Wirusy onkogenne u drobiu.
Czes¢ lll. Wirus choroby Mareka
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$r6d onkogennych wiruséw DNA, ktére in-

dukuja nowotworzenie komoérek uktadu od-
porno$ciowego ptakéw, najwazniejszy jest wirus
choroby Mareka (MDV). Ten wysoce zarazliwy al-
fa-herpeswirus nalezacy do rodzaju Mardivirus wy-
wotuje u drobiu chtoniaki T-komérkowe o gwattow-
nym przebiegu (1). Indukcja guzéw z limfocytow T
u genetycznie podatnych ptakow nastepuje po silnej
wczesnej infekcji cytolitycznej i okresie utajonej in-
fekcji w limfocytach. Nie jest jasne, czy opdZnienie
jest warunkiem wstepnym transformacji onkogen-
nej docelowych komoérek T. Mechanizmy molekular-
ne, ktore napedzajg latentnie zakazone komoérki do
transformacii, a nastepnie do agresywnej neoplazji,
nie sa w petni poznane (2).

Genom MDV zawiera ponad 100 potencjalnych
otwartych ramek odczytu (ORF), ktére obejmu-
j3 zar6wno unikalne dla MDV, jak i te, ktére sg ho-
mologiczne do innych herpeswiruséw. Por6wnania
sekwencji catego genomu miedzy zjadliwymi i ate-
nuowanymi szczepami, wraz z analiza ekspresji ge-
néw wirusowych w liniach komérkowych pochodza-
cych z guzéw transformowanych MDV, wykazaty, ze
geny w regionie powtérzen genomu najprawdopo-
dobniej beda zwiazane z onkogennoscia. Obejmuja
one gtéwne geny zwiazane z onkogeneza, takie jak
fragment MDV EcoRI-Q (MEQ), kodowana przez wi-
rusa podjednostka telomerazy RNA (vTR) oraz szereg
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Poultry oncogenic viruses. Part lll. Marek's disease virus
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Chickens are the most important natural host for Marek's disease virus (MDV),
cell-associated but readily transmitted alphaherpesvirus with lymphotropic
properties of gammaherpesviruses. Marek's disease is a highly contagious
viral disease of poultry characterized by T-cell ymphomas and peripheral nerve
enlargement. Marek's disease is one of the most ubiquitous avian infections
and is identified in chicken farms worldwide. Every flock, except for those
maintained under strict pathogen-free conditions, is presumed to be infected.
Marek's disease readily transmitted among chickens. The virus matures into
a fully infective, enveloped form in the epithelial cells of the feather follicle,
from which it is released into the environment. It may survive for months in
poultry house litter or dust. Dust or dander from infected chickens is particularly
effective in transmission. Once the virus is introduced into a chicken flock,
regardless of the vaccination status, infection spreads quickly from bird to bird.
Infected chickens continue to be carriers for long periods and act as sources
of MD virus. Shedding of infectious virus can be reduced, but not prevented, by
prior vaccination. MDV not vertically transmitted. Although clinical cases are
not always apparent, a subclinical signs as decrease in growth rate and in egg
production, may be economically important. Currently available vaccines are
considered as protective.
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mikroRNA. Niektére niedawne badania wykazaty
krytyczna role tych determinant wirusowych w on-
kogennosci (3, 4, 5).

Choroba Mareka (MD) jest limfoproliferacyj-
ng chorobg kurczat, rzadziej indykéw, przepidrek
i gesi. Pierwotnie opisana w 1907 r. jako zapalenie
wielonerwowe atakujace nerwy obwodowe, dopiero
w1926 r. rozpoznano chorobe nowotworowg zwigza-
na z guzami w kilku narzadach trzewnych. Chociaz
MD wystepuje we wszystkich krajach produkujacych
dréb na $wiecie, jej ekonomiczny wptyw na $wiato-
wy przemyst drobiarski szacuje si¢ na 1-2 mld USD
rocznie (6). MD nie jest przenoszona pionowo przez
zakazone jaja. Jednak piskleta zarazajq sie¢ wirusem
niemal natychmiast po wykluciu sie z silnie skazo-
nych kurnikéw. Do zakazenia pisklat dochodzi po-
przez wdychanie zakazonego, ztuszczonego nabton-
ka brodawek pidr zakazonych ptakdw. Pyt ten moze
pozostawac zakazny przez dtugi czas, ze wzgledu na
wysoka stabilno$¢ wirusa.

