 2018 ). Italya, Polonya ve
Portekiz gibi diger bazi lilkeler ise kendi bolgelerinin genis alanlarda BLV'den ari
oldugunu, enfeksiyonun kii¢iik alanlarda varligin stirdiirdiigtinii bildirmistir (Juliarena
ve ark., 2017 ve Voges, 2012). Mousavi ve ark. (2014), Iran'in kuzeydogusunda BLV
prevalansi %25,4 olarak bildirmistir. Avustralya ve Yeni Zelanda'da siit siiriilerinde
BLV’nin eradike edildigi bildirilmistir (Voges, 2012).

Tiirkiye'de EBL ile ilgili ilk bulgular 1962 yilinda kaydedilmistir (Hakioglu,
1962). Giiniimiize kadar Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda gerek
halk elinde bulunan ve gerekse kamuya ait isletmelerde yetistirilen sigirlarda
enfeksiyonun degisen oranlarda varlig1 serolojik olarak saptanmustir. Ulkemizde EBL,
22.01.2011 tarihli resmi gazetede yayinlanan Tarim ve Koyisleri Bakanligi’na ait “
Ihbar1 Mecburi Hayvan Hastaliklar1 ve Bildirimine Iliskin Y®netmelik” uyarinca
thbar1 mecburi hastaliklar listesine eklenmistir ve hastalig1 kontrol altina almak i¢in
karantina ve serolojik tani ydntemleri kullanilmaktadir. Ulkemizdeki ciftlik

sahiplerinin sigirlar siirliye sokmadan once hayvanlar1 nadiren BLV enfeksiyonu i¢in
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test ettigi diisiiniilmektedir. Bir calismada, enfekte siit ¢iftliklerinin yaklagik %60'min
(79/132) baska ciftliklerden sigir getirdigi bildirilmistir (Sevik ve ark., 2015).

Akca ve ark. (1996), Tirkiye 'nin degisik yerlerinde kamuya ait dokuz siit
sigirciligl isletmesinde bulunan 2-11 yas arasindaki 409 sigirdan alinan kan serumlar1
ve siit orneklerini AGID testi ve ELISA kullanilarak BLV spesifik antikorlari
yoniinden kontrol etmis ve toplam 409 siit sigirindan 31 (%7,6) adedi AGID testi ile,
59 (%14,4) adedi ELISA ile EBL enfeksiyonu yoniinden pozitif bulundugunu
bildirmistir.

Burgu ve ark. (1990), 3 ayn siit sigirciligi tinitesinden (Karacebey Tarim
Isletmesi / K. iinitesi, Cukurova Tarim Isletmesi / C. iinitesi, Polatli Tarim Isletmesi
/ P. iinitesi) 1- 14 yaslar arasindaki kiiltiir k1 siit siirlarina ait (Isvicre esmer ve
Holstein irklar1) kan serumlar1 AGID testi ile kontrol edilmis ve K.iinitesinde kontrol
edilen 1750 sigirdan 579°u (% 33,08), C. tinitesinde 496 sigirdan 147°sini (% 29,63)
pozitif bulmus, ayrica isletmelerde toplam 47 bogadan dort tanesinin EBL antikorlari

tagidigini bildirmistir.

Uysal ve ark. (1998), Marmara bolgesindeki Trakya ilgesinden 77 isletmeye ait
481 sigirdan alinan kan orneklerini EBL i¢in serolojik olarak test etmistir. Kontrol
edilen isletmelerden dokuz isletmeye ait 51 sigir serumunda (%11) BLV’ye kars1

antikor tespit edilmistir.

Batmaz ve ark. (1999), Giiney Marmara Boélgesi'nde (Bursa, Balikesir ve
Canakkale) alt1 ayliktan bliyiik 717 sigirdan kan (362) ve siit (355) ornekleri alarak
ELISA ile BLV antikor varlig1 yoniinden test etmis ve 6rneklenen 69 sigirda (%9,62)
BLV gp51 antijenine karsi antikor tespit edilmistir. Test edilen serum ve siit

orneklerinde BLV pozitiflik orani sirasiyla %13,25 ve %5,91 olarak bildirilmistir.

Ozgiinliik ve ark. (2005), Giineydogu Anadolu projesi (GAP) kapsaminda yer
alan dokuz ilde (Siirt, Diyarbakir, Batman, Adiyaman, Sanlhurfa, Gaziantep, Kilis,
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Mardin ve Sirnak) halk elinde yetistirilen, rastlantisal olarak se¢ilmis sigirlardan
alinan kan serumlarmi, BLV’ye spesifik antikorlar yoniinden AGID yo6ntemi ile test
etmislerdir. Orneklenen populasyonda BLV enfeksiyonunun seroprevalansi %0,27

(2/740) olarak bildirilmistir.

Yildirim ve Burgu (2005), Kuzeydogu Anadolu bolgesinde bulunan sekiz ilde
(Igdir, Agri, Kars, Erzurum, Bayburt, Giimiishane, Artvin, Ardahan) sigirlarda IBR,
BVD, BT, PI-3 ve EBL enfeksiyonlarinin seroprevalanslar1 arastirmak i¢in yaptig
caligmada, AGID testi ile EBL seropozitifligini %1,58 oraninda tespit etmistir.

Tan ve ark. (2006), BHV-1 ve BLV antikorlarin prevalansini belirlemek igin,
bes siit sigir1 isletmesinden toplanan 313 serum Ornegini, virus nétralizasyon ve
AGID testi kullanarak BHV-1 ve BLV'ye karsi antikorlarin varligi agisindan test

etmis, BLV enfeksiyonunun prevalansin1 %0,3 olarak bildirmistir.

Bilge-Dagalp ve ark. (2008), Tiirkiye'nin gesitli bolgelerinde bulunan alti siit
stiriisiinden elde edilen 1984 adet serum 6rneginde, serum noétralizasyon teknigi ile
BHV-1 ve BVDV'ye karsi nétralize edici antikorlar ve AGID testi ile de BLV'ye
kars1 antikorlari taramis, BLV enfeksiyonunun seropozitiflik oranin1 %37,15 olarak

bildirmistir.

Bulut ve ark. (2009), dogal enfekte bir siiride BLV enfeksiyonunun varlhigi
nested-PCR ve iki farkli ELISA kitiyle arastirilmig, her iki ELISA sonucunda, % 21,5
BLV seropozitifligi belirlemislerdir. Nested-PCR neticesinde ise; toplam 16 (% 24,6)
ornekte BLV proviral DNA varligini tespit edilmistir.

Acar ve ark. (2013), Afyonkarahisar ilinde, merkezden ve 17 ilgeden 6,631

erigkin sigir BLV tespiti i¢in 6rneklemis ve test edilen 6,631 sigirin 1,025’1 (%15,45)
BLV pozitif olarak bildirilmistir.
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Sevik ve ark. (2015), Tirkiye'deki siit sigirciligr isletmelerinde BLV'nin
seroprevalans1 ile ilgili risk faktorlerini degerlendirmek i¢in yaptig1 sero-
epidemiyolojik ¢alismada; siit sigirciligr isletmelerinin %11,8'inde BLV ile enfekte
s1gir oldugunu ve siiriilerde seropozitif sigir prevalansinin %3,1 ile %26,6 arasinda
degistigini bildirmistir. 2006'dan 2013'e kadar, i¢ Anadolu Bélgesinde BLV

prevalansi ise %0,8 ile %2,5 arasinda bildirilmistir.

Tirkiye'de BLV molekiiler karakterizasyonuna iliskin ilk rapor ise Alkan ve ark.
(2011) tarafindan bildirilmistir. Calismada, Tiirkiye'de ti¢ farkli cografi bolgede
bulunan dort sigir siiriisiinden BLV'lerin dizi analizi i¢in alinan kan 6rneklerinde
BLV env ve gag gen bdlgelerinin degiskenligi incelenmis, env gen dizilerinin,
Brezilya, Arjantin ve Japonya’da saptanan BLV suslariyla, gag gen dizinlerinin ise

Iran izolatlar1 ile yiiksek benzerlik gdsterdigi bildirilmistir.

Degirmenci (2011) doktora tezinde, Marmara bolgesindeki sigirlarda Bovine
Leukemia Virus genomunun saptanmasi ve ELISA ile BLV antikorlarini tespit etmek
amaciyla, dokuz ilgede toplam 13 adet ciftlikten 211 adet kan 6rnegi toplamus, total
kandan BLV proviral DNA'sinin tespit igin real-time ve konvansiyonel PCR
yontemleri kullanilmistir. ELISA ile 23 (%10,9) adet kan serumunda seropozitiflik
tespit edilmis, 24 ornekte de (%11,379) BLV proviral DNA’s1 konvansiyonel ve
real-time PCR ile saptanmistir. BLV kismi “env gen” ile yapilan filogenetik analiz
sonucunda tez calismasindaki dort adet BLV susunun dgenotip 4 igerisinde

siiflandirildig bildirilmigtir.

Dogan ve ark. (2020), Culicoides spp. BLV’nin taginmasindaki olasi roliinii
degerlendirmek i¢in Tiirkiye'nin glineyindeki Hatay ilinde bes farkli ilgede 27 farkli
kiictik aile isletmesinden 6rneklenen 224 sigirda BLV enfeksiyonu seroprevalansini
aragtirmistir. Culicoides spp. (C.schultzei) igeren 25 havuzdan biri (%4,0; 1/25) ve
orneklenen sigirlarin %2,67'si (6/224) BLV niikleik asiti i¢in pozitif olarak
belirlenmistir. Orneklenen siiriiler ve drneklenen tiim sigirlar i¢in seroprevalans

oranlar sirasiyla %7,40 (2/27) ve %1,33 (3/224) olarak bulunmus ve filogenetik
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analize gore, sigirlardan (n = 6) ve bir BLV-pozitif C.schultzei havuzundan gelen
BLV'lerin dizilerinin, genotip 1 (G1) de yer aldig1 bildirilmistir.

Alkan ve ark. (2021) tarafindan, bu tez ¢alismasinda da kullanilan, 25 BLV
virusun env gp51 geninin kismi veya tam uzunluktaki dizisine dayanan filogenetik

analiz sonucunda yerel viruslarin genotip 1'de tespit edildigi bildirilmistir.

BLV'in prevalansinin iilkeler arasinda degisen diinya ¢apinda bir dagilimi
vardir (Monti ve ark., 2005 ve Trono ve ark., 2001). Ornegin Japonya'daki sigirlarda
BLV'nin seroprevalansinin %68,5 (Kobayashi ve ark., 2010) oldugu bildirilmistir.
BLV enfeksiyonu, EBL insidansinin diisiik olmasina ragmen Japonya'da endemiktir
ve 2009'dan 2011'e kadar iilke ¢apinda BLV seroprevalansi ile ilgili yapilan
arastirmada, siit sigirlarinin %20'sinden fazlasinin bir yasindan kiiciikken BLV ile

enfekte oldugu bildirilmistir (Konishi ve ark., 2018).

Virusun immunolojik islev bozukluklarinda ve artan itlaf oranlarindaki rolii de
ortaya koyulmustur. iki biiyiik 6lgekli arastirmada, pozitif BLV siiriileri arasinda
negatif siiriilere kiyasla inek basina siit tiretimindeki ortalama diisiis sirasiyla %2,5 ve
%2,7 ile ¢ok benzer oranlarda tespit edilmistir (OIE, 2018 ve Ott ve ark., 2003). BLV
ile enfekte sigirlarda diger hastaliklara karsi asilama sonrasi koruyucu bagisikligin
azaldig1 da bildirilmistir. Bu nedenle, uzun subklinik enfeksiyon doneminde belirgin
klinik belirtiler olmamasina ragmen, kalict BLV enfeksiyonlarinin neden oldugu
ekonomik kayiplar énemlidir (OIE,2018 ve Puentes ve ark., 2016). Ornegin, ABD'de
stit endiistrisindeki yillik BLV ile iligkili ekonomik kayiplarin 285 milyon dolar oldugu
tahmin edilmektedir (Bartlett ve ark., 2014 ve Phiri ve ark., 2019).

BLV Retrovirus ailesinde yer alan HIV gibi, etkisini immun sistemi baskilayarak
ve ¢ok cesitli firsatg1 patojenlere organizmayi agik hale getirerek gostermektedir. Bu
nedenle, mastitis, tirnak sorunlar1 ve mukozal hastaliklar gibi bulasict hastaliklar ve

ayrica ringworm (mantar) olusumlarinin temizlenememesi ile iliskilendirilmistir ve
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diger hastalik kosullarin1 kolaylastirdigindan muhtemelen sigir endiistrisinin BLV'nin

tam etkisini tanimasi1 gecikmistir (Bartlett ve ark., 2020).

1.3. Bulasma

BLV, Iokositleri enfekte ettikten sonra, provirus formunda konak genomuna
yerlesir ve ilk enfeksiyon baslangicindan yaklasik iki hafta sonra BLV partikiilleri
tiretilerek kanda saptanabilir seviyeye gelir. Bu viremik donemden sonra, viral
partikiiller zor tespit edilebilir. BLV ile enfekte olan sigirlarda BLV'nin yayilmasi esas
olarak enfekte hiicrelerin mitozuna baglidir ancak kiigiik populasyon olusturan BLV
ile enfekte hiicrelerin de virus trettigi diigiiniilmektedir (Murakami ve ark., 2016).
BLV ile enfekte sigirlarda virus yayilimi, kandaki proviral kopya sayisi olarak
tanimlanan proviral yiik (PL) ile tahmin edilebilir ve bu BLV ile enfekte olmus
hiicrelerin sayisina baghdir. PL nin, BLV patogenezi ile iliskili olduguna ve hastaligin
ilerlemesi ile arttigina inanilir, ¢iinkii yiiksek bir PL genellikle EBL gelisen sigirlarda
tespit edilmistir (EBL sigirlarindan alinan yiizeysel servikal, medial iliak ve jejunal
lenf diigiimlerinin %70'inden fazlas1 1000 kopya/10 ng DNA'ya sahipken, BLV ile
enfekte sigirlardan alinan lenf diigiimleri bu orana sahip degildi) ve BLV patogenezi
icin Oonemlidir. Ayrica, inekteki BLV proviral yiikiin, etkenin buzagiya bulasma
olasiligini etkiledigi bildirilmistir (Murakami ve ark., 2016 ve Somura ve ark., 2014).

BLV, ¢ogunlukla enfekte hiicreli kanla kontamine aletlerle ve fiziksel temas ile
transfer edilir. BLV bulagma yollari, hayvandan hayvana temas, kan temas,
kastrasyon, boynuz kesme ve kulak numaralama, dogal iireme sirasinda, uterus yoluyla
bulasma, peripartum, siit ve/veya kolostrumla olarak siralanabilir (Burgu ve ark., 1990
ve Schwartz ve ark., 1994). Virus ayrica gesitli viicut sivilarinin (burun ve brong
stvilari, tiikiiriik, siit) hiicresel yapisinda da bulunur (OIE, 2018). Baz1 ¢aligmalarda
BLV'in buzagilara kolostrum ve/veya siit yoluyla bulastigi bildirilmis ise de
kolostrum ve siit yoluyla BLV bulasma riskinin orani net olarak bilinmemektedir.

BLV'nin buzagilara bulagmasini 6nlemek i¢in kolostrumun dondurulmasi ve
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¢oOziilmesi, Onerilen bir siirli yonetimi uygulamasidir fakat bu yontemi destekleyecek
giiclii kanitlar mevcut degildir (Kuczewski, 2019 ve Ruiz ve ark., 2018). Diger yandan
bazi ¢alismalarda kolostral antikorlarin BLV enfeksiyonuna kars1 gii¢lii bir koruyucu

aktivitesi oldugu bildirilmistir (Konishi ve ark., 2018 ve Lassauzet ve ark., 1989).

Benzer sekilde, kontamine eldivenler BLV bulasmasi i¢in bir risk faktorii olarak
kabul edilse de, tek kullanimlik rektal muayene mansonlariin uygulanmasinin siit
giftliklerinde BLV durumunu olumlu etkileyip etkilemeyecegi belirsizdir. Ixodes
ricinus kenelerinin, kan emici Tabanidae sineklerinin ve baz1 sivrisinek tiirlerinin BLV
enfeksiyonunu yayabilecegi bildirilmistir (Schwartz ve ark., 1994). Sigir yetistiriciligi
isletmelerinde sinek kontroliiniin olmamasi veya kan emici boceklerin varligi, BLV
enfeksiyonu igin risk faktorleri olarak tanimlanmistir (Kobayashi ve ark., 2010).
Deneysel kosullar altinda BLV iletiminde tabanidlerin, ahir sineklerinin ve boynuz
sineklerin (Haematobia irritans) roliinii arastiran ¢alismalar mevcuttur (Buxton ve ark.,
1985; Dogan ve ark., 2020; Foil ve ark., 1988 ve Ooshiro ve ark., 2013). Yapilan bir
calisma ile BLV'nin genetik materyali sineklerde PCR yoluyla tespit edilmis, ancak
PCR pozitif sineklerin varligina ragmen boynuz sineklerinin dogal kosullar altindaki

roliiniin hala belirsiz oldugu bildirilmistir (Panei ve ark., 2019).

1.4. Klinik Bulgular

BLV B-lenfotropik onkojenik bir retrovirustur. Virus inokulasyonu ile birkag
tirtin enfekte edilebildigi bildirilse de dogal enfeksiyon sadece sigir, manda, bufalo ve
kapibaralarda meydana gelmektedir. Koyunlar deneysel enfeksiyonlara karsi ¢ok
hassastir ve deneysel kosullar altinda ayn1 virus, sigirlara gore daha yiiksek oranda ve
daha kisa bir latent donemden sonra koyunlarda B hiicreli lenfosarkomlar gelistirir
(OIE, 2018 ve Tajima ve ark., 1998). Ilging bir sekilde, sigirlarda déniistiiriilen B-
lenfositleri CD5+ IgM+ B hiicreleriyken, koyunlarda CD5— IgM+ B hiicreleridir ve
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bu durum BLV tarafindan indiiklenen 16semi mekanizmalarinin olusumunun farkli

oldugunu diistindiirmiistiir (Aida ve ark., 2013).

Enfeksiyon genellikle subkliniktir ancak enfekte sigirlarin yaklagik % 30’unda
yasam boyu siiren persiste lenfositoz olusur, % 5 ten daha azinda ise lenfosarkom
olusumu gozlenir (Juliarena ve ark., 2013 ve OIE, 2018). BLV tarafindan meydana
getirilen lenfosarkoma g¢ogunlukla ii¢ yas Ustlindeki sigirlarda (daha ¢ok 4-8 yas
aralid) tespit edilmistir ve lenfosarkomalarin yaklasik olarak 2/3 1 persiste enfeksiyon
periyodundan sonra gelisir fakat persiste enfeksiyon varligi lenfosarkom olusumu i¢in
zorunlu degildir (Kabeya ve ark., 2001 ve Marcela ve ark., 2007). BLV'nin neden
oldugu tiimorler tipik olarak 3 yasin {izerindeki hayvanlarda goriilse de, enfekte
buzagilarin daha geng yasta BLV'den etkilenme potansiyeli vardir. Son zamanlarda,
Japonya'da iki yasindan kiiciik sigirlarda da EBL vakasi rapor edilmistir (Konishi ve
ark., 2018 ve Oguma ve ark., 2017). Birgok hayvan klinik olarak asemptomatiktir ve
persiste enfekte kalarak enfeksiyonun yayilmasinda rol oynar (Lee ve ark., 2016 ve
Rodriguez ve ark., 2011). Enfekte hayvanlarda klinik belirtiler tiimorlerin olustugu
bolgeye gore degismekle birlikte sindirim bozukluklari, istahsizlik, kilo kaybi,
halsizlik veya genel durum bozuklugu ve bazen de norolojik belirtiler seklinde
gozlemlenebilir. Yiizeysel lenf nodiillerinde belirgin sekilde biiyiime de tespit

edilebilmektedir (OIE, 2018).

HTLV-1 ve BLV yakindan iliskilidir ve yetiskin T hiicreli 16semi/lenfoma
(ATLL) ve EBL ¢ok benzer patolojiye neden olur. HTLV-1, CD4+ T hiicrelerini
enfekte ederken BLV, B-lenfositleri enfekte eder ve her ikisi de hiicre
proliferasyonunu indiikleyerek maligniteye yol agabilir. EBL'de, ATLL gibi,
transforme edilmis B hiicreleri, birgok organda malign hiicrelerin biriktigi 16semik

veya lenfatik formlara doniisebilir (Ashrafi ve ark., 2020).
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1.5. Patoloji

BLV enfeksiyonlarinin ¢ogu asemptomatiktir ve yalnizca serolojik testlerle
taninir. Enfekte sigirlarin yaklasik %30'unda kalici lenfositoz gelisir ancak % 5 ten
daha azinda ise lenfosarkom olusumu gozlenir (McLachan ve Dubovi, 2011).
Nekroskopide lenf nodiilleri ve bir¢ok dokunun neoplastik hiicreler tarafindan infiltre
edildigi tespit edilmistir. En ¢ok etkilenen organlar abomasum, omasum, kalbin sag
kulak¢igi, dalak, karaciger, bobrek, bagirsak, akcigerler ve uterustur. Deri ve iskelet
kaslarinda ise genelde neoplastik olusumlar goriilmez (OIE, 2018). Birgok organda
sert beyaz neoplastik kitleler bulunmasina ragmen, en belirgin degisimlerin kalpte ve
bagirsaklarda oldugu bildirilmistir (Yoon ve ark., 2005) (Sekil 1.5).

Sekil 1.5. EBL ile enfekte sigirda kalp ve bagirsaklarda gézlenen neoplastik olusumlar (Yoon ve ark,
2005).

1.6. Kontrol ve Koruma

Tim retroviruslarda oldugu gibi BLV, DNA'sin1 konak¢i genomuna entegre
eden bir provirus olusturur (Goff, 2013) ve bu durum nétralizan antikorlarin
tiretilmesine ragmen konagin virusu elimine etmesini imkansiz hale getirir (Bartlett ve
ark., 2014). Bununla birlikte, BLV'nin biyolojisi nedeniyle, kontrolii ve/veya
eradikasyonu, temelde enfekte hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasina baghdir. BLV
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eradikasyonu, BLV testi pozitif hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasi veya BLV'nin
hayvanlar arasinda bulagsmasini Onlemeyi amaglayan ydnetim uygulamalar ile

basarilabilir (Kuczewski, 2019).

Besi sigirlarinin kaybi, ciftliklerde biiyilk ekonomik hasara neden olabilir.
EBL'den etkilenmeseler bile, bu hayvanlar virusun daha biiyiik yasta enfekte olan
ineklerden daha uzun siire ¢iftlik i¢cinde yayilmasina neden olur. Bu nedenle
buzagilarda BLV enfeksiyonunun Onlenmesi, virusun yayilmasini onlemek ve
ekonomik etkisini azaltmak i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Konishi ve ark., 2018). Son
zamanlarda BLV'nin insan meme kanserinde rol oynayabilecegi ile ilgili ¢caligmalar
yaymlanmistir. BLV maruziyeti ile meme kanseri gelisimi arasinda nedensel bir iligki
kanitlanmamis olsa da, bu bulgularin tiiketici endiselerine neden olarak ve siit
tilketimini azaltarak siit endistrisi tizerinde zararli etkilere sahip olabilecegi, siit
endiistrisinde de BLV'nin kontrolii ve ortadan kaldirilmasinin bir dncelik olarak

diisiniilmesi gerekliligi arastiricilar tarafindan vurgulanmistir (Kuczewski, 2019).

Enfeksiyonun kontroliinde ayn1 zamanda, BLV seropozitif sigirlarin kolostrum
ve siitlerinin yavrulara igirilmemesi, tanklarda toplanan siitlerin seronegatif
hayvanlardan alinmasi, kan Orneklemeleri, kastrasyon, boynuz kesme, sirurjikal
operasyonlar, rektal uygulama ve tedavi islemlerinde kullanilan aletlerin steril olmasi,
insekt kontrol programlarinin uygulanmasi, siiriideki hayvanlarin belirli periyotlarla
serolojik taramalarinin yapilmasi ve siiriiye yeni katilacak hayvanlarin hastaliktan ari
bolgelerden secilmesinin onerildigi bildirilmistir (Kale ve ark., 2005). Disiik
prevalanslh siiriilerde test pozitif hayvanlarin kesilmesi miimkiin olsa da, yiiksek
prevalansli siiriilerde cogu zaman ekonomik olarak uygulanabilirligi zordur. BLV testi
pozitif hayvanlarin negatif hayvanlardan ayrilmasi ve/veya BLV'nin hayvanlar
arasinda bulagmasini azaltmay1 veya dnlemeyi amaglayan yonetim uygulamalari gibi
BLV'yi kontrol etmek i¢in alternatif yaklagimlarin tercih edilmesi gerekmektedir
(Kuczewski, 2019).
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BLV'nin biyolojisine, 6zellikle epidemiyolojisine iliskin yeni bilgilerin, BLV
kontrol ve eradikasyon stratejilerini iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, farkl
proviral yiiklere sahip hayvanlarin farkli BLV bulasma riskleri olusturdugu
varsayilmistir (Jimba ve ark., 2010 ve Juliarena ve ark., 2007). Yiiksek proviral yiike
sahip hayvanlarin stratejik olarak itlaf edilmesinin, tim pozitif hayvanlarin itlafinin
uygun bir segcenek olmadigi durumlarda bulasma riskini ve siirii i¢i yayginligi

azaltabilecegi onerilmektedir (Kuczewski, 2019).

Hastaliktan korunma i¢in ¢esitli yontemler ile elde edilen as1 denemeleri (Gateli
ve ark., 1993; Gutiérrez ve ark., 2015 ve Kabeya ve ark., 1996) yapilmis olmasina
karsin, giiniimiizde diinyada kullanilan ticari bir ag1 bulunmamaktadir. Etkili bir BLV
agisinin, notralizan antikorlarin yan1 sira virus-spesifik hiicresel immuniteyi
indiikklemesi gerektigi yapilan g¢alismalar sonucunda bildirilmistir. Tax proteinin
sitotoksik T lenfositleri i¢in epitop bolgeleri icerdigi ve giicli sitotoksik T lenfosit
yanit1 olusturabildigi, bu nedenle HTLV-1 ve BLV i¢in potansiyel as1 aday1 olabilecegi
diisiiniilmiis ve bu baglamda Tax proteinine karst immun yanit olusumu ile ilgili
caligmalar yapilmigtir (Kannagi ve ark., 1992; Ohashi ve ark., 2000; Sakakibara ve
ark., 1998 ve Usui ve ark., 2003). BLV Tax proteininin spesifik immun yaniti
indiikleyebildigini ve daha 6nce Env ve gag proteinleri i¢in de bildirilen faredeki B ve
T hiicresi epitoplarini igerdigi bildirilmistir. Usui ve ark. (2003) yaptig1 ¢alismada,
BLV tax geni baz alinarak yapilan asimin koyunda hiicre aracili immun yaniti
uyardigin1 ve elde edilen sonuclara gore enfeksiyon gelisimine karst koruyucu
oldugunu bildirmistir. BLV i¢in hedeflenen Tax as1 modelleri benzeri olarak, BLV ile
yakin iligkili olan HTLV enfeksiyonuna yonelik as1 gelistirme ¢alismalarinda da, Tax
protein kodlayan rekombinant vektorlerin elde edilmesi ve asi1 olarak vektor ya da
hedef protein iiriinlerin kullanilabilirliklerinin incelenmesi arastiricilarin 6nemli
calisma konularin1 olusturmaktadir (Kabiri ve ark., 2018; Kannagi ve ark., 2019 ve
Sundaram ve ark., 2003).
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1.7. Tam

BLV’nin serolojik tespitinde ¢ogunlukla Env gp51°e karsi olusan antikorlari
tespit eden AGID testi ve indirekt ELISA (indirekt enzyme-linked immunosorbent
assay) rutin olarak kullanilmaktadir. Ancak giintimiizde ELISA’nin AGID testinden
daha hassas oldugu bildirilmis olup, Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE) tarafindan
uluslararasi ticarette bu testin kullanilmasi 6nerilmistir. Env gen bolgesine baglanan
primerler ile gergeklestirilen nested PCR (nested polimeraz zincir reaksiyonu), OIE

tarafindan serolojik testlere alternatif tan1 araci olarak onerilmektedir (OIE, 2018).

BLYV provirusunu saptamak i¢in PCR kullanimi ¢esitli arastirmacilar tarafindan
bildirilmigtir (Fechner ve ark., 1996). PCR kullanimi enfeksiyondan yedi giin sonra
provirusun saptanmasina izin verirken, antikorlarin saptanmasi enfeksiyondan en az
i¢ hafta sonra miimkiindiir ( Kuczewski, 2019 ve Nagy ve ark., 2007). Bununla
birlikte, BLV'ye kars1 antikor tespitinin, enfekte hayvanlari tanimlamanin giivenilir,
uygun maliyetli ve hizli bir yolu oldugu ortaya konmustur. Yine de, tanisal testlerin
performansinin, kullanildiklart populasyonun 6zelliklerine de bagli oldugu
belirtilmektedir (Kuczewski, 2019). Genomun gag, pol ve env gen bolgelerini hedef
alarak olusturulan primerlerin timii BLV tespitinde degisen basari oranlari ile
kullanmilmistir. Simdiye kadar, real-time PCR en hizli ve hassas yontem olarak

bildirilmistir (Rola-Luszczak ve ark., 2013).

1.8. BLV ve Meme kanseri

Miller ve ark. (1969), sigirlarda BLV'yi ilk kesfettiklerinde, insanlar1 enfekte
edip hastaliga neden olabileceginden endise etmislerdir. Enfekte sigirlarin kanlarinda
BLV'ye karsi antikorlar varliginin saptanmasi sonrasinda insanlarda anti-BLV
antikorlarinin varligi i¢in testler yapilmis ancak testler negatif sonu¢ vermistir. Bu

durum BLV’nin insanlarda hastalik olusturmayacagi kanaatine yol a¢cmustir. Bu
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aciklamaya ragmen, bir¢cok arastirmact BLV ile ilgili aragtirmalar yapmustir. WWestern
blot yonteminin ortaya ¢ikisi, insan serumlarinin yeniden test edilmesini saglamis ve
bu 100 kat daha hassas teknik kullanilarak, 257 insan denegin %74'liniin serumunda
anti-BLV antikorlarinin agik¢a tanimlandigi bildirilmistir (Buehring ve ark., 2003 ve
Buehring ve Sans, 2020). Sonrasinda, Buehring ve ark. (2015), insan meme kanseri
dokusunda BLV DNA ve proteinlerinin varligini bildiren bir makale yayinlamis ve
BLV DNA'sinin, meme kanseri olan, agirlikli olarak Kafkasyali ve Amerikali
kadinlardan alinan meme epiteli 6rneklerinin %59'unda ve normal kontroller i¢in
yalnizca %29'unda bulundugunu bildirmislerdir. Premalign meme kanseri olan
kadinlardan alinan 6rneklerde ise BLV %38 oranda tespit edilmistir. Diger bir ¢alisma
da, Giiney Brezilyali kadinlara ait parafine gomiilii meme dokusu 6rneklerinde BLV
DNA’sinin saglikli memede %13,9, meme kanseri dokusunda %30,5 oraninda
bulundugunu bildirilmis ve arastirmacilar tarafindan BLV'nin meme kanseriyle
baglantisinin yasam tarzi ve ilireme Oykiisiinden daha giiglii oldugu belirtilmistir

(Schwingel ve ark., 2019).

Arjantin’de yapilan bir ¢alismada, 85 meme kanseri 6rneginin %22,6'sinda PCR
ile BLV niikleik asidi tespit edilmistir (Ceriani ve ark., 2018). Diger bir ¢alismada ise
96 Avustralyali kadindan olusan bir populasyonda meme kanseri numunelerinin
%80'inde, normal doku 6rneklerinin %41'inde BLV niikleik asidinin mevcut oldugu
bildirilmistir (Buehring ve ark., 2017). Taghadosi ve ark. (2019), nested-PCR ve RT-
nested-PCR kullanilarak BLV Tax genomunu ve BLV Tax ekspresyonunu saptamak
icin formalinle sabitlenmis, parafine géomiilmiis ve taze insan lenfoma dokular
kullanmis ve 41 6rnegin 9'unun BLV genomunun Tax bolgesini i¢erdigini ve bunun
sekiz orneginin yliksek dereceli diffuz biiyiik hiicreli lenfomaya (B hiicre tipi) ait
oldugunu bildirmistir. BLV ve meme kanseri arasinda iliski oldugunu bildiren bu
calismalara ragmen iliski bulunamadigin bildiren ¢aligmalar da mevcuttur. Zhang ve
ark. (2016) Cin’de yaptiklar1 ¢calismada, meme kanseri dokusunda ve meme kanseri
tespit edilmis kisilerden alinan kan 6rneklerinde PCR ve real-time PCR ile BLV tespit
edilmedigini bildirmistir. Gillet ve Willems (2016), Amerika Birlesik Devletleri,
Meksika ve Vietnam’dan alinan meme kanseri numunelerinin 51 tam genomundan ve

19 normal dokudan elde edilen verileri analiz ettiklerini ancak BLV'ye dair kanit
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bulamadiklarini bildirmislerdir. Genel olarak, diinya ¢apindaki ¢ok sayida ¢alismanin
sonuglari, meme kanserlerini etkileyen BLV hipotezini desteklemektedir. BLV
sikligindaki farkliliklar, 6rneklem biiylikliigli oranlarina ve farkli etnik kokenlere ve
diyetlere baglanabilir. insanlarda meme kanseri ve BLV arasindaki baglant hakkinda
daha fazla aragtirma yapilmasi gerektigi arastirmacilarin ortak kanaatidir (Gao ve ark.,

2020; Gillet ve Willems, 2016 ve Schwingel ve ark., 2019).

BLV’nin birgok iilkede 6nemli ekonomik kayiplara yol agmasi, insanlarda
enfeksiyon yapan bazi retroviruslarla ilgili ¢alismalarda da 6rnek olusturmasi ve
ozellikle son donemde insan meme kanseri dokusunda BLV tespiti ile zoonotik
potansiyelin  tekrar giindeme gelmis olmasi nedeniyle, BLV genom
karakterizasyonuna yonelik caligmalar, molekiiler epidemiyolojik durumun ortaya
konulmasi ve virusun evrimsel siireci ile enfeksiyonun patogeneziyle ilgili verilerin
elde edilmesi 6nem tasimaktadir. Bu baglamda planlanan bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin
farkli bolgelerinde yerlesik isletmelerde bulunan siit sigirlarini enfekte eden BLV nin
env gen bolgesi karakterizasyonu ile sirkiille olan genotip(ler)in belirlenmesi ve
transkripsiyonal aktivitede dnemli rolil olan LTR gen bolgesi, viral transaktivator Tax,
post-transkripsiyonel diizenleyici Rex ve virusun etkili dagilimi i¢in gerekli olan R3
ve G4 genlerini igeren pX gen bdlgesinin molekiiler karakterizasyonlarinin yapilmasi
ve tespit edilen mutasyonlarin patogenez iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

amagclanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklenen Hayvanlar ve Tam1 Materyalleri

Bu calismada, Tiirkiye’nin cesitli illerindeki (Kirklareli, Balikesir, Bursa,

Ankara, Sanlwurfa, Adana) sigir isletmelerinde bulunan ve Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda daha 6nce gergeklestirilen arastirmalar

kapsaminda ELISA ile BLV virusa kars1 antikor varligi saptanmig olan hayvanlara ait

276 retrospektif tan1 materyali (kan) kullanilmasi planlandi. Tan1 materyallerinden

isletmelere ve 6rnekleme yillarina gore segilen 179 adedi BLV env gen hedef alan PCR

yontemi ile proviral DNA tespiti icin test edildi. Tani1 materyallerin saglandigi

isletmeler, 6rnekleme yil1 ve test edilen 6rnek sayisi Cizelge 2.1’de sunuldu.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan tam1 materyalleriyle ilgili bilgiler.

Env Gen Bolgesi PCR ile

isletme No isletme Ornekleme Yih Ornek Sayis1 | Test Edilen Ornek Sayisi

) TG (KIRKLARELI) 2012 28 28
2017 37 17

2 TH (BALIKESIR) 2012 11 11
2012 27 19

KRC (BURSA) 2013 27 15

3 2014 22 13
2015 13 13

4 P (ANKARA) 2o o o
2015 6 6

5 CP (SANLIURFA) 2016 79 31

6 CKR (ADANA) 2016 11 11

Toplam 276 179
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Aragtirma kapsaminda kullanilan tan1 materyallerinin BLV env gen temelli PCR
ile degerlendirilmesi sonrasinda, BLV env geni elde edilen 6rneklerden, materyalin ait
oldugu isletme ve 6rnekleme yillar1 dikkate alinarak segilen 6rneklerin, pX (n=73) ve

LTR (n=120) gen bolgeleri PCR ile test edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Viral Niikleik Asit Izolasyonu

Viral niikleik asit tespiti igin kullanilacak olan kan materyalleri 2000 rpm’de 10
dk santrifiij edilerek, serumlarinin ayrilmasi saglandi. Santrifiij islemine tabi tutulmasi
ile elde edilen iirtinlerden fenol-kloroform ydntemi (Sambrook ve ark., 1989) ve ticari
ekstraksiyon kiti (QIAGEN Qiamp DNA Mini Kit (Cat No: 51304) ile niikleik asit

eldesi saglandi.

Fenol-kloroform yontemi: 1,5 ml’lik ependorf tiiplere her 6rnekten 300 pl
alind1. Orneklerin {izerine esit hacimde 300 ul soliisyon D eklendi ve 15 s vortekslendi.
Daha sonra tiiplerin tizerine 300 pl alkali fenol, 300 pl klorofom/izoamilalkol (24:1)
eklenerek 15 s vortekslendi ve 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast,
uistteki stvidan 700 pl almarak, yeni bir ependorfa koyuldu. Tiplerin iizerine esit
miktarda (700 pl), -20°C’de sogutulmus izopropil alkol ve 100 pl sodyum asetat
eklenerek vortekslendi. Karisim, niikleik asitin ¢okmesi i¢in -80°C’de en az bir saat
siire ile bekletildi. Sonrasinda oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildi. Coziinen karigim,
14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi ependorf tiipiiniin {ist kisminda
kalan siv1 aspire edildikten sonra ¢okmiis olan viral DNA pelleti, %70’lik alkol (-
20°C’de sogutulmus) ile yikand1 ve tekrar 14000 rpm’de, 2-3 dK santrifiij edildi. Daha
sonra tiipte kalan %70’lik alkol aspire edilerek pellet 37°C’de ~20 dk bekletildi.
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Kurutulan pellet 25 pl niikleaz ari su ile siispanse edilerek hazir hale getirildi ve

molekiiler calismada kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

QIAGEN Qiamp DNA Mini Kit (Cat No: 51304) ile DNA ekstraksiyonun
prosediirii: Ekstraksiyon ticari kit i¢erisinde bildirilen prosediire gore gerceklestirildi.

Bunun i¢in;

1. 1,5 mI’lik Mikrosantrifiij tiipiine 20 pl proteinase K koyuldu, tizerine 200 pul kan
ornegi eklendi (Miktar1 yetersiz gelen Orneklerin tizeri PBS ile 200 pl’ye
tamamlandi).

2. Karigimin iizerine 200 pl AL Buffer eklendi ve 15 s vortekslendi.

3. Karigim daha sonra 56 °C’de 10 dk inkubasyona birakildi.

4.  Inkiibasyon sonrasi, kapakta kalmis olabilecek damlalari uzaklastirmak igin 7 s
kadar hizl santrifiij yapildi.

5. Daha sonra karigima 200 pl etanol (%96-100) eklenerek 15 s vortekslendi ve
kapaktaki damlalar1 uzaklastirmak i¢in hizli santrifiij yapildi.

6. 5.adimda elde edilmis olan karisim daha sonra 2 ml’lik QIAamp Mini spin kolon
tiiplerine alindi ve 8000 rpm devir hizinda 1 dk santrifiij edildi. Santrifiijiin
ardindan QIAamp Mini Spin kolon bagka bir toplama tiipiine koyuldu.

7. Tipin igerisine 500 ul AW1 buffer koyuldu ve yine 8000 rpm devirde 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan QIAamp Mini Spin kolon tekrar baska bir
toplama tiipiine koyuldu.

8.  Tipin igerisine 500 ul AW2 buffer koyularak ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiij
edildi. Santrifiijiin ardindan QIAamp Mini Spin kolon 1,5 m1’lik mikrosantrifiij
tiipiine koyuldu.

9. 200 pl AE Buffer dogrudan QIAamp Mini Spin kolon membranina konuldu ve
oda 1sisinda 1 dk inkube edildi. Ardindan 8000 rpm de 1 dk santrifiij edilerek
ekstrakt mikrosantrifiij tiipiine ayrilarak kullanima hazir hale geldi.
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2.2.2. Hedef gen bdolgeleri icin PCR uygulanmasi

Tan1 materyallerinden elde edilen ekstraksiyon iirlinlerine, oncelikle BLV

proviral DNA tespiti amactyla env gen bolgesini hedef alan primerler kullanilarak

nested-PCR uygulandi. Daha sonra env gen boélgesi pozitif tespit edilenlerden

isletmelere gore secilen 120 6rnek LTR, 73 6rnek ise pX gen bolgesi eldesi igin test

edildi. Calismada kullanilan primerler, yerlesimleri ve elde edilen {iriinlerin

biiyiikliikleri ile ilgili bilgiler Cizelge 2.2’de sunuldu.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primer dizinleri ile ilgili bilgiler.

. Hedef Uriin
Primerler Baz Dizisi (5°—3°) Kaynak
Bolge (bp)
BLV-env-1 TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA
BLV-env-2 AACAACAACCTCTGGGAAGGG env gen 598 bp
BLV-env-3 | CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT Fechner ve ark. (1996)
BLV-env-4 GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG env gen 444 bp
Geno 01F TGTATGAAAGATCATGCCGAC .
Moratorio ve ark. (2013)
Geno 02R AGCCTTTGCGCGCTTTGVVGAG LTRgen | 713bp
P3 GTTAGGGTTCCGGGGTGATC LTRgen | 571bp | Zhao ve ark. (2007a)
pXBLV 1F TATTCCACCCTCGCAAGGC
pX gen
609bp
pXBLV 1R GGGCAGTTGATCCAGAGTCGT (pX1)
pXBLV 2 F ATCAACTGGACCGCCGATG
pX gen
X2 669b
pXBLV 2R CGTAGGGTCATGAAGGAAGCG (bX2) P Panei ve ark. (2013)
pXBLV 3 F CCTTCTCTCCTAATGTCCC
pX gen
X3 478bp
DXBLV3R | AGGGGAAGTTGGGGAGGTA (PX3)
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2.2.2.1. BLV env gen bdlgesi icin Nested Polimeraz Zincir Reaksiyon

(Nested-PCR) Teknigi

BLV env gen bolgesi igin Nested-PCR, Thermo Scientific Tag DNA Polimeraz
(#EP0401) ve Cizelge 2.2 de belirtilen primerler (1.tur: BLV-env-1/BLV-env-2, 2.tur:
BLV-env-3/BLV-env-4) kullanilarak uygulandi. Uygun PCR karisimlarinin
hazirlanmasindan sonra baglangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 5 dk, denatiirasyon agamasi
95 °C’de 30 s, baglanma 1s1s1 1.tur i¢in 62 °C de 30 s, 2.tur i¢in 58 °C de 30 s uzama
asamast 72 °C’de 1 dk ve son uzama agamasi 72 °C’de 7 dk olarak, toplam her PCR
dongiisii 35 siklustan olusacak sekilde uygulandi (Cizelge 2.3). Ilk tur igin igin 598 bp,
2. tur i¢in 444 bp iiriin eldesi saglanmaya calisildi. Is1 dongii cihazi olarak Biometra

(Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.3. BLV env gen bolgesi Nested-PCR miks bilesenleri ve programi.