Dziatanie immunosupresyjne

Immunosupresja zwigzana z MDV jest czesto po-
dzielona na wczesng faze immunosupresji pod-
czas infekcji cytolitycznej i p6Zzna faze immuno-
supres;ji, kiedy wirus jest reaktywowany i rozwijaja
sie nowotwory. Jedng z kluczowych cech wczesnej
immunosupresji jest zniszczenie limfocytéw T i B
w wyniku poczatkowej replikacji wirusa w narzg-
dach limfatycznych oraz pojawienie si¢ makrofa-
gow supresorowych, ktore hamuja replikacje limfo-
cytow w ciggu pierwszych dwéch tygodni infekcji,
co moze powodowac¢ stopniowy zanik grasicy oraz
bursy Fabrycjusza (stan moze to by¢ trwaty lub
przejsciowy, w zaleznos$ci od patotypu MDV). Po-
nadto we wczesnej fazie IS dochodzi do obnizenia
poziomu antygenéw MHC klasy IiII, upos$ledzenia
cytotoksycznych limfocytéw T, obnizenia ekspresji
CD8 w obwodowych limfocytach T, indukcji apop-
tozy w limfocytach T CD4+, dtugotrwatej limfope-
nii limfocytéw B oraz produkcji wysokiego pozio-
mu tlenku azotu (NO; 7, 8, 9).

Model patogenezy choroby Mareka, pierwotnie na-
kreslony przez Calneka i Schata, stanowi podstawe
zrozumienia, w jaki spos6b MDV powoduje wyczer-
panie zaréwno komorek B, jak i T. Ptaki zakazaja sie
wirusem bezkomoérkowym obecnym w brodawkach
pidr. Wirus jest przenoszony do narzadéw limfatycz-
nych, prawdopodobnie przez makrofagi, i replikuje
sie najpierw w limfocytach B, powodujac postepu-
jaca infekcje, w trakcie ktérej namnazany jest zwig-
zany z komérkami wirus choroby Mareka, a zakazo-
ne komorki sg skazane na $mieré. Ta faza jest czesto
okreslana jako faza cytolityczna (10, 11).

W wyniku produkcji antygendéw wirusowych
i p6zniejszej odpowiedzi immunologicznej ko-
morki T ulegaja aktywacji, pobudzajac antygeny
MHC klasy II i inne markery aktywacji. W przeci-
wienstwie do spoczynkowych limfocytéw T akty-
wowane limfocyty T sg podatne na infekcje MDV
i ulegajg zakazeniu. Zwykle MDV wywotuje uta-
jong infekcje w aktywowanych komoérkach T (12).

Role w tym procesie najprawdopodobniej odgry-
waja cytokiny (7) i mikroRNA (13). W zaleznosci od
patotypu MDV i opornosci genetycznej gospoda-
rza utajenie moze by¢ trwate, po ktérym tymcza-
sowo nastepuje wtorny cykl cytolityczny i ponowna
immunosupresja i/lub rozwdj guza lub nieobec-
ne, z ciggla replikacjq wirusa i czesto wczesna
$miertelnoScia.

Regulacja w gore receptoréw IL-8 jest prawdo-
podobnie istotnym etapem przenoszenia zwigza-
nego z komérkami MDV z limfocytéw B do aktywo-
wanych limfocytéw T, umozliwiajac wirusowej IL-8,
wytwarzanej podczas infekcji litycznej, przycigganie
aktywowanych limfocytéw T. Zwiekszona infekcja
cytolityczna, a tym samym zwiekszone uszkodze-
nie narzadéw limfatycznych zwigzane z niektérymi
patotypami choroby, moze by¢ spowodowana bar-
dziej efektywnym transferem MDV z limfocytow B
do T z powodu zwiekszonego poziomu produkcji
vIL-8 (14). Wykazano, Ze szczepy vvMDV wytwarza-
ty wyzsze poziomy vIL-8 niZ szczepy mniej zjadliwe,
ale jest to prawdopodobnie konsekwencja zwigkszo-
nej replikacji wirusa, a nie wewnetrznej zdolnosci do
zwiekszania produkcji vIL-8 (15, 16).