PCR Karisim Bileseni Miktar (pl) Program

Taq DNA polymerase (Su/pl) | 0,25 ul

10 X Taq buffer 3ul
MgCl: (25 mM) 2,4 ul
; 95°C’de 5 dk
10 mM dNTP mix 0,5 ul 95 °C de 30 s
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul Baglanma 1s1s1*: 30s 35 siklus
72°C’de 1 dk
Primer R (10 pmol/pl) 0,5 ul 72 °C’de 7 dk
Niikleaz Ari Su 19,85 ul
DNA 3ul
Toplam 30 ul

*Baglanma 1s1s1: 1.tur i¢in 62 °C, 2.tur i¢in 58 °C dir.
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2.2.2.2. BLV LTR Gen Bolgesi Nested Polimeraz Zincir Reaksiyon (Nested-

PCR) Teknigi

BLV env gen bolgesi pozitif tespit edilen drnekler, BLV LTR gen bdlgesini
hedef alan primerler kullanilarak Nested-PCR teknigine tabi tutuldu. Nested-PCR’lar
Thermo Scientific DreamTaq DNA Polimeraz (#EP0702) ve Cizelge 2.2°deki
primerler (1.tur: Geno 01F/ Geno 02R, 2.tur: Geno 01F/P3) kullanilarak yapildi.
Nested-PCR igin;

1. Ik olarak bos bir tiipe her bir érnek icin; 10X DreamTaq bufferdan 2,5 pl, 10
mM dNTP mixden 0,5 pl, primerlerden 1’er pl, DreamTaq DNA polimerazdan
(5 U/ul) 0,25 pl ve niikleaz ari sudan 17,25 ul konuldu.

2. Hazirlanan karisima 2,5 pl ekstrakt {iriinii eklendi.

3. Birinci tur ve ikinci tur PCR i¢in; baslangi¢ denatiirasyon asamasi 95°C’de 4 dk,
denatiirasyon asamasi 95°C,’de 30 s, baglanma asamasi 52°C’de 30 s, uzama
asamas1 72°C’de 1 dk ve son uzama asamasi 72°C’de 10 dk olarak, her PCR
dongiisii 35 siklustan olustu (Cizelge 2.4). Is1 dongii cihazi olarak Biometra

(Almanya) kullanildz.

Cizelge 2.4. BLV LTR gen bolgesi Nested-PCR miks bilesenleri ve programu.

PCR Karisim Bileseni Miktar (u) = Program

Dream Taq DNA polimeraz 0,25 pl

10X Dream Taq buffer 2,5 ul

10 mM dNTP mix 0,5 ul 95°C’de 4 dk

Primer F [10 pmol/pl] 1l 95°C’de 30 s

Primer R[10 pmol/pl] 1 ul 52°C’de 30's 35 siklus
Niikleaz Ari Su 17,25 pl 72°C’de 1 dk

DNA 2,5 ul 72°C’de 10 dk

Toplam 25 ul

38



2.2.2.3. BLV pX Gen Bolgesinin PCR Teknigi

BLV env gen bolgesi pozitif tespit edilen drnekler, BLV pX gen bolgesini hedef

alan primerler kullanilarak birbiriyle ortiisecek sekilde eklemeli olarak tasarlanmis ti¢

adet primer ¢ifti ile ¢alisildi ve hedeflenen iirtinlerin eldesi saglandi. PCR’lar Thermo
Scientific DreamTag DNA Polimeraz (#EP0702) ve Cizelge 2.2‘deki primerler

kullanilarak yapildi. PCR igin;

1. Ik olarak bos bir tiipe her bir &rnek icin; 10X DreamTaq bufferdan 2,5 pl, 10

mM dNTP mixden 0,5 pl, primerlerden 1’er pl, DreamTaq DNA polimerazdan
(5 U/ul) 0,25 pl ve niikleaz ari sudan 17,25 ul konuldu.

2. Hazirlanan karisima 2,5 pl ekstrakt {iriinii eklendi.

3. PCR’lar i¢in; baslangic denatiirasyon asamasi 95°C’de 4 dk, denatiirasyon

asamast 95°C,’de 30 s, baglanma 1sisinda* 30 S, uzama asamasi 72°C’de 1 dk ve

son uzama asamasi 72°C’de 10 dk olarak, her PCR dongiisii 35 siklustan olustu

(Cizelge 2.5). Is1 dongii cihazi olarak Biometra (Almanya) kullanildi.

Cizelge 2.5. BLV pX gen bolgesi PCR miks bilesenleri ve programi.

PCR Karisim Bileseni Miktar (pl)
Dream Taq DNA polimeraz 0,25 ul
10X Dream Taq buffer 2,5 ul
10 mM dNTP mix 0,5 ul
Primer F [10 pmol/pl] 1 ul
Primer R[10 pmol/pl] 1l
Niikleaz Ari Su 17,25 pl
DNA 2,5 ul
Toplam 25 ul

Baglanma 1s1s1*; pXBLV1F/pXBLVI1R igin: 59°C
pXBLV2F/pXBLV2R i¢in: 56°C
pXBLV3F/pXBLV3R igin: 56°C

Program

95°C’de 4 dk

95°C’de 30 s

Baglanma 1s1s1* 30 S 35 siklus
72°C’de 1 dk

72°C’de 10 dk
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2.2.3. PCRiiriinlerinin Jel Elektroforezi ile goriintiilenmesi

PCR sonucunda elde edilen amplikonlar jel elektroforez ile goriintiilendi.
Goriintlileme iglemi i¢in dncelikle %1°lik agaroz jelin elde edilmesi amaciyla 1 gr toz
agaroz (Prona, EU) tartilarak 0,5X TAE (Tris Asetat Ethylene Diamine Tetra Acetic
Acid) (100 ml) soliisyonu ile ¢6zelti haline getirildi. Bu ¢ozelti 1s1 yardimiyla
(mikrodalga firin) ¢ozdiiriilerek icerisine 7 pl Safeview™ Classic (G108) jel boyasi
eklendi ve jel taraklarinin yerlestirilmis oldugu jel tasiyicisina dokiilmeden Once
yaklasik 50 °C‘ye sogumasi igin 20 dk kadar bekletildi. Donan jel, elektroforez tankina
yerlestirildi ve jel taraklar jel tasiyicilarindan tiriinlerin yiiklenecegi kuyucuklar zarar
gormeden c¢ikarildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda oldugu gibi tank soliisyonu olarak
0,5 X TAE kullanildi. PCR iirinleri, bir birim boya (6x Loading Dye, Fermentas,
Litvanya) ti¢ birim tiriin olmak tizere karigtirilarak jelde olusan kuyucuklara aktarildu.
Beklenen boyuttaki iirlinlerin gozlemlenebilmesi i¢in 100 bp’lik ladder (Fermentas,
Litvanya) soliisyonu hazirlanarak 2 adet kuyucuga 1,3 pl konuldu. Jele 8 volt/cm
elektrik akimi uygulanarak 30-40 dk siireyle PCR {irlinlerinin hareket etmesi saglandi

ve sonrasinda jel goriintiileme sisteminde (Kodak, Gel Logic 100, ABD) goriintiilendi.

2.2.4. Dizin Analizi

PCR sonunda elde edilen {irlinlerin agaroz jel goriintiileri degerlendirilerek,
beklenen boyutta amplikon goézlenen ve analiz i¢in uygun nitelikte olanlar dizin

analizine tabi tutuldu. Dizin analizi ticari olarak hizmet alim1 yoluyla gergeklestirildi.

2.2.5. Dizin Analizi Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen BLV genomuna ait dizin verileri NCBI (National Center

for Biotechnology Information) tarafindan saglanan BLAST (Basic Local Alignment
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Search Tool) web sayfasi kullanilarak dogrulandi. Elde edilen dizinler GenBank’ta yer
alan Tiurkiye ve diger iilkelerde tespit edilen BLV genom dizinleri ile karsilastirmali
olarak Aliview (Larsson, 2014) programinin ¢oklu hizalama (multiple alignment)

Ozelliginden yararlanilarak degerlendirildi.

2.2.6. Filogenetik Analiz

Calismada elde edilen BLV saha suslarinin, Tiirkiye ve diger iilkelerde tespit
edilen BLV suslar1 ile niikleik asit dizinleri arasindaki genetik benzerligin ortaya
koyulmasi amaciyla yapilan filogenetik analizler icin MEGA X (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis across computing platforms) programi kullanildi
(Kumar ve ark., 2018). Programda bulunan ‘Find Best Model’ 6zelligi kullanilarak en
uygun modeller belirlendi. Env gen bdlgesi filogenetik analizi Maximum Likelihood
metodu, Kimura 2-parametresi art1 gama dagilimi ve boostrap analizi (1000 kopya) ile
gerceklestirildi. LTR gen bolgesi filogenetik analizi Maximum Likelihood metodu,
Tamura-3 parametresi arti gama dagilimi ve boostrap analizi (1000 kopya) ile
gergeklestirildi. BLV tax gen bolgesi filogenetik analizi ise Maximum Likelihood
metodu, Tamura-Nei parametresi art1 gama dagilimi ve boostrap analizi (1000 kopya)
ile gergeklestirildi. Niikleotit ve aminoasit benzerlikleri online program sayfasi

kullanilarak yapildi (SIAS, http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html).
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3. BULGULAR

3.1. BLV env gen bolgesi molekiiler analizi

3.1.1. Env gen bolgesi Nested-PCR sonugclari

Arastirmada ilk olarak, ELISA ile BLV’ye kars1 antikor varlig1 saptanmis olan
hayvanlara ait kan 6rnekleri (n=10) ve kismi env gen bolgesi eldesi i¢in bildirilen
primer ciftleri (Cizelge 2.2) kullanilarak, hedeflenen PCR iriinlerinin elde
edilebilmesi i¢in farkli protokoller uygulanarak optimizasyon calismalart yapildi.
Optimizasyon c¢aligmalarinin tamamlanmasini takiben arastirmaya dahil edilen
orneklerden isletme ve Ornekleme yillarina gore secilen 179 retrospektif tani
materyalinin BLV env gen hedef alan Nested-PCR ile test edilmesi sonucu 126 6rnekte
beklenen boyutta (444bp) amplikon elde edildi (Sekil 3.1). Uygun biiyiikliikte oldugu
belirlenen amplikonlardan isletmelere gore dagilimi, 6rnekleme yili, dizin analizi i¢in
uygun olup olmadigi vb. dikkate alinarak segilen 57 amplikonun, hizmet alimi ile dizin
bilgileri elde edildi. Calismada pozitif tespit edilen 6rneklerden Env, LTR ve pX gen

bolgesi dizin bilgileri elde edilen 6rneklere ait bilgiler Cizelge 3.1°de sunuldu.

Sekil 3.1. BLV Env Nested-PCR 2. tur sonucu jel goriintiisii.
[M: DNA merdiveni (100 bp), 1-5: Ornekler, P: Pozitif Kontrol (444 bp), N: Negatif Kontrol].
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Cizelge 3.1. Calismada pozitif tespit edilen 6rneklerden Env, LTR ve pX gen bolgesi dizin bilgileri
elde edilen 6rneklere ait bilgiler.

- Gen Bolgesi
No isletme Kodu Ornekleme | Ormek
Sayisi Env* LTR* pX*
Yih
1 | TG(KIRKLARELI) 2012 28 6/22 7/8 5/5
2017 37 3/13 3/6 212
2 2012 11 5/6 4/5 3/3
TH(BALIKESIR)
2012 27 7/9 5/9 3/3
3 2013 27 6/10 5/8 4/4
KRC(BURSA)
2014 22 3/8 3/4 1/1
2015 13 4/8 4/5 2/2
4 P(ANKARA) 2014 15 5/13 416 44
2015 6 2/5 3/3 -
5 CP(SANLIURFA) 2016 79 11/23 5/15 4/4
6 CKR(ADANA) 2016 11 5/9 517 5/5
Toplam 276 57/126 48/76 33/33

*Dizin bilgileri elde edilen / (+) Tespit edilen 6rnek sayisi.

3.1.2. Env gen bolgesi filogenetik analizi ve benzerlik sonuclar:

Calismada elde edilen yerel viruslar ile GenBank’tan temin edilen Tiirkiye ve
diger iilkelere ait viruslarin BLV env gen dizinlerinin filogenetik analizi Maximum
Likelihood metodu, Kimura 2-parametresi art1 gama dagilimi ve 1000 boostrap analizi
ile gerceklestirildi. Filogenetik agacta kullanilan, ¢alismada elde edilen yerel viruslar
ile GenBank’tan temin edilen Tiirkiye ve diger iilkelere ait viruslara ait bilgiler ve
GenBank kabul numaralar1 (accession number) Cizelge 3.2°de sunuldu. Bu ¢alismada
dizin bilgileri elde edilen yerel viruslar ile GenBank veri tabanindan erisim saglanan
Tiirkiye ve diger tilkelerde tespit edilmis olan BLV kismi env gen bolgesi dizinleri (1-
11 genotip) ile yapilan filogenetik analiz sonucunda, bu ¢alismadaki yerel viruslarin

G1de yer aldig1 gozlendi (Sekil 3.2).

43



Cizelge 3.2. Calismada elde edilen env gen bolgesi dizinleri Gen Bank’a kaydedilen BLV’ler ve

filogenetik analiz i¢in kullanilan GenBank’ta kayithi diger BLV susglarina ilgili bilgiler.

Genotip | Ornek ad1 * ‘Accession' no | Referans Ulke

Gl BLV/JPN K02120 Sagata ve ark.,1985 Japonya
Gl TG-5/2012/TR 0L804021 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-8/2012/TR 0L804022 Bu calisma Tiirkiye
Gl TG-9/2012/TR 0L804023 Bu calisma Tiirkiye
Gl TG-10/2012/TR** MH500045 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-11/2012/TR** MH500044 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-18/2012/TR** MH500043 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-8090/2017/TR 0L804024 Bu calisma Tiirkiye
Gl TG-8304/2017/TR 0L804025 Bu calisma Tiirkiye
Gl TG-8430/2017/TR 0L804026 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TH-29A/2012/TR** MH500046 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TH-34/2012/TR 0L804027 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TH-35/2012/TR** MH500040 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TH-37/2012/TR 0L804028 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TH-39/2012/TR 0L804029 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-45/2012/TR 0L804030 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 KRC-52/2012/TR 0L804031 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-55/2012/TR 0OL804032 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-56/2012/TR 0OL804033 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-69A/2012/TR ** MH500041 | Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 KRC-70A/2012/TR** MH500047 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S3/2013/TR ** MN928514 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S5/2013/TR** MN928528 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S8/2013/TR 0L804034 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S11/2013/TR 0L804035 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S12/2013/TR 0L804036 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S15/2013/TR 0OL804037 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-2/2014/TR ** MN928525 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-3/2014/TR ** MN928526 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-9/2014/TR 0L804038 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 KRC-K2/2015/TR** MN928515 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-K3/2015/TR** MN928516 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-K10/2015/TR 0OL804039 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-K13/2015/TR 0L804040 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl P-4/2014/TR ** MN928517 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-5/2014/TR 0L804041 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-6/2014/TR 0L804042 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl P-8/2014/TR 0L804043 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl P-14/2014/TR 0L804044 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-15/2015/TR** MN928518 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-24/2015/TR** MN928519 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-1/2016/TR 0OL804045 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CP-2/2016/TR 0OL804046 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CP-5/2016/TR 0L804047 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-44/2016/TR** MN928521 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-64/2016/TR** MN928522 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-67/2016/TR ** MN928520 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-69/2016/TR ** MN928523 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-70/2016/TR ** MN928524 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-63484853/2016/TR ** MH500039 | Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-AT464501/2016/TR** MH500038 Bu caligma Tiirkiye
Gl CP-1678091/2016/TR ** MH500042 | Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CKR-3/2016/TR ** MN928527 | Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 CKR-6/2016/TR 0L804048 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-7/2016/TR 0L804049 Bu caligma Tiirkiye
G1 CKR-8/2016/TR 0L804050 Bu ¢alisma Tiirkiye
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Cizelge 3.2. Devam. Calismada elde edilen env gen bolgesi dizinleri Gen Bank’a kaydedilen BLV’ler
ve filogenetik analiz i¢in kullanilan GenBank’ta kayith diger BLV suslarina ilgili bilgiler.

Genotip | Ornek ad1 * ‘Accession’ no | Referans Ulke

Gl CKR-9/2016/TR 0OL804051 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-11/2016/TR 0OL804052 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl BLV/Cumra-2015 MG731223 NCBI Tiirkiye
G1 1071-TR2015 MH286354 Dogan ve ark., 2020 Tiirkiye
Gl FLK-BLV EF600696 NCBI Tiirkiye
Gl 661-TR2015 MH286355 Dogan ve ark., 2020 Tiirkiye
G1 34G-Cl.schultzei-TR2015 MH286360 Dogan ve ark., 2020 Tiirkiye
Gl 1011-TR2015 MH286357 Dogan ve ark., 2020 Tiirkiye
G1 H141-TR2015 MH286358 Dogan ve ark., 2020 Tiirkiye
Gl TR-161433 FJ009177 Alkan ve ark., 2011 Tiirkiye
Gl TR-3128 JF894789 Alkan ve ark., 2011 Tiirkiye
Gl GNCN-10 KP201475 Lee ve ark., 2015 Giiney kore
G1 Uru38 FM209471 Moratorio ve ark., 2010 Uruguay
Gl Uswi EF065642 Zhao ve ark., 2007 USA

Gl BLV/Tehran EU266063 Hemmatzadeh ve ark., 2007 | Iran

Gl BLV_Mongolia-7 LC060798 Ochirkhuu ve ark., 2016 Mongolia
Gl 4826-6373 AB934282 Mekata ve Norimine, 2014 Japonya
Gl BLV/AL-148/ARG FJ808573 Rodriguez ve ark., 2009 Arjantin
Gl BLV/AL-220/costa rica FJ808576 Rodriguez ve ark., 2009 Arjantin
Gl BLV/Survey 14 L C061834 Komabayashi ve ark., 2015 | Japonya
Gl BLV/CH-V47/vietham MF817723 NCBI Vietnam
Gl BLV/MX-HEART-8/MEX MG678786 Ceron ve ark., 2020 Meksika
Gl COLSubachoqueEsme MH041898 Corredor ve ark., 2018 Kolombiya
G2 PL-1457 FJ808583 Rodriguez ve ark., 2009 Arjantin
G2 384 AF399704 Camargos ve ark., 2002 Brezilya
G3 JPFU EF065650 Zhao ve ark., 2007 Japonya
G3 USCA-2 EF065648 Zhao ve ark., 2007 USA

G4 TR/BLV01/2011 KT853027 NCBI Tirkiye
G4 TR/BLV02/2011 KT853028 NCBI Tiirkiye
G4 96 AY515273 Felmer ve ark., 2005 Sili

G4 BG EF065638 Zhao ve ark., 2007 Belgika
G5 CRAG-1 EF065645 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
G5 8513 AF399702 Camargos ve ark., 2002 Brezilya
G6 151 AY 185360 NCBI Brezilya
G6 25 DQ059415 NCBI Brezilya
G7 5 HM563749 Rola-Luszczak ve ark., 2013 | Rusya
G7 176 AY515276 Felmer ve ark., 2005 Sili

G8 M1/ELG_Cro/08 GU724606 NCBI Hirvatistan
G8 MKC2137 JQ675759 NCBI Rusya
G9 Por14 LC080665 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G9 Mon17 LC080660 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G10 Pa76-A6 KU233550 Lee ve ark., 2016 Tayland
G10 ML45-B3 KU233540 Lee ve ark., 2016 Tayland
Gl1 E101 KU764746 Yu ve ark., 2019 Cin

G11 E102 KU764747 Yu ve ark., 2019 Cin

*: Bu calismada elde edilen yerel viruslarin adlandirmasi “Isletme kodu-Ornek Adi/ Ornekleme Yili / Ulke ” siralamast ile

yapilmustir.

** Bu yerel viruslarin Env gp51 dizinleri Alkan ve ark., 2021°de kullanilmigtir.
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Sekil 3.2. Bu calismada elde edilen yerel virus dizinleri ile GenBank’taki Tiirkiye ve diger iilkelere ait BLV kismi

env gen bolgesi dizinleri (1-11 genotip) ile yapilan filogenetik analiz.
Calismadaki yerel BLVlerin adlandirmasi “Isletme kodu-Ornek Ad/Ornekleme Y1li/Ulke * seklindedir.
Yerel BLV’ler: m : TG, 0 : TH, A: KRC, e: P, ¢ : CP, o : CKR.
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Calismada elde edilen 57 6rnege ait kismi env gen dizinlerinin, K02120 referans
susuyla, kendi aralarinda, ayrica filogenetik agacta kullanilan ve G1’de yer alan diger
tilkelere ait dizinler ile aminoasit benzerlik oranlar1 incelendi. Caligmada elde edilen
57 6rnege ait kismi env gen dizinlerinin K02120 susu ile benzerlik oranlari; %98,59—
100, kendi aralarindaki benzerlik oranlari; %97,18— 100, filogenetik agacta kullanilan
ve G1’de yer alan Tiirkiye ve diger tilkelere ait dizinler ile de %91,48 — 100 olarak
tespit edildi.

3.1.3. Env Gen Bolgesi Dizin Analizi Sonug¢lari

Bu galismada elde edilen yerel BLV suslarinin kismi env gen aminoasit
dizinlerinin, K02120 referans susu rehberliginde GenBank’ta kayith diger bazi BLV
suslarimin dizinleri ile karsilastirilmas: Sekil 3.3’te sunuldu. Calismada elde edilen
kismi env gen dizinleri BLV K02120 referans susu ile karsilastirildiginda, yerel virus

dizinlerinde spontan mutasyonlarin oldugu gézlemlendi.

Bu caligsmada tespit edilen BLV ‘lerin genetik cesitliligi hakkinda bilgi saglamak
amactyla 57 Env gp51 dizisinin (kismi) amino asit dizileri hizalandiginda, 17 yerel
virus arasinda 12 farkli amino asit ikamesinin tanimlandig1 goézlenirken, kalan 40
BLV'nin K02120 referans susu ile ayn1 aa dizilimine sahip oldugu tespit edilmistir.
Tespit edilen bu aa degisimleri fonksiyonel bolgelere gore ayrmtili olarak

incelendiginde;

‘Zinc binding peptide’ ve ‘2nd Neutralizing Domain’ bolgelerinde bulunan;
H148Y degisimi yedi oOrnekte (KRC-70A/2012/TR, KRC-S3/2013/TR, KRC-
S5/2013/TR, KRC-S11/2013/TR, KRC-2/2014/TR, KRC-9/2014/TR, KRC-
10/2015/TR); H148L degisimi ii¢ ornekte (TG-5/2012/TR, TG-9/2012/TR, TG-
8430/2017/TR); F146S degisimi; TG-11/2012/TR’de tespit edilmistir. E epitopunda
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bulunan; S189G degisimi ii¢ oOrnekte (TG-10/2012/TR, TG-18/2012/TR, TG-
8304/2017/TR),

CDA4+ epitopunda bulunan; P112A degisimi TH-37/2012/TR’de; P94 T degisimi
KRC-2/2014/TR’de; G96R degisimi; KRC-K2/2015/TR, CP-44/2016/TR’de, CD4+
epitopu ve F epitopunda bulunan Q95K degisimi; KRC-2/2014/TR’de, CD8+
epitopunda bulunan G154R degisimi ise CP-67/2016/TR’de tespit edilmistir.
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BLY/IPN {K02120)
TG-5/2012/TR
TG-8/2012/TR
TG-9/2012/TR
TG-10/2012/TR
TG-11/2012/TR
TG-18/2012/TR
TG-8090/2017/TR
TG-8304/2017/TR
TG-8430/2017/TR
TH-29A/2012/TR
TH-34/2012/TR
TH-35/2012/TR
TH-37/2012/TR
TH-35/2012/TR
KRC-45/2012/TR
KRC-52/2012/TR
KRC-55/2012/TR
KRC-56/2012/TR
KRC-59A/2012/TR.
KRC-70A/2012/TR.
KRC-53/2013/TR
KRC-55/2013/TR
KRC-53/2013/TR
KRC-511/2013/TR
KRC-512{2013/TR
KRC-515/2013/TR
KRC-2/2014/TR
KRC-3/2014/TR
KRC-3/2014/TR
KRCHK2/2015/TR
KRCHK3/2015/TR
KRC+10/2015/TR
KRC+13/2015/TR
P-4/2014/TR
P-5/2014/TR
P-6/2014/TR
P-8/2014/TR
P-14/2014/TR
P-15/2015/TR
P-24/2015/TR
CP-1/2016/TR
CP-2/2016/TR
CP-5/2016/TR
CP-44/2016/TR
CP-64/2016/TR
CP-67/2016/TR
CP-69/2016/TR
CP-70/2016/TR
CP-63434353/2016/TR.
CP-AT454501/2016/TR
CP-1673091/2015/TR
CKR-3/2015/TR
CKR-6/2016/TR
CKR-7/2016/TR
CKR-3/2016/TR
CKR-9/2016/TR
CKR-11/2018/TR
1071-TR2015
34G-Cl.schultzei-TR2015
Uru3s

BLV/Tehran
TR-161478
TR/BLVDZ/2011
E101

CD4+ Teell Epitope Zinc Binding Peptide
F 15t ND G 2nd ND CD8+T cell epitope
100 120 140 150 len
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Sekil 3.3. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV kismi env gen aa dizinlerinin
K02120 rehberliginde karsilagtiriimast.
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BLV/JPN (K02120)
TG-5/2012fTR
TG-8/2012(TR
TG-9/2012fTR
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KRC-515/2013/TR
KRC-2/2014/TR
KRC-3/2014/TR
KRC-3/2014/TR
KRC+2/2015/TR
KRC+3/2015/TR
KRCH10/2015/TR
KRC+13/2015/TR
P-4/2014/TR
P-5/2014/TR
P-6/2014/TR
P-3/2014/TR
P-14/2014/TR
P-15/2015/TR
P-24/2015/TR
CP-1/2016/TR
CP-2/2015/TR
CP-5/2016/TR
CP-44/2016/TR
CP-64/2016]TR
CP-67/2015/TR
CP-65/2015/TR
CP-70/2016/TR
CP-63484853/2016/TR
CP-AT454501/2016/TR
CP-1678091/2016/TR
CKR-3/2015/TR
CKR-6/2016/TR
CKR-7[2016/TR
CKR-8/2016/TR
CKR-8/2016/TR
CKR-11/2015/TR
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Sekil 3.3. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suglarin BLV kismi env gen aa
dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastiriimasi.
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3.2. BLV’lerin LTR Gen Boélgesi Yoniinden Sonuclar:

3.2.1. LTR gen bolgesi Nested-PCR sonugclari

Env gen bolgesi yoniinden test edilerek pozitif bulunan ornekler, LTR gen
bolgesinin ¢ogaltilmasin1 hedefleyen primerler kullanilarak yapilan optimizasyon
sonrast Nested-PCR’a tabi tutuldu ve 76 ornekte 2.tur PCR sonucunda beklenen
boyutta (571bp) iriin elde edildi (Sekil 3.4). Pozitif tespit edilen 76 Ornekten
isletmelere gore dagilimi, drnekleme yili, dizin analizi i¢in kullanilabilir olmasi vb.
ozellikler dikkate alinarak se¢ilen 48 6rnege ait amplikonun dizin bilgileri hizmet alim1
ile saglandi. Hizmet alimu ile saglanan dizin bilgileri BLAST web sayfas1 kullanilarak
GenBank’ta yer alan diger BLV LTR bdlgesi dizinleri ile dogrulandi ve sonrasinda
elde edilen dizinlerin GenBank’a kaydi yapilarak kabul numaralari alindi (Cizelge
3.3).

Sekil 3.4. BLV LTR Nested-PCR 2. tur sonucu jel goriintiisii.

[M: DNA merdiveni (100 bp), 1-5: Ornekler, P: Pozitif Kontrol (571 bp), N: Negatif Kontrol].

3.2.2. LTR gen bdolgesi filogenetik analiz sonuclari

Calismada elde edilen yerel viruslar ile GenBank’ta bulunan diger iilkelere ait

suslarin BLV LTR gen dizinlerinin filogenetik analizi Maximum Likelihood metodu,
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Tamura-3 parametresi artt gama dagilimi1 ve 1000 boostrap analizi ile gergeklestirildi.
Filogenetik agacta kullanilan, ¢alismada elde edilen yerel viruslar ile GenBank’ta
bulunan diger tilkelere ait susglar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.3’de sunuldu. Bu ¢alismada
dizin bilgileri elde edilen yerel viruslar ile GenBank veri tabanindan erisim saglanan
diger iilkelerde tespit edilen BLV kismi LTR gen bolgesi dizinleri (1-10 genotip) ile
yapilan filogenetik analiz sonucunda, bu c¢alismadaki yerel viruslarin LTR gen
dizinlerinin filogenetik agagta env gen ile benzer sekilde G1°‘de yer aldig1 gozlenmistir
(Sekil 3.5).

Ayrica, bu calismada elde edilen 48 ornege ait kismi LTR gen bolgesi
dizinlerinin, birbirleriyle ve filogenetik agacta kullanilan ve G1’de yer alan diger
tilkelere ait dizinler ile niikleik asit benzerlik oranlari incelendi. Calismada elde edilen
48 ornege ait kismi LTR gen bolgesi dizinlerinin benzerlik oranlari; K02120 referans
susu ile %98,84 — 99,62, kendi aralarinda %98,98 - 100, filogenetik agacta kullanilan
ve G1’de yer alan diger iilkelere ait dizinler ile de %98,69 - 100 olarak tespit edildi.

Cizelge 3.3. Calismada elde edilen LTR gen bélgesi dizinleri GenBank’a kaydedilen BLV’ler ve
filogenetik analiz i¢gin kullanilan GenBank’ta kayitli diger BLV suslarina ilgili bilgiler.

Genotip Ornek ad1 ‘Accession' no Referans Ulke
Gl BLV/JPN K02120 Sagata ve ark., 1985 Japonya
G1 TG-5/2012/TR 0OL804053 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-8/2012/TR 0OL804054 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-9/2012/TR 0OL804055 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-10/2012/TR 0OL804056 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 TG-11/2012/TR OL804057 Bu ¢aligma Tiirkiye
G1 TG-17/2012/TR 0OL804058 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-18/2012/TR 0OL804059 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-8090/2017/TR 0OL804060 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-8304/2017/TR 0L804061 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 TG-8430/2017/TR 0OL804062 Bu ¢aligma Tiirkiye
G1 TH-29A/2012/TR 0OL804063 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TH-34/2012/TR 0OL804064 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TH-37/2012/TR 0OL804065 Bu calisma Tiirkiye
Gl TH-39/2012/TR 0OL804066 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-45/2012/TR 0L804067 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-52/2012/TR 0L804068 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-55/2012/TR 0OL804069 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-56/2012/TR 0L804070 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-70A/2012/TR 0L804071 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S5/2013/TR 0L804072 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S8/2013/TR 0L804073 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S11/2013/TR 0L804074 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-S12/2013/TR 0L804075 Bu caligma Tiirkiye
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Cizelge 3.3. Devam. Calismada elde edilen LTR gen bolgesi dizinleri GenBank’a kaydedilen BLV’ler
ve filogenetik analiz i¢in kullanilan GenBank’ta kayith diger BLV suslarina ilgili bilgiler.

Genotip Ormnek ad1 ‘Accession' No Referans Ulke
Gl KRC-S15/2013/TR 0L804076 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-4/2014/TR 0L804077 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-5/2014/TR 0L804078 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-9/2014/TR 0L804079 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-K2/2015/TR 0L804080 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-K3/2015/TR 0L804081 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-K10/2015/TR 0L804082 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-K13/2015/TR 0L804083 Bu calisma Tiirkiye
Gl P-5/2014/TR 0L804084 Bu calisma Tiirkiye
Gl P-6/2014/TR 0L804085 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-8/2014/TR 0L804086 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl P-14/2014/TR 0L804087 Bu ¢aligma Tiirkiye
G1 P-15/2015/TR 0OL804088 Bu ¢aligma Tiirkiye
G1 P-31/2015/TR 0OL804089 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl P-34/2015/TR 0L804090 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-1/2016/TR 0L804091 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-2/2016/TR 0L804092 Bu calisma Tiirkiye
Gl CP-5/2016/TR 0L804093 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 CP-44/2016/TR 0L804094 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CP-64/2016/TR 0L804095 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-6/2016/TR 0L804096 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 CKR-7/2016/TR OL804097 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CKR-8/2016/TR 0L804098 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-9/2016/TR 0L804099 Bu c¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-11/2016/TR 0L804100 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl pvAJ001 AP019565 Murakami ve ark., 2019 Japonya
Gl LS2 HE967302 Moratorio ve ark., 2013 Uruguay
G1 US-PA DQ288175 Zhao ve ark., 2007 USA
Gl JP-A3 DQ288201 Zhao ve ark., 2007 Japonya
Gl S6F15 MH170028 Dao ve ark., 2018 Vietham
Gl V50F13 MH170027 Dao ve ark., 2018 Vietham
G1 CHI-DQ MG800834 Yu ve ark., 2019 Cin
G1 #469 LC005615 NCBI Japonya
G1 FLK-BLV LC577636 NCBI Japonya
Gl JOTK AB987702 Oguma ve ark., 2017 Japonya
G2 parl7 LC080655 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G2 Arg4l FJ914764 Dube ve ark., 2009 Arjantin
G2 Arg AF257515 Dube ve ark., 2000 Arjantin
G3 JP-F1 DQ288214 Zhao ve ark., 2007 Japonya
G3 UCD1453 DQ288182 Zhao ve ark., 2007 USA
G3 UCD1571 DQ288183 Zhao ve ark., 2007 USA
G4 0071B W-M MH423655 Pluta ve ark., 2018 Polonya
G5 CR-A2-1 DQ288227 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
G5 CR-L1-4 DQ288221 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
G6 par89 LC080657 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G6 par91 LC080658 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G7 03511M P MH748226 Pluta ve ark., 2018 Polonya
G7 1MD MG407618 Pluta ve ark., 2018 Moldova
G8 010W_W-M MH423639 Pluta ve ark., 2018 Polonya
G8 VRA _Cro MH423631 Pluta ve ark., 2018 Hirvatistan
G8 ORA _Cro MH423630 Pluta ve ark., 2018 Hirvatistan
G8 0405W W-M MH423653 Pluta ve ark., 2018 Polonya
G8 UCD1205K DQ288220 Zhao ve ark., 2007 USA
G9 por87 LC080673 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G9 monl LC080659 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G10 S3 LC154849 Polat ve ark., 2017 Myanmar
G10 L1 LC154848 Polat ve ark., 2017 Myanmar
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P-16/2015/TR (OL804088)
CP-1/2016/TR (OL804081)
CP-44/2016/TR (OL804094)
TH-24/2012/TR (OL804064)
P-5/2014/TR (OL804084)
TH-29A/2012/TR (OLB04063)
CP-84/2016/TR (OL804095)
CP-2/2016/TR (OL804092)
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A KRC-K2/2015/TR (OLB04080)
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3 pVAJO01 (APO19565)
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SBF15 (MH170028)

V50F13 (MH170027)

JP-A3 (DQ288201)
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M TG-10/2012/TR (OLB04056)
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A
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@ P-8/2014/TR (OL804086)
@ P-31/2015/TR (OL804089)
@ P-34/2015/TR (OL804090)
A KRC-S11/2013/TR (OL804074) B
[ VRACro (MH423631)
[ 010W W-M (MH423639)

a
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79 85 | 0405V W-M (MH423653) G8
L—— ORA Cro (MH423630) ]
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@l CR-L1-4 (DQ288221) ] G5
00718 W-M (MH423655) 1 G4
93| S3 (LG154849)
L 11 (LC154848) ] G10
a par8g (LC080657)
) par91 (LCO80658) ] G6
03511M P (MH748226)
1MD (MG407618) ] G7
UGD1571 (DQ288183)
UCD1453 (DQ2688182) } G3
JP-F1(DQ288214)
por87 (LCO80673)
mont (LCO80659) ] G9
par17 (LCO80655)
Arg41 (FJ914764) ] G2
%0 Arg (AF257515)

0.0050

Sekil 3.5. Bu calismadaki yerel viruslar ile GenBank taki diger iilkelere ait BLV kismi LTR gen bolgesi
dizinleri (1-10 genotip) ile yapilan filogenetik analiz.

Caligmadaki yerel BLVlerin adlandirmasi “Isletme kodu-Ornek Adi/Ornekleme Y1li/Ulke * seklindedir.

Yerel BLV’ler: m : TG, o : TH, A: KRC, e: P, ¢ : CP, o : CKR.
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3.3.3. LTR Gen Bolgesi Dizin Analizi Sonuclari

Bu calismada elde edilen yerel viruslarin kismi LTR gen niikleotit dizinleri ile
GenBank’ta kayitl K02120 ve diger birkisim BLV suslarinin gen dizinleri ile birlikte
karsilagtiritlmast Sekil 3.6’da sunuldu. Calismada elde edilen kismi LTR gen dizinleri
K02120 referans susu ile karsilastirildiginda, bir¢ok yerel virus dizinlerinde spontan
mutasyonlarin oldugu gézlemlendi. Ayrica yerel viruslarin, Sekil 3.6’da verilen dizin
bilgilerinden 6zetle hazirlanan niikleotit degisiklikleri ve niikleotit degisikliklerin

genomda hangi fonksiyonel bélgede bulundugu Cizelge 3.4’te sunuldu.

LTR geninin U3, R ve U5 kisimlarinda bulunan bazi 6nemli bolgelerin niikleotit
dizinleri K02120 rehberliginde detayli olarak incelendiginde birgok aragtirmaci
tarafindan (Moratorio ve ark., 2013; Murakami ve ark., 2019; Pluta ve ark., 2021 ve
Zhao ve ark., 2007a) BLV LTR gen bdlgesinde meydana gelen ve BLV transkripsiyon
ve replikasyonunda etkili olabilecegi bildirilen bazi niikleotit degisimleri

degerlendirildi. Degerlendirmeler sonucunda bildirilen degisimlerden;

AB9T degisimi; ti¢ ornekte (TH-37/2012/TR, TH-39/2012/TR, P-6/2014/TR),
G148A degisimi yedi ornekte (TG-5/2012/TR, TG-9/2012/TR, TG-8430/2017/TR,
KRC-52/2012/TR, KRC-55/2012/TR, KRC-S12/2013/TR, KRC-13/2015/TR),
T175C degisimi 15 drnekte (TG-10/2012/TR, TG-18/2012/TR, TG-8304/2017/TR,
KRC-70A/2012/TR, KRC-S5/2013/TR, KRC-S11/2013/TR, KRC-S15/2013/TR,
KRC-5/2014/TR, KRC-9/2014/TR, KRC-2/2015/TR, KRC-10/2015/TR, P-
8/2014/TR, P-14/2014/TR, P-31/2015/TR, P-34/2015/TR) tespit edildi.
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BLV/IPN (K02120)
TG-5/2012/TR {OLB04053)
TG-8/2012/TR {OLB04054)
TG-3/2012/ TR {OLB04055)
TG-10/2012/TR (OLED4056)
TG-11/2012/TR (OLED4057)
TG-17/2012/TR {OLED4058)
TG-18/2012/ TR (OLED405)
TG-8020/2017/ TR {OLE04050)
TG-8304/2017/ TR [OLE04051)
TG-8430/2017/ TR [OLE04082)
TH-294/2012/TR {OLED4053)
TH-34/2012/TR {OL8D4054)
TH-37/2012/TR {OLE04055)
TH-35/2012/TR {OL504056)
KRC-45/2012/TR {OLE04057)
KRC-52(2012/TR {OLB04058 )
KRC-55/2012/TR {OLE04083 )
KRC-56/2012/ TR {OLE04070)
KRC-704/2012/TR (CLE04071)
KRC-55/2013/TR (OLE04072)
KRC-55/2013/TR (OLE04073)
KRC-511/2013/TR (OLEO4074)
KRC-512/2013/TR. (OLEO4075)
KRC-515/2013/TR. (OLEM4075)
KRC-4/2014/TR. (OLEO4077)
KRC-5/2014/TR {OLE0407E)
KRC-3/2014/TR (OLE04073)
KRC-K2/2015/TR {OLS04080)
KRC-K3/2015/TR (OL504051)
KRC-K10/2015/TR. (OLB04052)
KRC-K13/2015/TR (OLB04083)
P-5/2014/ TR [OLB04084)
P-5/2014/ TR (OLB04085)
P-8/2014/ TR (OLB04085)
P-14/2014/TR (OLE040E7)
P-15/2015/TR (OLEO408E)
P-31/2015/TR (OLE04083)
P-34/2015/TR {OLE04020)
CP-1/2018/TR {OLE04051)
CP-2{2015/ TR {OLB04092)
CP-5/2015/ TR {OLB04093)
CP-44/2016/TR {OLE04034)
CP-64/2016/TR {OL504035)
CKR-5/2015TR. (OLB04035)
CKR-7/2015/TR. (OLB04057)
CKR-8/2015/TR. {OLB0403E)
CKR-5/2015TR. (OLB04093)
CKR-11/2016/ TR (OLE04100)
pwAJD01 [APD15565)
UCD1571 (DQ285183)

L52 (HES67302)

Arg (AF2E7515)

Sekil 3.6. Calismadaki yerel viruslarin ve diger iilkelere ait bazi suslarin BLV LTR gen niikleotit dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilagtirilmas.
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ELV/IPN {K02120)
TG-5/2012/TR [OLE04053)
TG-E/2012/TR {OLE04054)
TG-5/2012/TR {OLE04055)
TG-10/2012(TR ((DLED4055)
TG-11/2012(TR (DL8D4057)
TG-17/2012(TR (DL8D405E)
TG-18/2012(TR (DL8D4053)
TG-B0%0/2017/ TR {OLE040E0)
TG-E304/2017/ TR {OLE04061)

TH-34/2012/TR [OLE04054)
TH-37/2013/TR {OLE04058)
TH-35/2013/TR [OLE04088)
KRC-45/2012/TR {OLE04DE7)
KRC-52/2012/TR {OLE04DEE)

KRC-55/2013(TR (OLE04072)
KRC-58/2013/TR (OLE04073)
KRC-511/2013(TR [OLSD4074) | . . . .
KRC-512/2013(TR [OLSD4075) |. . . .
KRC-515/2013(TR [OLSD4076) | . . . .
KRC-4/2014/TR (01804077}
KRC-5/2014/TR [OLE04078)
KRC-3/2014/TR [OLE04073)
KRC-K2{2015/TR (OLE0408D)
KRC-K3/2015/TR (OLE04081)
KRC-K10/2015/TR [OLE04082)
KRC-K13/2015/TR [OLE04083)
P-5/2014/TR {OL504084)
P-6/2014/TR {OL504085)
P-E/2014/TR {OL504085)
P-14/2014/TR {OLB04087)
P-15/2015/TR {OLB0408E)
P-31/2015/TR {OLB04083)
P-34/2015/TR {OLB04050)
CP-1/2015/TR {OLB04031)
CP-2/2015/ TR (OLB04032)
CP-5/2015/ TR (OLB04033)
CP-44/2015/TR [OLE04054)
CP-64/2016/TR [OLE04055)
CKR-5/2015/TR {OLE04035)
CKR-7/2015/TR {OLE04037)
CKR-8/2015/TR {OLE04038)
CKR-5/2015/TR (OLE04033)
CKR-11/2016/TR. (OLE04100)
pvAJOD (APO19555)
UCD1571 (DQ288183)

LS2 {HE357302)

Arg (AF257515)

parS (LO0B0S57)

Sekil 3.6. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger iilkelere ait bazi suslarin BLV LTR gen niikleotit dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastiriimasi.
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BLV/JPN (K0Z2120)
TG-5/2012(TR {OL804053)
TG-8/2013(TR {OLE04054)
TG-3/2012{ TR (OLE04055)
TG-10/2012/TR (OLB0405E)
TG-11/2012/TR (OLB04057)
TG-17/2012/TR {OLB0405E)
TG-18/2012/TR. (OLB04053)
TG-5050/2017/ TR (OLE04050)
TG-8304/2017/ TR (OLB04D51)

TG-8430/2017/TR (OLB04DE2) | .