Jak dotad nie ustalono, ktore produkty genéw MDV
sg odpowiedzialne za immunosupresje. Jest prawdo-
podobne, Ze gen SORF2 odgrywa pewna role (na pod-
stawie dwoch badan wykorzystujgcych przeciwstaw-
ne strategie eksperymentalne). Mutanty delecyjne
pozbawione kilku ORFS, w tym SORF2, powodowa-
ly zmniejszenie infekcji cytolitycznej bez zapobie-
gania powstawaniu zmian nowotworowych (17). Re-
gulacja w gore ekspresji SORF2 poprzez wstawienie
dtugiego koncowego powtdérzenia REV (LTR) skut-
kowato zwigkszong infekcja cytolityczng przy bra-
ku rozwoju nowotworu (18).

Oprdcz niszczenia tkanek limfoidalnych MDV in-
dukuje réwniez supresje immunologiczng poprzez
aktywacje makrofagéw, ktdre byty zdolne do hamo-
wania mitogennej stymulacji limfocytoéw T uzyska-
nych z niezakazonych kurczat (8). To hamowanie
byto prawdopodobnie konsekwencjg indukowanej
przez MDV produkcji NO przez makrofagi i mia-
o raczej dziatanie ochronne niz immunosupresyj-
ne poprzez zmniejszenie puli aktywowanych lim-
focytow T (7).

Brodawki pior jako miejsce replikacji MDV

MDV byt pierwszym i najszerzej przebadanym wi-
rusem pod katem obecnos$ci w pidrach (19, 20, 21, 22).
Wirus replikuje sie w nabtonku brodawek piér, skad
rozprzestrzenia sie poziomo w kurnikach z kurzem,
nabtonkiem i piérami. Zakazno$¢ wirusa bezkomor-
kowego w kurzu moze by¢ zablokowana przez ko-
mercyjne filtry powietrza i poprzez zachowanie Sci-
stej higieny w kurnikach (23). Rozprzestrzenianie sie
horyzontalne jest bardzo skuteczne, poniewaz jest
mozliwe poprzez zakazone komorki nabtonka wie-
lowarstwowego ptaskiego w skorze, ktére zwykle
odrywaja sie wraz z wylinka lub podczas odnawia-
nia skory, a takze poprzez kurz i tupiez, dzieki cze-
mu wirus jest wszechobecny (23, 24).
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Po raz pierwszy kinetyke wydalania MDV przez
amplifikacje molekularng opisano w 1989 r. (25),
gdzie uzyto pidér jako materialu wspomagajacego
w diagnostyce molekularnej stad towarowych (19).
Nastepnie wyodrebniono cate wirusy z ekstraktéw
z koncéwek pidr za pomocy elektroforezy w polu
pulsacyjnym i wykorzystano je do opracowania eks-
perymentalnego modelu zakazenia MDV przez po-
wierzchnie §luzowki drég oddechowych pisklat SPF
oraz spojowke oka (26).

Szczepionka przeciwko MDV byta jedyng zywa
szczepionka dla drobiu, ktérej skutecznosé bada-
no, wykorzystujgc piéra. Obecnosé MDV wykazano
w pidrach eksperymentalnie zakazonych i szcze-
pionych komercyjnie niosek w Australii (27, 28, 29).

Funkcjonalne znaczenie
epitopow konformacyjnych MDV.
Biatko immunodominujace

Biologicznie aktywne glikoproteiny btonowe sa
uznawane wsréd herpeswiruséw za biatka immu-
nogenne, ktére sag wazne dla antygenowosci wiru-
sa, przyczepiania sie do komorki, fuzji wirusa z bto-
ng komoérkowa i innych specyficznych aktywnosci.
Epitopy antygenowe immunodominujacych anty-
genéw MDV scharakteryzowano metoda immuno-
blottingu przy uzyciu surowic kurczat pochodza-
cych od ptakéw dotknietych zakazeniem MDV oraz
z obecnym nowotworem, i obejmuja glikoprote-
iny A (gA)iB (gB; 30, 31, 32, 33).