TH-234/2012/ TR, (OLEO4063)
TH-34/2012/TR (OLE04064)
TH-37/2012TR {OLB04065)
TH-33/2012/TR {OLB04065)
KRC-45/2012/TR {OLE04057)
OLEQ405E

KRC-55/2013/TR (OLE04072)
KRC-S8/2013/ TR (OLE04073)
KRC-511/2013/TR (CLED4074)
KRC-512/2013/TR [CLE04075)
KRC-515/2013/TR (OLE04076)
KRC-4/2014/TR (OLEO4077)
KRC-5/2014/TR (OLE04078)
KRC-3/2014/TR [OLE04075)
KRC-K2/2015/TR (OLE04080)
KRC-K3/2015/ TR (OLE04081)
KRC-K10/2015/TR (CLE04082)
KRC-K13/2015/TR (CLED4083)
P-5/2014/TR (DLE04084)
P-£/2014/ TR, (DLED40EE)
P-E/2014/ TR, (OLED408E)
P-14/2014/TR (OLBD4087)
P-15/2015/TR {CLE04088)
P-31/2015/TR (OLE04089)
P-34/2015/TR (CLE04030)
CP-1/2016(TR {OL804031)
CP-2/2016(TR {OLE04032)
CP-5/2016(TR {OL804033)
CP-44/2015/ TR (OLB04054)
CP-54/2015/TR (OLB04055)
CKR-5/2016/ TR {OLE04036)
CKR-7/2016/TR (OLE04037)
CKR-E/2018/ TR (OLED4038)
CKR-5/2016/ TR, (OLE04033)
CKR-11/2016/TR (OLE04100)
pvAJDD1 (APD19555)
UCD1571 (DQ28E183)

L52 (HE367302)

Arg (AF257515)

parks (LOIE0S5T)

Sekil 3.6. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger lilkelere ait bazi suslarin BLV LTR gen niikleotit dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastiriimast.

Box &

Box C
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BLV/IPN (K02120)
TG-5/2012/TR (OLSD4053)
TG-E(2012/TR [OLED4054)
TG-5(2012/TR (OLED4055)
TG-10/2012( TR (OL80405E)
TG-11/2012( TR {OLED4057)
TG-17/2012(TR (OLE0405S)
TG-15/2012( TR {OLED4055)
TG-B090/2017/ TR (OLSD4050)
TG-B304/2017/ TR (OLE04051}
TG-8430/2017/ TR (OLED4062)
TH-294/2012/ TR (OLB04DE3)
TH-34/2012/ TR [OLED40E4)
TH-37/2013(TR (OLED40ES)
TH-33/2012( TR, {OLED4055)
KRC-45/2012/TR (OLS04057)
KRC-52/2012/ TR [OLS04058}

KRC-70A/2012(TR [OLED40TL) | . -
KRC-55/2013/TR [OLB04072)
KRC-SE/2013/TR [OLB04073) |-
KRC-G11/2013/TR (OL804074)
KRC-S12/2013/TR. {OLS04075)
KRC-S15/2013/TR. {OLS04076)
KRC-4/2014/TR (OL804077)
KRC-5/2014/TR (OLS0407E)
KRC-5/2014/TR (OLS04079)
KRC-K2/2015/ TR, {OLB04080}
KRC-K3/2015/TR {OLB04081)
KRC-K10/2015/TR. {OLS04052)
KRC-K13/2015/TR. {OLS04083)
P-5/2014/TR [OLB04024)
P-5/2014/TR. [OLB04085)
P-E/2014/TR (OLB04086)
P-14/2014( TR (OLSD4087)
P-15/2015/TR (OLS04088)
P-31/2015/TR (OLS04083)
P-34/2015/TR (OLE04050)
CP-1/2016/TR [OLSD4091}
CP-2{2016/TR (OLED40S2)
CP-5{2016/TR (OLSD4053}
CP-44/2016/ TR {OLE04054)
CP-54/2016/TR {OLED4055)
CKR-6/2016/TR (OLS04035)
CKR-7/2016/TR (OLS04057)
CKR-8/2016/TR (OL804038)
CKR-3/2016/ TR (OL8040%3)
CKR-11{2016/TR (OLSD4100}
pwAJO01 (APO13565)
UCDI571 {DQ2E8183)

LS2 (HES67302)

Arg [AF257515)

par8g (LCDE0sE7)

Sekil 3.6. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger iilkelere ait bazi suslarin BLV LTR gen niikleotit dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastirilmasi.
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Cizelge 3.4. LTR gen kismi dizin bilgilerinden hazirlanan niikleotit degisikliklerin genomda bulundugu
fonksiyonel bolgeler ve pozisyonlari.

Isletme Ornek Adi Pozisyon (nt) Fonksiyonel Bolge
TG-5/2012/TR G148(-64)A,G169(-43)A,A275(+64)G | Gre-Tre3, Tata Box,-
TG-8/2012/TR
TG-9/2012/TR G148(-64)A,G169(-43)A,A275(+64)G | Gre-Tre3, Tata Box,-
TG/2012 TG-10/2012/TR T175(-37)C -
TG-11/2012/TR A275(+64)G -
TG-17/2012/TR
TG-18/2012/TR T175(-37)C -
TG-8304/2017/TR T175(-37)C -
TG/2017 TG-8430/2017/TR G148(-64)A,G169(-43)A,A275(+64)G Gre-Tre3, Tata Box,-
TG-8090/2017/TR
TH-29A/2012/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
G TH-34/2012/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
TH-37/2012/TR A69(-143)T,T201(-11)G Nfkb-Like,Cap Site
TH-39/2012/TR A69(-143)T,T201(-11)G Nfkb-Like,Cap Site
KRC-45/2012/TR
KRC-52/2012/TR G148(-64)A,T452(+241)C Gre-Tre3,-
KRC/2012 KRC-55/2012/TR G148(-64)A Gre-Tre3
KRC-56/2012/TR T195(-17)C,T495(+283)C
KRC-70A/2012/TR T175(-37)C -
KRC-S5/2013/TR T175(-37)C -
KRC-S8/2013/TR T201(-11)G Cap Stte
KRC/2013 KRC-S11/2013/TR T175(-37)C -
KRC-S12/2013/TR G148(-64)A,T395(+184)C Gre-Tre3,Das-Boxc
KRC-S15/2013/TR T175(-37)C -
KRC-4/2014/TR
KRC/2014 KRC-5/2014/TR T175(-37)C -
KRC-9/2014/TR T175(-37)C -
KRC-K2/2015/TR T175(-37)C
KRC-K3/2015/TR
SREAES KRC-10/2015/TR T175(-37)C -
KRC-13/2015/TR G148(-64)A,T395(+184)C Gre-Tre3,Das-Boxc
P-5/2014/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
Nfkb-Like,Nfkb-
P/2014 P-6/2014/TR A69(-143)T,A117(-95)G Like-Cat Box
P-8/2014/TR C111(-101)A, T175(-37)C,T241(+30)C | Nfkb-Like,-,-
P-14/2014/TR T175(-37)C,T241C
P-15/2015/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
P/2015 P-31/2015/TR C111(-101)A, T175(-37)C,T241(+30)C | Nfkb-Like,-,-
P-34/2015/TR C111(-101)A, T175(-37)C,T241(+30)C | Nfkb-Like,-,-
CP-1/2016/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C |,
CP-2/2016/TR C371(+160)T Das
CP/2016 CP-5/2016/TR A376(+165)G Das-Box B
CP-44/2016/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
CP-64/2016/TR T224(+13)C,C399(+188)T,T506(+295)C | -,Das-Boxc,-
CKR-6/2016/TR
CKR-7/2016/TR T335(+124)A -
CKR/2016 CKR-8/2016/TR T335(+124)A -
CKR-9/2016/TR
CKR-11/2016/TR T335(+124)A -
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3.3. BLV’lerin pX Gen Bolgesi Yoniinden Sonuglari

3.3.1. pX gen bolgesi PCR sonuclar:

pX gen bolgesi eldesi i¢in, BLV env gen bolgesi pozitif tespit edilen 6rneklerden
secilen 73 adet 6rnek ile BLV pX gen boélgesini hedef alan ve birbirleriyle eklemeli
olarak ortiisecek sekilde tasarlanmis li¢ primer ¢ifti PCR islemi ig¢in kullanildi.
Toplamda 33 6rnek ti¢ farkli primer gifti ile gergeklestirilen PCR islemleri sonucunda
pozitif tespit edildi (Sekil 3.7) ve dizin analizi i¢in uygun nitelikte oldugu tespit edilen
99 adet amplikonun (33 6rnek) dizin bilgisi hizmet alim1 yoluyla gergeklestirildi.
Hizmet alimi ile dizin bilgileri saglanan dizinler BLAST web sayfasi kullanilarak
GenBank’ta yer alan diger BLV pX gen boélgeleri ile dogrulandi ve eklemeli olarak
birlestirildi. Elde edilen dizinlerin GenBank’a kaydi yapilarak “accession” numaralari

alindi (Cizelge 3.5).

Sekil 3.7. BLV pX gen bolgesi (pX1, pX2, pX3) PCR jel goriintiisii.
[M: DNA merdiveni (100 bp),[1-6: Ornekler, Pozitif Kontrol ( pX1;609 bp, pX2;669 bp pX3; 478 bp),
N: Negatif Kontrol].
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3.3.2. pX Gen Bolgesi Molekiiler Analiz Sonuglari

3.3.2.1. pX Gen Bolgesi/Tax Geni Filogenetik Analizi

Calismada elde edilen yerel viruslar ile GenBank’ta bulunan diger iilkelere ait
suslarin BLV tax gen dizinlerinin filogenetik analizi Maximum Likelihood metodu,
Tamura-Nei parametresi arti gama dagilimi ve 1000 boostrap analizi ile
gerceklestirildi. Filogenetik agacta kullanilan, ¢alismada elde edilen yerel viruslar ve
GenBank’ta bulunan diger iilkelere ait suslar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.5’ te sunuldu.
Bu ¢alismada dizin bilgileri elde edilen yerel viruslar ile GenBank veri tabanindan
erisim saglanan diger tilkelerdeki BLV tax gen bolgesi dizinleri (1-10 genotip, genotip
7 haric) ile yapilan filogenetik analiz sonucunda, bu ¢aligmadaki yerel viruslarin env
gen bolgesi filogenetik analiz sonuglari ile benzer olarak G1‘de yer aldig1 gozlendi

(Sekil 3.8).

Ayrica, ¢aligmada elde edilen 33 6rnege ait tax gen dizinlerinin, K02120 referans
susu ile birbirleri arasinda ve filogenetik agagta kullanilan ve G1’de yer alan diger
ilkelere ait dizinler ile aa benzerlik oranlar1 incelendi. Calismada elde edilen 33 6rnege
ait tax gen dizinlerinin benzerlik oranlar1 K02120 referans susu ile %98,7-99,67, kendi
aralarinda %98,05 — 100, filogenetik agacta kullanilan ve G1’de yer alan diger iilkelere
ait dizinlerle de %97,4 - 100 olarak tespit edildi.

Cizelge 3.5. Calismada elde edilen Tax gen bolgesi dizinleri GenBank’a kaydedilen BLV’ler ve
filogenetik analiz i¢in kullanilan GenBank’ta kayitl diger BLV suglarna ilgili bilgiler.

Genotip Ornek ad1 'Accession' no Referans Ulke
Gl BLV/JPN K02120 Sagata ve ark.,1985 Japonya
G1 TG-5/2012/TR OL771405 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl TG-8/2012/TR OL771406 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-9/2012/TR OL771407 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-10/2012/TR OL771408 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-11/2012/TR OL771409 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-8090/2017/TR OL771410 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TG-8430/2017/TR OL771411 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl TH-29A/2012/TR OL771412 Bu ¢aligma Tiirkiye
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Cizelge 3.5. Devam. Calismada elde edilen Tax gen bolgesi dizinleri GenBank’a kaydedilen BLVler
ve filogenetik analiz i¢in kullanilan GenBank’ta kayitli diger BLV suslarina ilgili bilgiler.

Genotip Ormek ad1 'Accession’ no Referans Ulke
Gl TH-34/2012/TR OL771413 Bu calisma Tiirkiye
Gl TH-39/2012/TR OL771414 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-52/2012/TR OL771415 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-55/2012/TR OL771416 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-56/2012/TR OL771417 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-S8/2013/TR OL771418 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-S11/2013/TR OL771419 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-S12/2013/TR OL771420 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-S15/2013/TR OL771421 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl KRC-9/2014/TR OL771422 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl KRC-K10/2015/TR OL771423 Bu calisma Tiirkiye
Gl KRC-K13/2015/TR OL771424 Bu calisma Tiirkiye
Gl P-5/2014/TR OL771425 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-6/2014/TR OL771426 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl P-8/2014/TR OL771427 Bu calisma Tiirkiye
G1 P-14/2014/TR OL771428 Bu ¢aligma Tiirkiye
Gl CP-1/2016/TR OL771429 Bu calisma Tiirkiye
Gl CP-2/2016/TR OL771430 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-5/2016/TR OL771431 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CP-64/2016/TR OL771432 Bu calisma Tiirkiye
Gl CKR-6/2016/TR OL771433 Bu galisma Tiirkiye
Gl CKR-7/2016/TR OL771434 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-8/2016/TR OL771435 Bu ¢alisma Tiirkiye
Gl CKR-9/2016/TR OL771436 Bu ¢alisma Tiirkiye
G1 CKR-11/2016/TR OL771437 Bu ¢aligma Tiirkiye
G1 pvAF967 LC164085 Murakami ve ark., 2016 Japonya
G1 PUE_44A MN707596 Montero ve ark., 2021 Meksika
Gl V50F13 MH170027 Dao ve ark., 2018 Vietham
Gl COA_2L MN707609 Montero ve ark., 2021 Meksika
Gl JOTK AB987702 Oguma ve ark., 2017 Japonya
Gl LS2 HE967302 Moratorio ve ark., 2013 Uruguay
Gl pBLV913 EF600696 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G1 pvAJ026 AP019590 Dube ve ark., 2000 Avrjantin
Gl TLA MN707591 Montero ve ark., 2021 Meksika
G1 HIDHeart 7 MN707620 Montero ve ark., 2021 Meksika
Gl JPEH-2 DQ412656 Zhao ve ark., 2007 Japonya
Gl S6F15 MH170028 Dao ve ark., 2018 Vietham
G2 parl7 LC080655 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G2 Arg AF257515 Dube ve ark., 2000 Arjantin
G2 lima40 LC080654 Polat ve ark., 2016 Peru
G3 USCA-3 DQ412665 Zhao ve ark., 2007 USA
G3 JPFU DQ412657 Zhao ve ark., 2007 Japonya
G3 JPFU-3 EF428049 Zhao ve ark., 2007 Japonya
G4 R K02251 Rice ve ark., 1984 -

G4 2 a-B MNO072349 NCBI Rusya
G4 1 k-F MNO072355 NCBI Rusya
G5 Costa Rica AY700382 | McGirr ve Buehring, 2006 Kostarika
G5 CRGC DQ412649 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
G5 CRAS-1 DQ412647 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
G6 S9F16 MH170029 Dao ve ark., 2018 Vietnam
G6 par89 LC080657 Polat ve ark., 2016 Paraguay
G8 1 e-H MNO072348 NCBI Rusya
G9 mon28 LC080662 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G9 monl7 LC080660 Polat ve ark., 2016 Bolivya
G10 L1 LC154848 Polat ve ark., 2017 Myanmar
G10 S3 LC154849 Polat ve ark., 2017 Myanmar

63



@ P-14/2014/TR (OL771428)
PVAJ026 (AP019580)
@ P-8/2014/TR (OL771427)
W TG-10/2012/TR (OL771408)
— SGF15 (MH170028)
|- JPEH-2 (DQ412656)
38 | A KRG-K10/2015/TR (OL771423)
A KRC-S11/2013/TR (OL771419)
A KRC-972014/TR (OL771422)
A KRC-52/2012/TR (OL771415)
EEZA A KRC-S15/2013/TR (OL771421)
a PUE 44A (MN707506)
L V50F13 (MH170027)
55 JOTK (AB9B7702)
L — HIDHeart 7 { MN707620)
—— pBLVO13 (EF600696)
5: | Ml TG-8/2012/TR (OL771406)
A i B TG-8090/2017/TR (OL77110)
— & KRC-S8/2013/TR (OL771418)
0| L——— pvAF96T (LC164085)
o[ M TGS2012/TR (OL771405)
O CKR-9/2016/TR (OL771436)
O CKR-62016/TR (OL771433)
W TG-11/2012/TR (OL771409)
© CKR-11/2016/TR (OLT71437)

© CKR-7/2016/TR (OL771434)

O CKR-8/2016/TR (OL771435)
9| Ml TG-9/2012/TR (OL771407)

L B TG-8430/2017/TR (OL771411)
ke——— & KRC-55/2012/TR (OL771416)
L Ls2 (HE967202)

13— A& KRC-56/2012/TR (OL771417)
@ CP-5/2016/TR (OL771431)
[ TH-29A/2012/TR (OL771412)
[1 TH-34/2012/TR (OL771413)
[0 TH-39/2012/TR (OLT71414)
@ CP-2/2016/TR (OL771430)
TLA (MN707591)
@ CP-84/2016/TR (OL771422)
& CP-1/2016/TR (OL771429)
A KRC-S12/2013/TR (OL771420)
58| & KRG-K13/2015/TR (OL771424)
BLV/JPN (K02120)
@ P-5/2014/TR (OL771425)
100L @ P-6/2014/TR (OL771426)
L— COA 2L (MN707609) |

22 USCA-3 (DQ412665) 1
ﬁ%m 3
o5 JPFU-3 (EF428048)
lima40 (LCO80654)

pari7 (LCO80655) G2
Arg (AF257515)

=

72

93

1 e-H (MMO72348) 1 Gs
mon17 (LG080860) } co
100 | mon28 (LC080662)

29 Costa Rica (AY700382)
100 l—; CRAS-1 (DQ412647) GS
L CRGG (DQ412649)

2 a-B (MND72349)
- R (K02251) G4
1 k-F (MNO72355)
55 S9F16 (MH170029)
G6
parg9 (LC080657)

) L1 (LC154848

{ ) } G10

100 L 53 (LC154849)

0.010

Sekil 3.8. Bu calismadaki yerel viruslar ile GenBank’taki diger iilkelere ait BLV tax gen bolgesi

dizinleri (genotip 1-10, genotip 7 harig) ile yapilan filogenetik analiz.
Calismadaki yerel BLVlerin adlandirmasi “Isletme kodu-Ornek Ad/Ornekleme Y1l1i/Ulke ” seklindedir.
Yerel BLV’ler: m : TG, o : TH, A: KRC, : P, ¢ : CP, o : CKR.
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3.3.2.2. pX Gen Bolgesi/Tax geni Amino Asit Dizin Sonuglar

Bu ¢alismada dizin bilgileri elde edilen BLV’lerin pX gen bdlgesi/tax geni
amino asit dizinlerinin K02120 referans susu rehberliginde GenBank’ta kayitli bazi
BLV suslarinin dizinleri ile karsilastirilmasi Sekil 3.9°da sunuldu. Calismadaki
orneklerden elde edilen tax gen dizinleri BLV K02120 referans susu ile
karsilagtirildiginda, yerel viruslarin dizinlerinde bir kisim amino asit degisimine yol
acan mutasyonlarin oldugu goézlemlendi. Calismadaki yerel viruslarin tax geni
fonksiyonel bolgelerinde bulunan amino asit degisimleri ise Cizelge 3.6’da sunuldu.
Tax geni fonksiyonel bolgelerinde bulunan amino asit degisimleri detayli olarak
incelendi ve gesitli arastirmacilar tarafindan (Niewiesk ve ark.,1995; Pluta ve ark.,
2020; Pluta ve ark., 2021 ve Zyrianova ve ark., 2020) Tax proteininin islevinde etkili
oldugu bildirilen bolgelerde bulunan bazi amino asit degisimleri degerlendirildi. Bu

bolgelerden;

‘Zinc finger’ bolgesinde; Q40R aa degisikligi; KRC-56/2012/TR’de, E42K aa
degisikligi 9 ornekte (TG-5/2012/TR, TG-8/2012/TR, TG-11/2012/TR, TG-
8430/2017/TR, CKR-6/2016/TR, CKR-7/2016/TR, CKR-8/2016/TR, CKR-
9/2016/TR, CKR-11/2016/TR), R43K aa degisikligi iki 6rnekte (KRC-S15/2013/TR,
CKR-7/2016/TR) tespit edildi.

“Tcell epitope’ bolgesinde; C118Y aa degisikligi CP-2/2016/TR’de, V146L aa
degisikligi TG-8430/2017/TR’de, V1461 aa degisikligi ise KRC-55/2012/TR’de tespit
edildi.

‘CD8+ CTL epitope’ bolgesinde; 1186V aa degisikligi iki Ornekte (P-
5/2014/TR, P-6/2014/TR), C196R aa degisikligi TG-11/2012/TR’de tespit edildi.

Tax geninde fonksiyonel olarak belirlenen bolgelerin haricinde de amino asit

degisimlerinin varligi ¢alismadaki yerel viruslarda saptandi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV tax gen aa dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastirilmast.
(Fonksiyonel olarak 6nemli bolgeler olan ‘Zn finger domain’, ‘T-cell epitopes’, ‘B-cell epitope’ ve ‘CD8+ CTL epitopes’ siyah ¢izgilerle, ‘Leucine(L)-rich activation domain’ ve
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Sekil 3.9. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suglarin BLV tax gen aa dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastirilmasi.
(Fonksiyonel olarak dnemli bdlgeler olan ‘Zn finger domain’, ‘T-cell epitopes’, ‘B-cell epitope’ ve ‘CD8+ CTL epitopes’ siyah ¢izgilerle, ‘Leucine(L)-rich activation domain’ ve
‘Multifunctional domain’ kare iginde, fosforilasyon bdlgeleri ise + ile isaretlenmistir).
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Sekil 3.9. Devam. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV tax gen aa dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilagtiriimast.
(Fonksiyonel olarak dnemli bdlgeler olan ‘Zn finger domain’, ‘T-cell epitopes’, ‘B-cell epitope’ ve ‘CD8+ CTL epitopes’ siyah ¢izgilerle, ‘Leucine(L)-rich activation domain’ ve
‘Multifunctional domain’ kare iginde, fosforilasyon bolgeleri ise + ile isaretlenmistir).
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Cizelge 3.6. Tax gen aa dizin bilgilerinden hazirlanan aa degisikliklerin genomda bulundugu
fonksiyonel bolgeler ve pozisyonlari.

Isletme Omek Adi Pozisyon (aa) Fonksiyonel Bolge
TG-5/2012/TR E42K,P233L Zn finger domain',-
TG-8/2012/TR E42K,Q99P,P233L Zn finger domain',-,-
TG/2012 TG-9/2012/TR R73Q,P233L
TG-10/2012/TR P233L -
Zn finger domain',-,'CTL
TG-11/2012/TR E42K, T69M,C196R,P233L | epitope'+'L rich domain',-
Zn finger domain',-, Tcell
TG/2017 TG-8430/2017/TR | E42K,R73Q,V146L,P233L | epitope',-
TG-8090/2017/TR Q99P,P233L
TH-29A/2012/TR E228K,P233L
TH/2012 TH-34/2012/TR P233L -
TH-39/2012/TR P233L -
KRC-52/2012/TR N222D,P233L
KRC/2012 KRC-55/2012/TR | V1461,P233L T cell epitope’ -
KRC-56/2012/TR Q40R,P233L,E282K Zn finger domain',-,-
KRC-S8/2013/TR T69M,P233L
KRC/2013 KRC-S11/2013/TR P233L -
KRC-S12/2013/TR P233L -
KRC-S15/2013/TR R43K,P233L Zn finger domain',-
KRC/2014 KRC-9/2014/TR P233L
KRC/2015 KRC-K10/2015/TR P233L,T279I -, 'B cell epitope
KRC-K13/2015/TR P233L -
P-5/2014/TR 1186V,P233L,S286G CTL epitope'+'L rich domain',-,-
phosphorylation site',/CTL
P/2014 P-6/2014/TR S106P,1186V,P233L,5286G | epitope'+'L rich domain',-,-
P-8/2014/TR P233L -
P-14/2014/TR P233L -
CP-1/2016/TR P233L -
CP/2016 CP-2/2016/TR A95T,C118Y,P233L -, 'Tcell epitope’,-
CP-5/2016/TR P233L -
CP-64/2016/TR P233L -
CKR-6/2016/TR E42K,P233L Zn finger domain',-
Zn finger domain','Zn finger
CKR-7/2016/TR E42K,R43K,P233L domain',-
CKR/2016 CKR-8/2016/TR E42K,P233L Zn finger domain',-
CKR-9/2016/TR E42K,P233L Zn finger domain',-
CKR-11/2016/TR E42K,P233L Zn finger domain',-
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3.2.3. pX Gen Bolgesi/rex geni Amino Asit Dizin Sonuclari

Bu ¢alismada dizin bilgileri elde edilen BLV’lerin pX gen bolgesi/rex geni
amino asit dizinleri, K02120 referans susu rehberliginde GenBank’ta kayitli bazi1 BLV
suslarmin aa dizinleri ile birlikte karsilastirilarak meydana gelen mutasyonlar
incelendi. Calismada elde edilen yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV rex
gen aa dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilagtirilmasi Sekil 3.10, yer alan suslara
ait bilgiler de Cizelge 3.7 de sunuldu.

Calismadaki orneklerden elde edilen rex gen aa dizinleri BLV referans susu
K02120 ile karsilastirildiginda, yerel viruslarin aa dizinlerinde gesitli mutasyonlarin
oldugu tespit edildi. Yerel viruslarin rex geninde, arastirmacilar tarafindan (Choi ve
Hope, 2005) Rex proteininin islevinde etkili oldugu bildirilen NES bdlgesinde yer alan
ve calismadaki viruslarda tespit edilen amino asit degisimleri detayli olarak
incelendiginde; S74L degisimi yedi 6rnekte; TH-29A/2012/TR, TH-34/2012/TR, TH-
39/2012/TR, CP-1/2016/TR, CP-64/2016/TR, KRC-S12/2013/TR, KRC-13/2015/TR,
R77C degisimi iki 6rnekte; TG-11/2012/TR, KRC-S8/2013/TR, D81N degisimi de iki
ornekte; TG-9/2012/TR, TG-8430/2017/TR tespit edildi.Yerel viruslarda bulunan
amino asit degisimleri ve degisimlerin yer aldig:1 fonksiyonel bolgeler Cizelge 3.8°de

sunuldu.

Ayrica, caligmada elde edilen 33 6rnege ait rex gen dizinlerinin, K02120 referans
susuyla, kendi aralarinda ve Sekil 3.10°da yer alan diger lilkelere ait dizinler ile aa
benzerlik oranlar1 incelendi. Calismada elde edilen 33 6rnege ait rex gen dizinlerinin
aa benzerlik oranlar1 K02120 referans susu ile % 98,64-100, kendi aralarinda % 97,29
— 100, Sekil 3.10°da yer alan diger iilkelere ait dizinler ile de % 87,83 — 100 olarak
tespit edildi.
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Sekil 3.10. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV rex gen aa dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilagtirilmast.
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Cizelge 3.7. Calismada elde edilen yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV rex gen aa
dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastirilmasinda yer alan suslara ait bilgiler.

Ornek ad 'Accession’ no Referans Ulke
BLV/JPN K02120 Sagata ve ark., 1985 Japonya
TG-5/2012/TR OL771405 Bu galisma Tiirkiye
TG-8/2012/TR OL771406 Bu galisma Tiirkiye
TG-9/2012/TR OL771407 Bu galisma Tiirkiye
TG-10/2012/TR OL771408 Bu galisma Tiirkiye
TG-11/2012/TR OL771409 Bu galisma Tiirkiye
TG-8090/2017/TR OL771410 Bu galisma Tiirkiye
TG-8430/2017/TR OL771411 Bu galisma Tiirkiye
TH-29A/2012/TR OL771412 Bu ¢alisma Tiirkiye
TH-34/2012/TR OL771413 Bu ¢alisma Tiirkiye
TH-39/2012/TR OL771414 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-52/2012/TR OL771415 Bu ¢aligma Tiirkiye
KRC-55/2012/TR OL771416 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-56/2012/TR OL771417 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-S8/2013/TR OL771418 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-S11/2013/TR OL771419 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-S12/2013/TR OL771420 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-S15/2013/TR OL771421 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-9/2014/TR OL771422 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-10/2015/TR OL771423 Bu ¢alisma Tiirkiye
KRC-13/2015/TR OL771424 Bu ¢alisma Tiirkiye
P-5/2014/TR OL771425 Bu ¢alisma Tiirkiye
P-6/2014/TR OL771426 Bu ¢alisma Tiirkiye
P-8/2014/TR OL771427 Bu ¢alisma Tiirkiye
P-14/2014/TR OL771428 Bu ¢alisma Tiirkiye
CP-1/2016/TR OL771429 Bu ¢alisma Tiirkiye
CP-2/2016/TR OL771430 Bu ¢alisma Tiirkiye
CP-5/2016/TR OL771431 Bu ¢alisma Tiirkiye
CP-64/2016/TR OL771432 Bu ¢alisma Tiirkiye
CKR-6/2016/TR OL771433 Bu ¢alisma Tiirkiye
CKR-7/2016/TR OL771434 Bu ¢alisma Tiirkiye
CKR-9/2016/TR OL771435 Bu ¢alisma Tiirkiye
CKR-8/2016/TR OL771436 Bu ¢alisma Tiirkiye
CKR-11/2016/TR OL771437 Bu ¢alisma Tiirkiye
HID_7A MN707601 Montero ve ark., 2021 Meksika
GUA 6A MN707605 Montero ve ark., 2021 Meksika
TLA MN707592 Montero ve ark., 2021 Meksika
PUE_44A MN707596 Montero ve ark., 2021 Meksika
GUA_11L MN707603 Montero ve ark., 2021 Meksika
par89 LC080657 Polat ve ark., 2016 Paraguay
CRGC DQ412649 Zhao ve ark., 2007 Kostarika
USCA-3 DQ412665 Zhao ve ark., 2007 USA
pvAF967 LC164085 Murakami ve ark., 2016 | Japonya
LS2 HE967302 Moratorio ve ark., 2013 | Uruguay
JPEH-2 DQ412656 Zhao ve ark., 2007 Japonya
JOTK AB987702 Oguma ve ark., 2017 Japonya
monl7 LC080660 Polat ve ark., 2016 Bolivya
S9F16 MH170029 Dao ve ark., 2018 Vietnam
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Cizelge 3.8. Rex gen aa dizin bilgilerinden 6zetle hazirlanan aa degisikliklerin genomda bulundugu
fonksiyonel bolgeler ve pozisyonlari.

Isletme Ornek Adi Pozisyon(Aa) Fonksiyonel Bolge
TG-5/2012/TR -
TG-8/2012/TR S107R -
TG/2012 TG-9/2012/TR D81N,F143S Nuclear export signal (NES)
TG-10/2012/TR
TG-11/2012/TR R77C Nuclear export signal (NES)
TG/2017 TG-8430/2017/TR | D81N,F143S Nuclear export signal (NES)
TG-8090/2017/TR | S107R -
TH-29A/2012/TR S74L Nuclear export signal (NES)
TH/2012 TH-34/2012/TR S74L Nuclear export signal (NES)
TH-39/2012/TR S74L Nuclear export signal (NES)
KRC-52/2012/TR
KRC/2012 KRC-55/2012/TR K50R,S84F -
KRC-56/2012/TR N48D -
KRC-S8/2013/TR | R77C,F143S Nuclear export signal (NES)
KRC/2013 KRC-S11/2013/TR
KRC-S12/2013/TR | T601,S74L Nuclear export signal (NES)
KRC-S15/2013/TR | G51R --
KRC/2014 KRC-9/2014/TR
KRC/2015 KRC-10/2015/TR
KRC-13/2015/TR | T601,S74L Nuclear export signal (NES)
P-5/2014/TR Y20C,T141M -
P/2014 P-6/2014/TR Y20C, T141M -
P-8/2014/TR
P-14/2014/TR
CP-1/2016/TR S74L Nuclear export signal (NES)
CP/2016 CP-2/2016/TR A126T -
CP-5/2016/TR
CP-64/2016/TR S74L Nuclear export signal (NES)
CKR-6/2016/TR
CKR-7/2016/TR M21T,G51R -
CKR/2016 CKR-8/2016/TR M21T -
CKR-9/2016/TR
CKR-11/2016/TR M21T -

3.3.2.4. pX Gen Bolgesi/R3 ve G4 genleri Amino Asit Dizin Sonuclari

Bu calismada dizin bilgileri elde edilen BLV’lerin pX gen bolgesi/R3/G4 gen
amino asit dizinleri, K02120 referans susu rehberleginde GenBankta kayitli bazi BLV

suslarinin gen dizinleri ile birlikte karsilastirilmasi R3 i¢in Sekil 3.11°de, G4 i¢in Sekil
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3.12°de sunuldu. Karsilastirmada kullanilan suslara ait bilgiler ise Cizelge 3.9’da

sunuldu.

BLV/IPM (KD2120)
TG-5/2012/TR
TG-8/2012/TR
TG-9/2012/TR
TG-10/2012/TR
TG-11/2012/TR
TG-3090/2017/TR
TG-8430/2017/TR
TH-294/2012/TR
TH-34/2012/TR.
TH-39/2012/TR
KRC-52/2012/TR
KRC-55/2012/TR
KRC-56/2012/TR
KRC-58/2013/TR
KRC-511/2013/TR
KRC-512/2013/TR
KRC-515/2013/TR
KRC-9/2014/TR
KRC-K10/2015/TR.
KRC-HK13/2015/TR
P-5/2014/TR
P-6/2014/TR
P-8/2014/TR
P-14/2014/TR
CP-1/2016/TR
CP-2/2016,/TR
CP-5/2016/TR
CP-64/20158/TR
CKR-6/2016/TR
CKR-7/2016/TR
CKR-8/2016/TR
CKR-9/2016/TR
CKR-11/2016/TR
JOTK

S56F15

LS1

LS2

LS3

pwAJD2E

S9F 15

IBK1719
6-month-old EBL calf
monl?

parl?
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Sekil 3.11. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suglarin BLV pX/R3 gen aa dizinlerinin
K02120 rehberliginde karsilastiriimast.

R3 gen bolgesi aa dizinleri K02120 referans susu rehberliginde incelendiginde,

fonksiyonel herhangi bir bélge tanimlanmamakla birlikte, bes ornekte (TH-
29A/2012/TR, TH-34/2012/TR, TH-39/2012/TR, CP-1/2016/TR, CP-64/2016/TR)
R31S degisimi dikkat ¢ekici bulundu.
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Sekil 3.12. Calismadaki yerel viruslarin ve diger referans suglarin K02120 rehberliginde BLV G4 gen aa dizinlerinin karsilastirilmasi.
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Cizelge 3.9. Calismada elde edilen yerel viruslarin ve diger referans suslarin BLV R3/G4 gen aa

dizinlerinin K02120 rehberliginde karsilastiriimasinda yer alan suglara ait bilgiler.

Gen Bolgesi Ormek ad1 'Accession’ no Referans Ulke
R3/G4 BLV/JPN K02120 Sagata ve ark., 1985 Japonya
R3/G4 TG-5/2012/TR OL771405 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 TG-8/2012/TR OL771406 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 TG-9/2012/TR OL771407 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TG-10/2012/TR OL771408 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TG-11/2012/TR OL771409 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TG-8090/2017/TR OL771410 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TG-8430/2017/TR OL771411 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TH-29A/2012/TR OL771412 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 TH-34/2012/TR OL771413 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 TH-39/2012/TR OL771414 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-52/2012/TR OL771415 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-55/2012/TR OL771416 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-56/2012/TR OL771417 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-S8/2013/TR OL771418 Bu galisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-S11/2013/TR OL771419 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-512/2013/TR OL771420 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 KRC-S15/2013/TR OL771421 Bu calisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-9/2014/TR OL771422 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-10/2015/TR OL771423 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 KRC-13/2015/TR OL771424 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 P-5/2014/TR OL771425 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 P-6/2014/TR OL771426 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 P-8/2014/TR OL771427 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 P-14/2014/TR OL771428 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 CP-1/2016/TR OL771429 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 CP-2/2016/TR OL771430 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 CP-5/2016/TR OL771431 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CP-64/2016/TR OL771432 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CKR-6/2016/TR OL771433 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CKR-7/2016/TR OL771434 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CKR-9/2016/TR OL771435 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CKR-8/2016/TR OL771436 Bu caligma Tiirkiye
R3/G4 CKR-11/2016/TR OL771437 Bu ¢alisma Tiirkiye
R3/G4 LS1 HE967301 Moratorio ve ark., 2013 Uruguay
R3/G4 LS2 HE967302 Moratorio ve ark., 2013 Uruguay
R3/G4 LS3 HE967303 Moratorio ve ark., 2013 Uruguay
R3/G4 JOTK AB987702 Oguma ve ark., 2017 Japonya
R3/G4 monl17 LC080660 Polat ve ark., 2016 Bolivya
R3/G4 parl7 LC080655 Polat ve ark., 2017 Myanmar
R3/G4 S9F16 MH170029 Dao ve ark., 2018 Vietnam
R3/G4 S6F15 MH170028 Dao ve ark., 2018 Vietnam
R3/G4 pvAJ026 AP019590 Dube ve ark., 2000 Arjantin
R3/G4 IBK1719 LC552983 Nishimori ve ark., 2021 Japonya
R3/G4 6-month-old EBL calf AB934283 NCBI Japonya

Calismada elde edilen 33 Ornege ait R3 gen dizinlerinin,

K02120 referans

susuyla, kendi aralarinda ve Sekil 3.11°de yer alan diger {ilkelere ait dizinler ile aa

benzerlik oranlar1 incelendi. Calismada elde edilen 33 6rnege ait R3 gen dizinlerinin
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aa benzerlik oranlart K02120 referans susuyla %96,29-100, kendi aralarinda %92,59—
100, Sekil 3.11°de yer alan diger iilkelere ait dizinler ile de % 77,77-%100 olarak tespit
edildi.

G4 gen bolgesi aa dizinleri K02120 referans susu rehberliginde incelendiginde;
LTR gen bolgesi ile oOrtiisen kisimdan kodlanan G4 geninin ‘Leader peptide’
bolgesinde, KRC-52/2012/TR’de F8L degisimi, KRC-56/2012/TR’de F22S degisimi,
BLV pX gen boélgesi dizinlerinde kodlanan ve fonksiyonel bolge olarak tanimlanan
arjininden zengin ‘ARR’ boélgesinde; KRC-S15/2013/TR’de AB5V aa degisimi
gozlendi. Ayrica, KRC-56/2012/TR’de 50. ve 51. aa’ler arasinda 3 aa insersiyonu
(LLP) tespit edildi. TG-8/2012/TR ve TG-8090/2017/TR o6rneklerinde ise 49. ve 50.
pozisyonlardaki kodonlarin niikleotitlerinde meydana gelen delesyon nedeniyle bu
kodonlardan aa sentezlenmedigi tespit edildi. pX gen bolgesi/G4 gen dizin bilgileri
elde edilen 33 6rnegin 16 tanesinde fonksiyonel bir bolge olmamasina ragmen 1srarci
olarak 52. aminoasitte H>L degisimi gozlemlendi. Ayrica bahsedilen H>L

degisiminin diger iilkelere ait dort susta daha oldugu tespit edildi (Sekil 3.12).

Calismada elde edilen 33 o6rnege ait G4 gen dizinlerinin kendi aralarinda,
K02120 referans susu ve Sekil 3.12’de yer alan diger iilkelere ait dizinler ile aa
benzerlik oranlar1 incelendi. G4 gen dizinlerinin aa benzerlik oranlar1 K02120 referans
susuyla %96,19-100, kendi aralarinda %93,33-100, Sekil 3.12°de yer alan diger
tilkelere ait dizinler ile de %92,38-100 olarak tespit edildi.

Calismada elde edilen yerel viruslarin LTR, Tax, G4 genlerinin
fonksiyonel/fonksiyonel olmayan bolgelerinde yer alan ve BLV nin patogenezi ya da

lenfosarkom olusumu ile iligkilendirilen nt ve aa degisimleri Cizelge 3.10°da sunuldu.
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ORNEKLER

GEN BOLGESI

LTR

TAX

G4

'Nfkb-Like"*

Gre-Tre3*>*

TATA*

'CTL epitope™

Delesyon**

iSLETME KO DU

ORNEK ADI

ABGIT

Cl111A

Al117G

Gl148A

T175C

1186V

C196R

49-50 aa

TG/2012

TG-5/2012/TR

TG-8/2012/TR

TG-9/2012/TR

TG-10/2012/TR

TG-11/2012/TR

TG/2017

TG-8090/2017/TR

TG-8430/2017/TR

TH/2012

TH-29A/2012/TR

TH-34/2012/TR

TH-39/2012/TR

KRC/2012

KRC-52/2012/TR

KRC-55/2012/TR

KRC-56/2012/TR

KRC/2013

KRC-S8/2013/TR

KRC-S11/2013/TR

KRC-S12/2013/TR

KRC-S15/2013/TR

KRC/2014

KRC-9/2014/TR

KRC/2015

KRC-K10/2015/TR

KRC-K13/2015/TR

P/2014

P-5/2014/TR

P-6/2014/TR

P-8/2014/TR

P-14/2014/TR

CP/2016

CP-1/2016/TR

CP-2/2016/TR

CP-5/2016/TR

CP-64/2016/TR

CKR/2016

CKR-6/2016/TR

CKR-7/2016/TR

CKR-8/2016/TR

CKR-9/2016/TR

CKR-11/2016/TR

o+ o+ +

+ o+

* : Yiiksek transkripsiyon ile iligkilendirilen bélgeler/mutasy onlar.

** : Diiguk transkripsiyon ile iliskilendirilen/ lenfosarkom suslarinda olabilecegi bildirilen mutasy onlar.

Cizelge 3.10. Calismada elde edilen bir kisim yerel virusun LTR, Tax ve G4 geni baz1 fonksiyonel olan/olmayan bélgelerinde yer alan nt ve aa degisimlerinin birlikte
gosterimi.
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4. TARTISMA

BLV, bir¢ok iilkede yaygin olarak bulunmakta ve {ilkeler arasi ticaret ile de
yayilarak onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir. BLV Tiirkiye'de uzun siiredir
varhigin1 siirdiirmektedir ve 1991'den beri BLV enfeksiyonunun prevalansini
belirlemek igin birgok ¢alisma yapilmistir. Ancak Tirkiye’deki BLV ‘lerin genetik
karakterizasyonu hakkindaki bilgi ise sinirlidir. Bu calismada, Tirkiye'deki BLV
genotip(ler)i ve genetik degiskenligi hakkinda bilgi edinmek amaciyla; Tirkiye nin
farkli illerinde bulunan organize isletmelerde yetistirilen, 2012-2017 yillar1 arasinda
temin edilmis ve ELISA ile BLV pozitif bulunan 179 tan1 materyali, BLV proviral
DNA’s1 yoniinden test edilmistir. Bu 6rneklerden 126 tanesi PCR testi ile env gen
yoniinden pozitif bulunmus, 53 tanesi ise muhtemelen aradan gecen zaman ve saklama
kosullarina bagli niikleik asit kaybi nedeniyle, bu ¢alismada BLV yoniinden PCR ile

negatif bulunmustur.