Glikoproteina B jest homologiczna i konserwa-
tywna w wielu herpeswirusach (31). Analizy geno-
mowe oraz wlasciwosci molekularne i antygeno-
we wskazuja, ze gB MDV jest homologiem gB HSV-1
(wirus opryszczki zwyczajnej; 34). MDV gB byt opi-
sany jako kompleks trzech glikoprotein: gp100,
gp60 i gp49. Ponadto, przez immunoblotting eks-
traktéw komoérkowych zakazonych MDV w warun-
kach minimalnej denaturacji (tj. bez ogrzewania
lub redukcji 2-merkaptoetanolem przed rozdzia-
tem SDS-PAGE) ujawniono, ze MDV gB sklada sie
z dwoch oligomerdw o duzej masie czasteczkowej
> 3001230 kDa (34). Bardziej zaawansowane bada-
nia ujawnity aktywnos$¢ biologiczng MDV gB w kon-
figuracjach termostabilnych i termolabilnych w in-
dukowaniu produkcji przeciwciat neutralizujgcych
wirusy. Aktywno$¢ neutralizujacg wirusy wykazano
przy uzyciu monospecyficznych przeciwciat prze-
ciwko ogrzanemu i nieogrzewanemu oligomerycz-
nemu gB MDV i HVT (35, 36). Termostabilne sktad-
niki gB MDV prezentowatly epitopy neutralizujace
ograniczone do szczepu i serotypu, poniewaz specy-
ficzny wskaznik neutralizacji reaktywnosci byt naj-
wyzszy w przypadku komorek fibroblastow zarodka
kurzego (CEF) zakazonych izolatem MDV serotypu 1.
Ponadto przeciwciala monoswoiste neutralizowa-
ty MDV 3 serotypow w spos6b swoisty dla serotypu,
jako Ze najwyzsze aktywnosci 3 przeciwcial mono-
swoistych, anty-200 kDa, anty-130 kDa i anty-60 kDa
serotypu 1 ozdrowiencéw reagowaty z komdrkami
zakazonymi MDV serotypem 1 o wyzszej aktyw-
nos$ci wtasciwej niz z hodowlami komérkowymi
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zakazonymi MDV serotypow 2 i 3. Monospecyficz-
ne przeciwciata przeciwko termolabilnym oligo-
merom 230 kDa HVT (serotyp 3) i MDV-B (serotyp 1)
neutralizowat komoérki zakazone MDV serotypami
w sposéb ograniczony do serotypu, co wskazuje, ze
te oligomery prezentowaly nieciggte epitopy neu-
tralizujace (35, 36).

Wykazano, ze gB MDV istnieje jako termola-
bilne oligomery, ktére w swojej natywnej posta-
ci przypominaja obecnosé gB HSV1, jako natyw-
nej jednostki konformacyjnej na zakazonej btonie
komodrkowej. Opisano, ze btonowy HSV gB skta-
da sie z nietrwatych termicznie wielu form oligo-
merycznych w zakresie 200—-300 kDa (37) lub jako
dimery (200 kDa) monomerdw 110 kDa (38). Funk-
cje tych oligomeréw w zakazno$ci wirusa obej-
mowaty fuzje wirionu z btong komérkowa oraz
tworzenie otoczki wirionu i kolcéw (38, 39, 40).
W przeciwienstwie do ogromnej liczby badan nad
wtasciwosciami biologicznymi nieciggtych epito-
pow konformacyjnych ludzkich herpeswiruséw,
badanie ciggtych i nieciggltych epitopéw antyge-
nowych waznych dla infekcji wirusowej i ochro-
ny weterynaryjnych herpeswiruséw jest wcigz
ograniczone.