Bugiine kadar Tiirkiye'de BLV'lerin molekiiler karakterizasyonunu {izerine
bildiren ¢aligmalar (Alkan ve ark., 2011; Alkan ve ark., 2021; Degirmenci, 2011 ve
Dogan ve ark., 2020) iki farkli genotipin (G1 ve G4) varligini ortaya koymustur. Bu
caligmada kullanilan 6rneklerin bir kism1 (n=25) ile ilgili env gp51 gen bolgesi kismi
dizinlerinin sunuldugu ¢alisma (Alkan ve ark., 2021) verilerine benzer olarak, bu
calisgmada BLV env gen bolgesi dizinleri elde edilen 57 yerel virusun filogenetik
analizi, yerel viruslarin G1’de yer aldigin1 gostermistir (Sekil 3.2). Ayrica ¢alismadaki
yerel viruslar ve diger iilkelere ait BLV suslarin LTR ve Tax gen bolgesi dizinleri ile
yapilan filogenetik analizlerde de yerel viruslarin, env gen bolgesi dizinleri ile yapilan
filogenetik analiz ile benzer olarak, Japonya, USA, Vietnam ve Uruguay gibi G1°de
yer alan BLV suslar1 ile birlikte yer aldigi gorilmistiir (Sekil 3.5; Sekil 3.8).
BLV’lerin genotiplendirme g¢alismalarinda her ne kadar env gen bdlgesi dizinleri
kullanilsa da, diger bazi ¢aligmalarda da (Pluta ve ark., 2018 ve Pluta ve ark., 2021)
bildirildigi gibi LTR ve tax gen bolgeleri iginde benzer kiimelenmenin olustugu

gbzlenmistir. Bir lilkede hatta bir siiriide birden fazla genotipin varligi daha 6nce
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birgok ¢aligsmada rapor edilmistir (Ochirkhuu ve ark., 2016 ve Yu ve ark., 2019). Farkli
tilkelerden yapilan aragtirmalar, G1'in en baskin genotip oldugunu, G4'lin ise ikinci en
yaygin genotip oldugunu ortaya koymustur. Tiirkiye'ye hayvan ithalatinin tarihi géz
ontine alindiginda bu ¢alismadaki 6rneklerde diinyada en yaygin genotip olarak
bildirilen BLV G1'in tespiti, ayrica diger bir ¢calisma da siit sigirciligi i¢in ¢ok 6nemli
bir bolge olan Marmara Bolgesi’nde ikinci en yaygin genotip olan G4’iin tespiti
(Degirmenci, 2011), enfeksiyon kaynaginin canli hayvan ithalati ile ilgili olabilecegi
ihtimalini ylikseltmektedir. G1 hemen hemen tiim kitalara dagilmistir ve 6zellikle hala
BLV enfeksiyonu prevalansinin yiiksek oldugu Giiney ve Kuzey Amerika'da olduk¢a
yaygindir. Ayrica G1 Japonya, Kore, Filipinler, Tayland ve Mogolistan gibi Asya
ilkelerinde de yaygindir. Kiiresel Tarim Bilgi Ag1 Raporu'nda belirtildigi gibi, uzun
stiredir Avrupa, ABD ve ayrica Gliney Amerika'dan (Brezilya, Uruguay vb.)
Tiirkiye'ye canli hayvan ithal edilmesi ve bu iilkelerde farkli genotiplerin (genotip 1,
2,4,5,6,7ve9) tespiti ile ilgili bildirilen galigmalar (Camargos ve ark., 2007; Fechner
ve ark., 1997; Moratorio ve ark., 2010 ve Zhao ve Buehring, 2007) nedeniyle genotip

tespiti ile ilgili ¢alismalarin siirdiiriilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Bir siirii veya iilkede dolasan genotip(ler)in tespitine ek olarak, virusun evrimini
anlamak i¢in genetik karakterizasyon ¢ok 6nemlidir. Env gp51 glikoproteini ndtralizan
antikorlarin olusumunu uyarir ve N-'den C-terminal ucuna kadar G, H, F, E-E', B-B/,
D-D' ve A olarak adlandirilan yedi epitop igerir ve bunlardan ti¢ii (G, H ve F) virus
notralizasyonu ve sinsityum olusumu inhibisyonunun ana belirleyicileri olan
konformasyonel epitoplardir. Bu ¢alismadaki BLV viruslarinin Env gp51 molekiiler
karakterizasyonu ile fonksiyonel olan/olmayan bolgelerde bazi mutasyonlar tespit
edilmistir. Bu mutasyonlar sonucu meydana gelen aa degisimleri ise; P94T, Q95K,
GI96R, P112A, D128E, N129H, F146S, H148Y/L, G154R, S189G olarak gozlenmistir
(Sekil 3.3). Elde edilen dizinlerde konformasyonel (F ve G) ve lineer (B ve E)
epitoplarin karsilastirilmasi, B ve G'nin korundugunu ortaya ¢ikarmistir. F epitopunda
KRC-2/2014/TR’de Q95K degisimi gozlenmis; E epitopunda ise birgok arastirmact
(Ochirkhuu ve ark., 2016; Polat ve ark., 2015; Rola-Luszczak ve ark., 2013 ve Yang
ve ark., 2019) tarafindan da bildirilen S189G amino asit degisimi TG-10/2012/TR,
TG-18/2012/TR ve TG-8304/2017/TR’de gozlenmistir (Sekil 3.3).
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BLV gp51°de bulunan ii¢ nétralizasyon alaninin (ND1, ND2 ve ND3) BLV-
noétralize edici antikorlart indiikledigi bildirilmistir. Caligmadaki yerel viruslarda
notralizasyon alanlarindan ND1 ve ND3 korunurken, ND2 'de 2 farkli pozisyonda ti¢
amino asit de8isimi F146S, H148Y ve H148L tespit edilmistir (Sekil 3.3). TG-
11/2012/TR’de tespit edilen F146S degisimi arastirmacilar tarafindan ¢ogunlukla
Uruguay suslarinda rapor edilmistir (Moratorio ve ark., 2010 ve Rola-Luszczak ve
ark., 2013). Yedi yerel virusta tespit edilen H148Y degisimi ise daha 6nce Genbank’a
veri girigi yapilan diger Tiirkiye yerel viruslarindan MH286354’te gozlenmistir. Bu
mutasyonlarin enfektiviteyi etkilemedeki rolii bilinmemekle birlikte, env gp51'in
yiizeyinde yer aldiklart igin, viral flizyonu ve BLV'in in vivo enfektivitesini
etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir (Gatot ve ark., 2002 ve Pluta ve ark., 2017). BLV
gp51 ayrica, BLV ile enfekte olmus sigirlarda proliferatif tepkilerin indiiklenmesinde
rol oynayan CDA4+ T hiicre epitopu ve CD8+ T hiicre epitopu igerir (Pluta ve ark.,
2017). CDA4+ T hiicre epitopunda yer alan P94T degisimi KRC-2/2014/TR’de, G96R
degisimi KRC-K2/2015/TR ve CP-44/2016/TR’de tespit edilmistir. CD8+T hiicre
epitopunda ise CP-67/2016/TR’de G154R degisimi gbzlenmistir (Sekil 3.3). CD8+ T
hiicre epitopu, in vivo viral fiizyon ve enfektivite i¢in kritik olan ¢inko baglayici peptit
ile de ortiistiiglinden, bu bolgedeki herhangi bir amino asit degisikliginin BLV
enfektivitesini degistirebilecegi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Pluta ve ark.,
2017).

BLYV genomunun ¢ogu korunmus goriinse de, bazi bolgelerde 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Simdiye kadar mevcut goriis, dizin varyasyonlarinin BLV patolojisinden
gelen mutasyonel baskidan ziyade izolatin cografi kdkeninin bir yansimasi oldugu
yoniindedir. Bununla birlikte, farkli izolatlar1 ayirt eden az sayidaki nokta
mutasyonlarinin fonksiyonel énemi olup olmadigi net degildir. Bu mutasyonlarin
cogu, viral promotdr ve gii¢lendiricileri igceren BLV LTR bdlgesinde bulunmustur

(Murakami ve ark., 2019 ve Pluta ve ark., 2020).
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Yapilan bir ¢alisma (Zhao ve ark., 2007a) ile BLV 5' LTR dizinlerinde 6nemli
bazi degisiklikler tespit edilmis ve cesitli {ilkelere ait BLV’lerin yedi genetik gruba
ayrildigi; ayrica Japonya’da yapilan bu calismada kullanilan BLV izolatlarinin
ABD'deki bazi izolatlarla LTR gen diziliminin aymi oldugu ve birlikte konsensus
grubunu olusturdugu bildirilmistir. BLV LTR'nin kiimelenmesindeki farkli cografi
bolgelerden gelen yiiksek diizeyde iligkili dizilerin, hayvan transportundan
kaynaklaniyor olabilecegi ve Japon hayvan karantina servisi tarafindan yasaklanana
kadar biiyiikbas hayvanlarin ABD'den Japonya'ya siklikla ithal edildigi gergegiyle
tutarli oldugu bildirilmistir. Calismadaki verilere dayanilarak, cografi kiimelenmenin,
BLV'nin promotor dizileri iginde meydana gelebilecegini ilk kez gosterilmistir (Zhao
ve ark., 2007a). Sonraki ¢alismalar ile de LTR gen dizinlerinin filogenetik agagta
cografik bolgelere gore, env gen bolgesi dizinleri ile olusturulan genotipler ile uyumlu

sekilde kiimelendigini bildirilmistir (Pluta ve ark., 2020 ve Pluta ve ark., 2021).

BLV genomundaki LTR gen bolgesi; U3, R ve U5 olarak adlandirilan ii¢
bolgeden olusur. U3 bolgesi, Tax varliginda deksametazona duyarlilik saglayan GRE
ve ETS transkripsiyon faktor ailesi proteinleri i¢in baglanma bolgesi olan PU.1/Spi-B
elementi gibi birkag yanit elementi igerir (Pluta ve ark., 2020). Zhao ve ark. (2007a),
yaptig1 caligmadaki suslarda gozlemlenen, GRE bolgesinde yer alan G148A
degisiminin potansiyel olarak BLV glukokortikoid yanitina zarar verebilecegini
bildirmistir. Moratorio ve ark. (2013) tarafindan yapilan c¢alismada da, iic BLV
lenfosarkom izolatinin (LS1, LS2, LS3) 5" LTR genom dizileri, mevcut tam BLV
genom dizileriyle Kkarsilastirilmis ve LS1 ile diger hiicre tiplerinden izole edilen
orneklerin, GRE baglanma boélgesinde, ayni konumunda degisiklik oldugu
saptanmistir. Tax yoklugunda GRE'nin mutasyonunun, bazal LTR aktivitesini 6nemli
o6l¢iide azalttig1, bu degisimin de, konak¢1 immun yaniti tarafindan taninmay1 6nlemek
icin bir strateji olarak lenfosarkom suslarinda viral transkripsiyonun daha iyi
baskilanmasina yol agmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu caligmadaki yerel
viruslarda bahsedilen ¢alismalar ile benzer olarak GRE bolgesinde G148A degisimi
yedi vyerel virusta; (TG-5/2012/TR, TG-9/2012/TR, TG-8430/2017/TR, KRC-
52/2012/TR, KRC-55/2012/TR, KRC-S12/2013/TR, KRC-13/2015/TR) tespit
edilmistir (Sekil 3.6).
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LTR U3 bolgesi ayrica, promotor "CAT" kutusunu ve "TATA" kutularini igerir.
TATA box bolgesindeki niikleotit degisikliklerinin BLV transaktivasyonu iizerine
etkisini inceleyen ters genetik yaklasim ile yapilan bir calismada, TATA box
bolgesinde 175. niikleotitte yer alan spontan bir mutasyonun, viral transaktivasyonu
degistirerek viral iiretkenligi degistirebilecegi, T175C mutasyonunun viral iiretkenligi
onemli Olglide arttirirken, C175T mutasyonunun ise tam tersi etkiye sahip oldugunu
bildirmistir (Murakami ve ark., 2019). Bu ¢alismadaki yerel viruslarda ise T(175)C
degisimi 15 yerel virusta (TG-10/2012/TR, TG-18/2012/TR, TG-8304/2017/TR,
KRC-70A/2012/TR, KRC-S5/2013/TR, KRC-S11/2013/TR, KRC-S15/2013/TR,
KRC-5/2014/TR, KRC-9/2014/TR, KRC-2/2015/TR, KRC-10/2015/TR, P-
8/2014/TR, P-14/2014/TR, P-31/2015/TR, P-34/2015/TR) tespit edilmistir (Sekil 3.6).
T(175)C mutasyonu barindiran viruslarin, yiiksek oranda bulasict olabilecekleri ve
BLYV enfeksiyonunu kontrol etmede engel teskil edeceklerinden izlenmeleri gerektigi

de arastiricilar tarafindan belirtilmistir (Murakami ve ark., 2019).

BLYV ile enfekte sigirlarda viral yayilma diizeyi, kan hiicrelerindeki proviral
kopya sayist olarak tanimlanan proviral yiik (PVL) ile degerlendirilebilmektedir.
PL'deki PVL, asemptomatik BLV ile enfekte sigirlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir.
PVL, uzun siireler boyunca stabil kalabilir veya hastaligin ilerlemesi ile artabilir (Pluta
ve ark., 2021). Yapilan galismalar, BLV bulasabilirliginin PVL ile iligkili oldugunu
bildirmistir. PVL ayrica, konak genomunda immun yanittaki farkliliklar ve tek
niikleotit polimorfizmi gibi konak faktorleriyle iliskilendirilmistir (Juliarena ve ark.,
2016 ve Murakami ve ark., 2019). Ancak baska bir ¢alismada, G4 genindeki kii¢iik
delesyon mutasyonuna sahip bir BLV varyantinin in vitro olarak daha diistik virus
tiretimi ile sonuglandigi, ayrica bu siirecte stabil PVL’ye sahip oldugu bildirilmistir
(Murakami ve ark., 2016). Bu nedenle, BLV bulasabilirliginin sadece bir nokta
mutasyonla degil, ayn1 zamanda viral genomdaki sinirlt mutasyonlarla da degisecegi

tahmin edilmektedir.

LTR U3 gen bolgesi, transkripsiyonun aktivasyonunda rol oynayan NF-xB

baglanma boélgesi ile ana diizenleyici elementler dongiisel AMP-yanit elementleri
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(CRE)’ni igeren li¢ tekrarli 21-bp'lik Tax-responsive elementler (TRE) igerir. Pluta ve
ark. (2020)’nin yaptigi ¢alismada, BLV ile dogal olarak enfekte olan sigirlarin
periferik kan 1okositlerinden elde edilen BLV gen dizinleri, referans pBLV344 susu
ile karsilastirildiginda, calismadaki 15 LTR varyantindan altisinda artan bir promotor
aktivitesi gozlendigi bildirilmistir. Bu varyantlarin, U3 bolgesinin ortasinda ‘NF-xB
like’ bolgesi ve ortisen TRE sitesinde; A(—137)G, A(-135)G ve A(-134)G
degisiklikleri; PU.1/Spi-B bolgesi ve ortiisen NF-kB bolgesinde; C(—83)T; CRE3'te
C(—53)A mutasyonlarin1 barndirdigi tespit edilmistir. ‘NF-kB like’ bolgesindeki
mutasyonlarin bir baskilayici i¢in baglanma bolgelerini yok etmesi ve transkripsiyonu
arttirmasinin  miimkiin olabilecegi ve c¢alismadaki ‘NFkB like’ bolgelerindeki
degisiklikleri igceren varyantlarin Tax varliginda ve yoklugunda artan promotor
aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada ise benzer olarak yerel viruslardan 3
tanesinde (TH-37/2012/TR, TH-39/2012/TR, P-6/2014/TR) ‘NF«xB like’ bolgesinde
A(-143)T degisimi gozlenmistir. NFkB sahasinda ti¢ yerel virusta; (P-8/2014/TR, P-
31/2015/TR, P-34/2015/TR) C(-101)A degisimi ve bir yerel virusta (P-6/2014/TR)
‘NF«B like’ ve ortiisen CAT Box bolgesinde A(-95)G degisimi gozlenmistir (Sekil
3.6).

Lokosit sayist ve PVL ile Tax, miRNA ve LTR dizi polimorfizmleri arasindaki
iliskiyi degerlendirmek amaciyla yapilan bagka bir ¢alismada (Pluta ve ark., 2021),
persiste lenfositoz (44 inek), lenfoma (bir inek) ve aleukemik form (ii¢ inek) gelisen
BLYV ile enfekte sigirlardan 48 adet kan 6rnegi toplanmistir. Daha sonra her numune
icin proviral kopya sayist belirlenerek drnekler diisiik ve yiiksek PL olarak iki gruba
aymrilmigtir. Ancak c¢alismada bulunan orneklerde ki sekans degisimi gesitliligine
ragmen, farkli PL seviyelerine agikea iligki kurulacak spesifik Tax, miRNA veya LTR
dizilerini tanimlayamadiklarini bildirmislerdir. Bununla birlikte, diisiik ve yiiksek PL
sigir gruplarina karsilik gelen dizilerde LTR gen bolgesinde gozlenen farkliliklar
diisiik PL grubu icin; G(—142)A, T(—11)C, T(—65)C, A(—4)G degisiklikleri, yiiksek
PL grubu i¢in; siklikla A(+187)C olmak iizere G(—133)C/A, C(+160)T, C(+183)T,
T(—122)A, A(+150)C, C(+185)T degisikliklerinin tespit edildigi bildirilmistir (Pluta
ve ark.,2021). Bu ¢alismadaki 6rneklerde diisiik PL grubundaki degisiklikler ile ayn1
bolgelerde bulunan A(-143)T, G(-64)A ve T(-11)G degisiklikleri ve yiiksek PL
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grubunda tespit edilenler ile ayn1 bolgelerde bulunan C(+160)T, T(+184)C, C(+188)T
degisiklikleri ve tiim orneklerde (+187) pozisyonda C niikleotiti gozlenmistir (Sekil
3.6).

Bir kodonun ayni genomik segment icinde lic okuma cergevesi yapmasi
miimkiin olan ii¢ niikleotit pozisyonu vardir. Ortiisen okuma gergeveleri birgok
organizma tiiriinde gozlemlenebilse de, bunlar muhtemelen nispeten kiigiik bir
genomun en verimli kullanimini saglamak i¢in en yaygin olarak viruslarda
bulunmaktadir. Ortiisen bir dizideki bir niikleotit degisikligi, birden fazla gene etki
ederek dizideki tiim genlerin evrimini etkileyebilir. BLV, ortiisen okuma ¢ergeveleri
ile dort diizenleyici proteini kodlayan genlerin 3’ kisimlarini bulunduran bir pX bolgesi
icerir. Bu bolge; Tax, Rex ve iki yardimei protein R3 ve G4’ igerir (Arainga ve ark.,
2012). Tax proteininin, dort BLV diizenleyici proteini arasinda en ¢ok korunan protein
oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir (Zhao ve ark., 2007b). BLV ile aym
cinste olan primat T hiicre 16semi viruslart | ve Il'de de Tax’in Rex'ten daha fazla
korundugu bildirilmistir (Salemi ve ark., 2000). Bu, Tax'in deltaretroviral davranis igin
en onemli diizenleyici protein olabilecegi yoniindeki goriisii dogrulamaktadir. BLV
Tax hem viral hem hiicresel genlerin transkripsiyonunu aktive etmekte hem de enfekte
hiicrelerde DNA onarim yollarinin inhibisyonu yoluyla onkojenik transformasyonu
miimkiin kilabilmektedir (Zhao ve ark., 2007b).

BLV Tax proteininin fonksiyonel alanlar1 iizerine yapilan onceki ¢aligmalar,
varsayilan bir ‘Zinc finger domain’ (amino asitler 30-53), bir transaktivasyon alan1 ‘L-
rich domain’ (157 ila 197 amino asitler) ve iki fosforilasyon bolgesi (amino asitler 106
ve 293) tamimlamugtir (Moratorio ve ark., 2013). BLV Tax'in 240 ve 265 amino asitleri
(‘multifunctional domain’) arasinda en az bir amino asit ikamesine sahip TaxD247G
ve TaxS240P dahil olmak iizere bir dizi mutantin BLV LTR dizisinde bir CRE motifini
devreye sokarak transaktivasyon aktivitesinde Onemli bir artisa neden oldugu
gosterilmistir. Bir S(240)P degisimi, vahsi tip proteine kiyasla viral LTR-yonelimli
transkripsiyonu azaltmak icin gelismis bir yetenek sergilerken, D(247)G degisiminin
in vitro viral ekspresyonu ve yayilmayi arttirdigi bildirilmistir (Tajima ve Aida, 2000).
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Bu calismadaki yerel suslarin Tax bolgesinde ise bahsedilen degisiklikler tespit

edilmemistir.

N-terminal ‘zinc finger’ motifi, Tax yapisinin ayrilmaz bir unsuru olup viral ve
hiicresel promotorlerin Tax transaktivasyonunda yer alir. ‘Zinc finger’ proteinlerinin
cok cesitli genlerin diizenlenmesine katildigt ve DNA tanima, RNA paketleme,
transkripsiyonel aktivasyon, apoptoz, kanser ilerlemesi ve digerleri gibi ¢esitli hiicre
stireglerinde yer aldigi bilinmektedir. Proteinlerin bu 6zellikleri, Tax proteinlerinin
islevlerini hatirlatir. Tax, CREB/ATF ailesinin tiyeleri de dahil olmak {izere hiicresel
transkripsiyon faktorlerini LTR'de bulunan ii¢ kusurlu korunmus 21 baz ¢ifti tekrarina
aktive ederek viral genlerin LTR'ye yonelik transkripsiyonunu aktive eder. Pluta ve
ark.(2021) PVL ile Tax, miRNA ve LTR dizi polimorfizmleri arasindaki iligkiyi
degerlendirmek amaciyla farkli PL seviyelerine sahip hayvanlarda yaptigi ¢alismada,
farkli PL seviyelerine agikea iliski kurulacak spesifik Tax, miRNA veya LTR dizilerini
tanimlayamamiglar ancak Tax bolgesinde diisiik PL grubuna ait 6rneklerde; F(178)Y,
1(246)T, F(249)L, R(43)K, V(212)I degisimlerini, yiiksek PL grubuna ait 6rneklerde
ise E(42)K, V(142)A, A(198)T, E(SDK, I(131)V, Q(117)R degisimlerini baskin
olarak da; 1(214)T, T(221)S, L(233)P ve S(281)P degisimlerini bildirmislerdir.
Bahsedilen degisikliklerden ‘Zinc finger’ alaninda yer alan E(42)K ve R(43)K
degisimleri bu calismadaki yerel viruslarda da gozlenmistir. Diisiik PL grubuna ait
orneklerde bildirilen R(43)K degisimi iki 6rnekte (KRC-S15/2013/TR2, CKR-
7/2016/TR), yiiksek PL grubuna ait 6rneklerde bildirilen E(42)K degisimi 9 drnekte
(TG-5/2012/TR, TG-8/2012/TR, TG-11/2012/TR, TG-8430/2017/TR, CKR-
6/2016/TR, CKR-7/2016/TR, CKR-8/2016/TR, CKR-9/2016/TR, CKR-11/2016/TR),
Tax aa dizinlerinde 221. konumda S aminoasiti ise tiim 6rneklerde gozlenmistir (Sekil
3.9). Bahsedilen polimorfizmlerin, BLV ile enfekte olmus hiicrelerin hiicre
biiylimesinin farkli uyarimi yoluyla ve giiclii bir bagisiklik gdzetimi varliginda viral
replikasyon ve patogenez ile ilgili viral 6zelliklerin degismesine neden olabilecegi

bildirilmistir.