Onkogennos¢ wirusa choroby Mareka

Odkrycie genu MDV meq w 1992 r. pozwolito ustali¢
glowny gen odpowiedzialny za onkogennos¢, obec-
nym w szczepach wirulentnych (41). Biatko meq ma
trans-aktywacyjng N-koncowa zasadowa dome-
ne z zamkiem leucynowym i C-konncowa domene
trans-represyjng bogata w proline (42, 43, 44, 45).
W aktywnos$ci genu meq posredniczy jego dimery-
zacja z samym sobg, jak réwniez z biatkami podob-
nymi do c-Jun, takimi jak JunB, c-Jun i c-Fos. C-ko-
niec genu meq wiaze sie rowniez z komdorkowymi
czynnikami transkrypcyjnymi biorgcymi udziat
w podziale komdrkowym i regulacji cyklu komor-
kowego, takimi jak SNF, ATF, CREB i HB-EGF (44).
Biatko meq oddziatuje rowniez z biatkami bez do-
meny zamka leucynowego, takimi jak komérko-
we supresory nowotwordw p53, gen siatkéwczaka,
kinaza cyklinozalezna 2 i biatko szoku cieplnego
Hsp70 (46, 47, 48).

Pomimo raczej niskiego tempa ewolucji wiruséw
z dwuniciowym DNA (dsDNA; 49, 50, 51, 52), stwier-
dzono, Ze gen meq ewoluuje znacznie szybciej niz
wiekszos¢ gendw w wirusach dsDNA (53, 54), row-
nolegle ze stopniowa ewolucja wirulencji MDV (54,
55). Oprocz informacji epidemiologicznych sekwen-
cja genu meq ujawnita ewolucje zalezna geograficz-
nie (53).

Stwierdzono réwniez, ze biatko meq moze fi-
zycznie i potencjalnie funkcjonalnie oddziatywac
z biatkiem apoptyny wirusa zakaznej anemii kur-
czat (CAV), transaktywujac transkrypcje CAV (56).
CAV jest waznym ekonomicznie immunosupreso-
rem, ktory wywotuje liczne upadki, anemie, lim-
fopenie i atrofie narzadéw limfatycznych. Mole-
kularne podstawy interakcji MDV-CAV sg nadal
niejasne i nieznane. Prawdopodobnie biatko MDV
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meq oddziatuje i hamuje biatko apoptyny CAV, pro-
mujac transformacje komorkowa i tworzenie guzéw
nowotworowych.

Objawy kliniczne zakazenia

Objawy kliniczne zwigzane z MD r6znig sie i moz-
na je ogodlnie podzieli¢ na rézne postacie kliniczne
w oparciu o rézne cechy. W prawie wszystkich przy-
padkach obejmujg one nacieki limfoidalne do tkanek
prowadzacych do powstawania guzéw, klasycznej
postaci choroby wystepuja gtéwnie zmiany nerwo-
we, a $miertelno$c¢ rzadko przekracza 10—15% w cig-
gu kilku tygodni lub wielu miesigcy. Objawy moga sie
r6zni¢ w zalezno$ci od osobnika, jak rowniez w za-
lezno$ci od zaatakowania r6znych nerwéw. Najczest-
szym objawem jest czesciowy lub catkowity paraliz
nog i skrzydet oraz krecz szyi, jesli choroba zaata-
kuje nerwy szyjne. Podobnie zajecie nerwu btednego
moze spowodowac paraliz i rozszerzenie wola. Takie
ptaki moga réwniez wykazywac objawy dusznosci
iniewydolno$ci oddechowej. Dochodzi do wyrazne-
go zr6znicowania stada. W wiekszo$ci przypadkéw
zakazenia MDV w obrazie sekcyjnym widoczne jest
powiekszenie nerwéw obwodowych, pogrubienie
Sciany zotadka gruczotowego, zmiany o charakterze
nowotworowym w narzgdach migzszowych.

W ostrej postaci choroby, w ktérej zwykle docho-
dzi do powstawania chtoniakéw w narzgdach trzew-
nych, zapadalno$¢ wynosi czesto 10-30%, aw duzych
ogniskach moze wzrosngc¢ do 70%. Oprécz ogdlnych
objawo6w, takich jak depresja, utrata masy ciata, ja-
dtowstret i biegunka, objawy kliniczne sg mniej wy-
razne. Smiertelno$¢ moze gwalttownie wzrosngé
w ciggu kilku tygodni, a nastepnie usta¢ lub moze
utrzymywac sie na statym poziomie, czy tez spadac
przez kilka miesiecy.

Ostra choroba, obserwowana w przypadku nie-
ktérych bardzo zjadliwych szczepéw wirusa MD
(vvMDV), objawia sie ciezkg atrofig narzgdéw lim-
fatycznych (57). Ta postac choroby, czasami okre-
$lana jako ,,zespot wczesnej $miertelnosci”, skut-
kuje bardzo wysoka $miertelno$cia, zwykle w wieku
10-14 dni. Przej$ciowy paraliz jest raczej rzadka ma-
nifestacja zakazenia MDV, ktdra pojawia sie w wieku
5-18 tygodni. U chorych ptakéw pojawia sie ataksja,
niedowtad lub paraliz ndg, skrzydet i szyi. Choroba
jest powszechnie obserwowana 8—12 dni po zaka-
zeniu, zwykle trwa tylko ok. 24—-48 godzin i towa-
rzyszy jej obrzek mézgu. Zajete narzady wykazu-
janaciekilimfatyczne, ktérych stopien naciekania
koreluje z objawami choroby.

Odpowiedz immunologiczna

Podobnie jak w przypadku wiekszos$ci innych pato-
genodw, zakazenia MDV prowadza do aktywacji me-
chanizméw wrodzonej i nabytej odpowiedzi immu-
nologicznej. Jednak MDV ma réwniez silne dziatanie
immunosupresyjne na gospodarza. Dlatego nie moz-
na przeceni¢ rownowagi miedzy odpowiedziami
immunologicznymi a immunosupresjg; zaburze-
nie réwnowagi w kierunku immunosupresji czesto

prowadzi do choroby. Odpowiedzi immunologiczne
rozwijajace sie podczas wczesnej fazy cytolitycznej
sg kluczowe dla wyniku infekcji, poniewaz jakie-
kolwiek upos$ledzenie odpowiedzi immunologicz-
nej podczas tej fazy moze op6znic ustanowienie la-
tencji, przedtuzajac cytolityczne niszczenie komorek
odpornosciowych przez apoptoze wywotang wiru-
sem. Odpowiedzi immunologiczne podczas fazy uta-
jenia sa rowniez wazne dla zapobiegania wystgpie-
niu chtoniakéw.

Uwaza sie, ze odporno$¢ wywotana szczepion-
kg jest przede wszystkim odpowiedzig przeciw-
nowotworowa, poniewaz szczepionki MDV nie za-
pobiegaja zakazeniu wirusem. Jednak szczepionki
zmniejszaja infekcje cytolityczna, zapobiegajac
w ten sposéb rozlegtym uszkodzeniom uktadu od-
pornosciowego, poprzez ciggte niszczenie komoérek
odpornosciowych. Wrodzone odpowiedzi immuno-
logiczne poprzez receptory Toll-podobne i komoér-
ki NK wykazano u ptakéw zakazonych MDV (58, 59,
60, 61). W tym kontekScie nalezy wzia¢ pod uwa-
ge regulacje w dét MHC typu I przez produkt genu
MDV UL49.5 i jego potencjalny wptyw na wirulen-
cje w sposob specyficzny dla haplotypu, szczegdlnie
w wyzwalaniu odpowiedzi komérek NK (62). Wro-
dzone odpowiedzi immunologiczne przeciwko MDV
obejmuja réwniez zmiany w ekspresji cytokin, kto-
re skutkujg zwiekszeniem liczby cytokin prozapal-
nych napedzajacych odpowiedz typu Thi, z wyz-
szymi poziomami obserwowanymi w genetycznie
opornych liniach podczas wczesnej infekcji (63). 0d-
powiedz typu Thlindukuje zwiekszong transkryp-
cje indukowalnej syntazy tlenku azotu II (iNOS), jak
réwniez zwiekszong aktywno$¢ komodrek NK i ma-
krofagow (64). Wykazano réwniez, ze interferon-y
(IFN-y) pozytywnie wptywa na odpornos¢ uzyska-
ng po szczepieniu przeciwko MD (65). Zwigkszona
ekspresja IFN-y i IL-10 po szczepieniu nasilita na-
ciek limfocytéw T do ptuc (66).