Tax geninin 111 ve 150 pozisyonlar1 arasindaki amino asitler bir T hiicresi

epitopu olarak islev goriir. Bu epitoplardaki degisikliklerin potansiyel olarak sitotoksik
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T-lenfosit (CTL) ka¢is mutantlari ile sonuglanabilecegi; ayrica bu durumun, virusun
bagisiklik sisteminden kagmasi igin bir strateji olabilecegi bildirilmistir (Pluta ve ark.,
2020 ve Sakakibara ve ark., 1998). Pluta ve ark. (2020), enfekte sigirlardan elde edilen
periferik kan lokositlerinden ekstrakte edilen proviral DNA orneklerinde genomik
varyasyonun BLV transaktivasyonuyla baglantisini daha iyi anlamak i¢in LTR ve Tax
gen bolgeleri dizinlerini inceledigi ¢alismasinda, yliksek transaktivasyon aktivitesine
sahip 6rneklerde T-hiicresi epitop bolgesinde S(124)F/P, 1(130)L, S(140)N, L(141)V
ve V(124)A degisikliklerinin gortldiigiini bildirmistir. Bu c¢alismadaki yerel
viruslarda, bahsedilen bolgede, 186. aminoasitte iki ornekte (P-5/2014/TR,P-
6/2014/TR) 1>V degisimi gozlenmistir (Sekil 3.9).

Yapilan bir caligmada, 233P-Tax geni tasiyan BLV enfeksiyonu ile EBL
gelisimi i¢in kulugka siiresinin 233L-Tax i¢in oldugundan 6nemli 6l¢iide daha uzun
oldugunu, EBL gelistirme riskinin, 233L-Tax geni tasiyan BLV ile enfekte olanlarda
233P-Tax ile enfektelerden daha yiiksek olabilecegi sonucuna varilmistir (Inoue ve
ark.,2013). Bu nedenle, 233L-Tax protein varyantin1 kodlayan geni tasiyan BLV ile
enfekte olmus sigirlarin, EBL'nin neden oldugu ekonomik kayb1 en aza indirmek i¢in
tercihen elimine edilmesi gerekliligi baska arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir
(Ochiai ve ark., 2020). Bu calismadaki yerel viruslarin elde edilen tim tax gen

dizinlerinin 233L-Tax protein varyantini kodladiklari tespit edilmistir (Sekil 3.9).

Tax geni aa dizinlerinde dogal olarak meydana gelen bir E(303)K degisikliginin
ise, LTR promotoriiniin in vitro transkripsiyonel aktivitesinin azalmasina neden
oldugu ve BLV ile indiiklenen B hiicreli tiimdrde sessiz BLV fenotipini indiikledigi
bildirilmistir (Moratorio ve ark., 2013 ve Van Den Broeke ve ark., 1999). Bu

caligmadaki yerel viruslarda ise bahsedilen degisiklige rastlanmamustir.

BLV'ye kars1 hiicresel bagisiklik, BLV replikasyonunun baskilanmasina katkida
bulunmaktadir. Bununla birlikte, BLV ile enfekte olmus sigirlarda viral proteinlere
kars1 antikorlarin kaliciligi, viral gen ekspresyonunun diisiik diizeyde olmasina ragmen

stirekli oldugunu gostermektedir. Yapisal proteinlerin (zarf gp51 ve kapsit p24) yani
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sira Tax, giiclii bir CD8+ sitotoksik T lenfosit (CTL) ve CD4+ yardime1 T lenfosit
yanitinin hedefidir. HTLV-1 Tax CTL epitoplarindaki mutasyonlar, in vivo olarak Tax
karsiti CTL yanitindan kagzs ile iliskilendirilmistir ve Niewiesk ve ark. (1995), bunun
hastalik patogenezine katkida bulunabilecegini 6ne siirmiistiir. Bu nedenlerden dolay,
bu bolgedeki mutasyonlarin bir sekilde konakta virus yayilmasini tesvik etmesinin
mimkiin olabilecegi bildirilmistir (Pluta ve ark., 2021). Bu calismadaki yerel
viruslarda da CTL epitop bolgesinde C196R degisimi bir 6rnekte (TG-11/2012/TR) ve
1186V degisimi iki ornekte (P-5/2014/TR, P-6/2014/TR) tespit edilmistir (Sekil 3.9).

BLYV pX gen bolgesinden kodlanan Rex proteinleri, intron igeren viral RNA'nin
taginmasini kolaylastirmaktadir. Rex proteinleri, niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)
ve niikleer disa aktarma sinyali (NES) kullanarak ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda
transportu saglar. NES bolgesindeki bir sistein kalintisimn  C(86)A alanine
mutasyonunun NES fonksiyonunu parsiyel olarak bozdugu, ancak fonksiyonunu tam
olarak engellemedigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2005 ve Henderson ve ark., 2000).
Bu caligmadaki yerel viruslarin NES boélgesinde; S74L degisimi 7 yerel virusta (TH-
29A/2012/TR, TH-34/2012/TR, TH-39/2012/TR, KRC-S12/2013/TR, KRC-
13/2015/TR, CP-1/2016/TR, CP-64/2016/TR), R77C degisimi iki yerel virusta (TG-
11/2012/TR, KRC-S8/2013/TR), D8IN degisimi ise farkli iki yerel virusta (TG-
9/2012/TR, TG-8430/2017/TR) gozlenmistir (Sekil 3.10). NES islevine 16sin, izolosin,
sistein, fenilalanin ve triptofan dahil olmak iizere uygun sekilde hidrofobik amino
asitlerin de aracilik ettigi bildirilmistir (Choi ve ark., 2005). Bu g¢alismadaki yerel
viruslarda bu bolgede tespit edilen degisimlerin rex fonksiyonu iizerindeki etkileri igin

ise bir kanaat olusturulamamaistir.

BLV de kodlanan G4 proteini amino asit dizisi, ‘Leader peptide’ (1-24 aa),
‘myb-like motif” (MYB) ve proteinin ortasinda yer alan arginin agisindan zengin bir
bolgeyi ‘arginine-rich region’ (ARR) igerir (Dube ve ark., 2009). Bu ¢alismada dizin
bilgileri incelenen BLV G4 geni ‘Leader peptide’ bolgesinde KRC-52/2012/TR’de
F8L degisimi, KRC-56/2012/TR’de F22S degisimi, arginin a¢isindan zengin a-
sarmalinda (ARR) KRC-S15/2013/TR’de A65V degisimi tespit edilmistir. Moratorio
ve ark. (2013), farkli giftliklerden {i¢ sigira ait B hiicreli lenfosarkomlardan elde edilen
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BLV izolatlarinin tam genomunun ayrintili karakterizasyonunu gerceklestirmis ve
BLV LS1 6rneginde G4 amino asit dizinlerinde A29V degisimini gozlemlediklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismadaki G4 gen dizin bilgileri elde edilen 6rneklerden TG-
8430/2017/TR’de de A29T degisimi tespit edilmistir (Sekil 3.12). G4 proteininin N
terminalinden 48-51 amino asitlerin delesyon mutasyonuna sahip bir BLV varyantinin
in vitro olarak daha diisiik virus iiretimi ile sonuglandig1 aragtirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Murakami ve ark., 2016). Bu c¢alismadaki yerel viruslardan TG-
8/2012/TR ve TG-8090/2017/TR’de ise 49. ve 50. pozisyonlardaki kodonlarin
niikleotitlerinde meydana gelen delesyon nedeniyle bu kodonlardan aa

sentezlenmedigi tespit edilmistir (Sekil 3.12).

BLVpX bolgesi/ R3 gen bolgesinde tanimlanan herhangi bir fonksiyonel bolge
tespit edilmemistir. Calismadaki yerel viruslarin R3 gen bolgesinde bes yerel virusta
(TH-29A/2012/TR, TH-34/2012/TR, TH-39/2012/TR, CP-1/2016/TR, CP-
64/2016/TR) tespit edilen R31S degisiminin R3 geninde herhangi bir etki meydana
getirdigine dair bilgi bulunmamaktadir (Sekil 3.11). Onceki calismalar, R3/G4'teki
delesyonlarin  BLV yayiliminin etkinligine miidahale ettigini ve patogenezi
siirladigini gosterse de, Florins ve ark. (2007), bir R3/G4 mutant1 ile enfekte olmus
20 koyundan birinin 7 yillik latent donemden sonra lenfoma gelistirdigini gostermistir,
bu da silinen dizilerin patogenez i¢in kesin olarak gerekli olmayabilecegini
diisiindiirmektedir. BLV enfeksiyonu i¢in bir model olarak inegi kullanan ¢aligmalarda

bu bulgularin biyolojik 6nemini ele almak i¢in ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tax, rex, R3, G4 gen bolgelerindeki aa degisimleri incelenen diger bazi
calismalarda ise, pX bolgesinde bulunan benzerlikler nedeniyle, hastaligin klinik
evreleri (AL, PL ve timor olusumu) ile ilgili iliski kurulamadigi bildirilmistir
(Montero ve ark., 2021 ve Panei ve ark., 2013). Yapilan calismalar ile Tax gen
bolgesinde yapilan ve hastaligin farkli klinik evrelerinde ya da farkli proviral yiike
sahip hayvanlarda bildirilen bircok degisimin BLV patogenezinde cesitli etkilere sahip
olabilecegi, arastiricilar tarafindan bildirilmis ya da yorumlanmis olsa da net bir kaniya

varilamamustir.
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BLV genom karakterizasyonuna yonelik ¢alismalar, BLV genotiplerinin
saptanmas1 ve molekiiler epidemiyolojik durumun ortaya konulmasi, virusun evrimsel
siireci ve enfeksiyonun patogeneziyle ilgili verilerin elde edilmesi, BLV
enfeksiyonunun Onlenmesi i¢in as1 gelistirilmesi caligmalar1 yami sira, insanlarda
enfeksiyon yapan bazi retroviruslarla ilgili calismalarda da BLV nin 6rnek olusturmasi
nedeniyle 6nem tagimaktadir. BLV genomunun bazi bolgelerinde meydana gelen
degisiklikler ve enfeksiyonun klinik evreleri ile ilgili olarak literatiirde bazi
degisimlere vurgu yapiliyor ise de bu konuda bir netlik bulunmamaktadir. Ancak, LTR
gen bolgesi- GRE'nin mutasyonu, arastirmacilar tarafindan bildirildigi gibi bazal LTR
aktivitesini 6nemli 6l¢iide azaltir ve bu bolgedeki degisimler, konak¢r immun yaniti
tarafindan taninmayir Onleme stratejisi olarak lenfosarkom suslarinda viral
transkripsiyonun daha iyi baskilanmasina izin verebilme olasiligini yiikseltir. Viral
ekspresyonun baskilanmasinin, donismiis bir B hiicre klonunun kontrolsiiz
bliylimesine ve hastaligin baslamasina, ayrica konak¢i immiin yanit1 tarafindan
taninmadan kagmasina yol agan ¢ok adimli bir siire¢ oldugu ve tiimor ilerlemesi ve
BLV ile enfekte olmus tiimor hiicrelerinin proliferasyonu igin kritik oldugu

distintilmektedir (Merimi ve ark., 2007 ve Moratorio ve ark., 2013).

BLV genom karakterizasyon c¢aligmalarinin biyolojinin birgok alani i¢in 6nemi
gozoniinde tutularak, yapilan bu ¢alisma ile Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yerlesik
isletmelerde bulunan siit sigirlarin1 enfekte eden BLV nin env gen bolgesi, LTR gen
bolgesi, pX gen bolgesi (Tax, Rex, R3 ve G4) molekiiler karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu calismada kullanilan retrospektif 6rnekler, 6 farkli isletmede
bulunan hayvanlara ait kan 6rnekleridir ve ¢alismadaki yerel viruslarin tespit edildigi
sigirlardaki enfeksiyonun klinik evreleri (PL, AL veya lenfosarkom olusumu) ya da
hematolojik bulgulart ile ilgili veriler bulunmamaktadir. Bununla birlikte calisilan
yerel viruslarda meydana gelen mutasyonlar literatiir veriler (Moratorio ve ark., 2013;
Murakami ve ark., 2016; Murakami ve ark., 2019; Pluta ve ark., 2020 ve Pluta ve ark.,
2021) esliginde incelendiginde; LTR aktivitesini dnemli dl¢lide azaltabilecegi ve
lenfosarkom suslarinda (LS1, LS2, LS3) yer aldig: bildirilen G148A degisimi (yedi
ornek) ile diisiik transkripsiyon aktivitesi ile iligkilendirilen G4 gen bolgesi 49-50

amino asitlerindeki delesyonu igeren viruslarin (iki 6rnek) saptandigi hayvanlarin,
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yiiksek transkripsiyon ile iliskilendirilen LTR T175C mutasyonu (yedi 6rnek), LTR
‘Nfkb like” bolgesi (dort 6rnek) ve Tax CTL bolgesindeki (li¢ 6rnek) mutasyonlari
igeren viruslarin saptandigi hayvanlarin farkli olmasi dikkat ¢ekici bulunmus (Cizelge
3.10), ancak bu degisimlerin, arastiricilar tarafindan da bildirildigi tizere, BLV’nin
patogenezi ile hastaligin klinik evrelerinin tespiti konusundaki farkliligi kesin olarak
ortaya koyan degisimler olarak degerlendirilebilmesi i¢in ¢aligmalarin siirdiiriillmesine

ihtiya¢ duyuldugu kanaatine varilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

BLV azalan iireme verimliligine, siit iiretimine, kilo kaybina, yasam siiresine ve
karkas degerine, artan teshis ve veteriner bakimina atfedilen biiyiilk ekonomik
kayiplardan sorumludur. Cogunlukla siit ¢iftliklerindeki yonetim uygulamalari
nedeniyle BLV, siit sigirlarinda besi hayvanlarina gore daha yaygin olarak tespit edilir
ancak her iki sektor tizerinde de olumsuz ekonomik etkileri vardir (Phiri ve ark., 2019).
Bu tez ¢alismasinda, gesitli primer ¢iftleri kullanilarak ELISA ile BLV pozitif tespit
edilen retrospektif orneklerde env, LTR ve pX gen bolgesi (Tax, Rex, R3 ve G4)
dizinlerinin elde edilmesi; gerek {ilkesel ve gerekse uluslararasi bilgi birikimine katki
saglanmas1 ve ¢alisilan gen bolgesi ya da bolgelerindeki mutasyonlara bagli olarak
enfeksiyonun epidemiyolojisinde ve patogenetik mekanizmalar konusunda
yaklasimda bulunulmast ve temel bilgi kazanimina katkida bulunulmasi

amagclanmistir. Calismada elde edilen veriler ile;

1. BLV env gen hedef alan PCR yo6ntemi ile test edilen 179 tan1 materyalinden
126 adedi pozitif tespit edilerek 57 6rnegin dizin bilgileri hizmet alimi1 yolu ile
saglanmstir.

2. Calismada elde edilen 57 ornege ait kismi env gen aa dizinlerinin K02120
referans susu ile benzerlik oranlari; %98,59— 100, kendi aralarindaki benzerlik
oranlart; %97,18— 100, filogenetik agacta kullanilan ve G1°de yer alan Tiirkiye
ve diger llkelere ait dizinler ile de %91,48 — 100 olarak tespit edilmistir.

3. Elde edilen dizinlerin filogenetik analizine dayanarak, BLV’lerin G1’de
siiflandig1 gézlenmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye'nin ¢esitli cografi bolgelerinde
bulunan siiriilerdeki BLV’lerin genotiplerini ve molekiiler karakterizasyonunu
sunmakta, Tiirkiye'deki BLV hakkindaki bilgilerimizi giincellemekte ve ayrica
gelecekteki epidemiyolojik calismalara katkida bulunmaktadir. Ancak,
Tiirkiye’ye belirli araliklarla Avrupa, ABD ve Giiney Amerika gibi farkli
genotipleri barindiran iilkelerden canli hayvan ithal edilmesi nedeniyle genotip

tespiti ile ilgili calismalarin siirdiiriilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.
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Caligma ile Tirkiye’deki BLV’lerin LTR ve pX gen bolgeleri (Tax, Rex, R3
ve G4) molekiiler karakterizasyonlari ilk defa gerceklestirilmistir.

Calismada elde edilen 48 oOrnege ait kismi LTR gen bolgesi dizinlerinin
benzerlik oranlar1; K02120 referans susu ile %98,84 — 99,62, kendi aralarinda
%98,98 - 100, filogenetik agacta kullanilan ve G1’de yer alan diger tilkelere
ait dizinler ile de %98,69 - 100 olarak tespit edilmistir.

Calismada elde edilen 33 6rnege ait tax gen aa dizinlerinin benzerlik oranlari
K02120 referans susu ile %98,7-99,67, kendi aralarinda %98,05 — 100
filogenetik agacta kullanilan ve G1°de yer alan diger iilkelere ait dizinler ile de
%97,4 - 100 olarak tespit edilmistir.

Calismada elde edilen 33 Ornege ait tax, rex, R3 ve G4 gen dizinleri
incelendiginde arastirmacilar tarafindan transaktivasyon ve patogenez ile ilgili
oldugu bildirilen mutasyonlardan bir kismi tespit edilmis olsa da bu
mutasyonlar ile transaktivasyon ve proviral yiik arasindaki iligski vb. tespitler
icin daha ileri caligmalar gerekmektedir.

Bu c¢alismadaki yerel viruslarin tespit edildigi sigirlardaki enfeksiyonun klinik
evreleri (PL ve AL veya lenfosarkom olusumu) ile ilgili bir bilgi sahibi
olunamadigindan, saptanan mutasyonlar ile ilgili ¢ikarimlarda bulunulmustur.
Ancak, LTR aktivitesini onemli Ol¢iide azaltabilecegi ve lenfosarkom
suslarinda yer aldigi bildirilen G148A degisimi (yedi Ornek) ile diisiik
transkripsiyon aktivitesi ile iliskilendirilen G4 gen bdolgesi 49-50 amino
asitlerindeki delesyonu igeren viruslarin (iki 6rnek) saptandigi hayvanlarin,
yiiksek transkripsiyon ile iliskilendirilen LTR T175C mutasyonu (yedi 6rnek),
LTR ‘Nfkb like’ bolgesi (dort 6rnek) ve Tax CTL bolgesindeki (ii¢ 6rnek)
mutasyonlart igeren viruslarin saptandigi hayvanlarin farkli olmasi dikkat
cekici bulunmustur (Cizelge 3.10); bununla birlikte, arastiricilar tarafindan da
bildirildigi iizere, bu degisimlerin BLV nin patogenezi ile hastaligin klinik
evrelerinin tespiti konusundaki farklilig1 kesin olarak ortaya koyan degisimler
olarak degerlendirilebilmesi i¢in ¢alismalarin siirdiiriilmesi gerekmektedir.
Retroviruslarin biyolojisinin karmagsikligi, BLV nedenli ekonomik kayiplarin

boyutu ve zoonotik potansiyeli dikkate alinarak, BLV enfeksiyonunun
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molekiiler epidemiyolojisi ve patogenez mekanizmasinin farkli 6rneklemlerde

ve farkli yontemler ile arastirilmasina ihtiyag oldugu kanaatine varilmstir.
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OZET

Bovine Leukemia Virusun Env, LTR ve pX Gen Bolgelerinin Molekiiler Analizi

Bu c¢alismada, iilkemizdeki sigirlarda tespit edilen Bovine Leukemia Virus’un
(BLV), env, LTR ve pX gen bolgesi dizinlerinin elde edilerek, var olan genotiplerin
saptanmasinin yanisira, ¢alismadaki virus dizinlerinin diger BLV suslarinin dizinleri ile
karsilastirilmas1 sonucunda tespit edilen mutasyonlarin, farkli enfeksiyon tablolarinin
olusumu ve olas1 patogenetik mekanizmalar {izerine etkisiyle ilgili degerlendirmeler
yapilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla, Tiirkiye’nin ¢esitli illerindeki sigir isletmelerinden
temin edilen ve onceki ¢alismalarda ELISA ile BLV’ye karsi antikor varlig1 saptanan
hayvanlara ait 179 retrospektif kan Ornegi molekiiler analizler i¢in kullanilmistir.
Ornekler, sahada sirkiile olan genotip(ler)i ve olas1 mutasyonlar1 tespit etmek amaciyla
PCR ile env gen bolgesi yoniinden test edilmistir. BLV env gen bolgesi pozitif tespit edilen
126 adet 6rnegin 57 sinin kismi env gen dizinleri elde edilerek yapilan filogenetik analizler
sonucunda, caligmadaki tim yerel viruslarin genotip 1 (G1)’de yer aldiklari tespit
edilmistir. LTR ve pX gen bdlgesi yontinden test edilen ve pozitif bulunan 6rneklerden ise
48 ornegin LTR gen bdlgesi, 33 6rnegin pX gen bolgesi dizinleri elde edilmistir. Elde
edilen niikleik asit ve amino asit dizinleri incelenerek yerel viruslarda saptanan,
transaktivasyon ve patogenez ile ilgili oldugu bildirilen mutasyonlara yd&nelik
degerlendirmeler yapilmustir. Arastirmacilar tarafindan bildirilen bu degisimlerin bir
kisminin bu ¢alismadaki yerel viruslarda da var oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile
Tiirkiye’deki BLV’lerin LTR ve pX gen bdlgesinin molekiiler analizi ilk defa
bildirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Bovine Leukemia Virus, Env Gen, LTR Gen, Molekiiler
Karakterizasyon, pX Gen.
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SUMMARY

Molecular Analysis of Env, LTR and pX Gene Regions of Bovine Leukemia Virus

In this study, besides from determining genotypes by obtaining sequence data
from the env, LTR, and pX gene regions of Bovine Leukemia Virus (BLV), the aim of
this study was to detect mutations by comparing sequence data from other BLVs and
to evaluate their effects on the formation of different infection patterns and possible
pathogenetic mechanisms. For this purpose, total of 179 retrospective blood samples
from cattle which were obtained from livestock farms in various provinces of Turkey
and whose antibodies against BLV had previously been detected by ELISA in earlier
studies were used. These samples were tested for the env gene region by PCR to detect
the genotype(s) circulating in the field and possible mutations. Out of 126 env positive
samples, 57, were sequenced and their phylogenetic analysis revealed that all local
viruses were clustered in genotype 1 (G1). Subsequently, LTR gene region of 48
samples and pX gene region of 33 samples were sequenced from the positive
samples. By examining the nucleic acid and amino acid sequences, evaluations were
made for the mutations detected in local viruses, which were reported to be related to
transactivation and pathogenesis. It was determined that some of these changes
reported by the researchers were also present in the local viruses in this study. This
study reports the molecular analysis of the LTR and pX gene region of BLVs in Turkey
for the first time.

Keywords: Bovine Leukemia Virus, Env Gene, LTR Gene, Molecular
Characterization, pX Gene.
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