Uwaza sig, ze znaczenie humoralnej odpowie-
dzi immunologicznej w odpornos$ci na MD jest sto-
sunkowo niewielkie ze wzgledu na charakter wiru-
sa silnie zwigzany z komérkami. Jednak obecnos$é
przeciwcial matczynych moze opdzniaé replika-
cje wirusa i zaktéca¢ odpornos$¢ wywotana przez
szczepionke. Przeciwciata neutralizujagce wiru-
sy moga by¢ indukowane przez szczepienie/infek-
cje MD i uwaza sie, ze sa one gtéwnie skierowane
przeciwko antygenom, takim jak glikoproteina B.
Odpowiedzi komdrkowe za pos$rednictwem specy-
ficznych CTL zostatly zidentyfikowane jako krytycz-
ne sktadniki odpornos$ci na MD. Kluczowg role lim-
focytéw T CD8+ w kontrolowaniu zakazenia MDV
potwierdzono przy uzyciu kurczat z niedoborem
CD8 (67). Rola ograniczonych do MHC, specyficz-
nych dla antygenu CTL w odpowiedziach immuno-
logicznych przeciwko MD, zostata wykazana przy
uzyciu linii komoérek limfoblastoidalnych zdefinio-
wanych przez MHC transformowanych REV, ktére
stabilnie wyrazaja poszczegdlne geny MDV, takie
jak fosfoproteina (pp)38, glikoproteina (g) B, gC,
gH, gE, gI, MEQ, biatko zakazonej komoérki (ICP)4
i ICP27 (64).
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Immunoprofilaktyka

Wyjatkowe cechy epidemiologiczne MD, w tym wy-
soce zarazliwy charakter i szerokie rozpowszech-
nienie oraz dtugotrwata zakaZnos¢ srodowiska kur-
nika, sprawiaja, ze jej wyeliminowanie jest prawie
niemozliwe. W zwigzku z tym kontrola zasadniczo
opiera sie na szczepieniach zapobiegawczych, cho-
ciaz jako dodatkowe $rodki mozna zastosowaé po-
prawe bezpieczenstwa biologicznego i odporno-
$ci genetycznej. Opracowanie szczepionek MD byto
znaczacym przetomem zaréwno w medycynie pta-
kéw, jak i podstawowych badaniach nad rakiem, po-
niewaz byt to pierwszy przyktad choroby nowotwo-
rowej kontrolowanej przez powszechne stosowanie
immunoprofilaktyki (68, 69, 70).

W chorobie Mareka czesto sugeruje sie, ze od-
porno$¢ wywotana szczepionka jest gléwnie od-
powiedzig przeciwnowotworowa, chociaz szcze-
pionki maja réwniez wyrazny wptyw na redukcje
wczesnej infekcji cytolitycznej. Wykazano regre-
sje guzéw MD jako dowdd odpornosci przeciw-
nowotworowej (71), chociaz mechanizmy w duzej
mierze pozostajg niejasne. OkreSlona przez MHC
klasa I odpornos$¢ kurczat B21 na rozwdéj zmian
guzowatych MD zostata dobrze udokumentowana
w kilku badaniach. Niedawne badania strukturalne
wykazujgce niezwyktla silnie dodatnio natadowa-
na powierzchnie i niezwykle waski rowek ograni-
czajacy liczbe peptydéw, ktore moga wigzac cza-
steczke MHC klasy I podatnego haplotypu B4 (72),
silnie sugeruja role odpowiedzi CTL ograniczonej
do MHC w leczeniu przeciwnowotworowym. Na ko-
morkach transformowanych MDV zidentyfikowano
grupe antygenéw, ogélnie okreslanych jako anty-
geny zwigzane z chorobg Mareka (MATSA), z kto-
rych wigkszo$¢ byta markerami aktywacji limfocy-
tow T (73). Jednym z MATSA, rozpoznawanym przez
przeciwciato monoklonalne AV37, jest kurzy homo-
log CD30, cztonka rodziny receptora czynnika mar-
twicy nowotwordw II (TNFR II; 74, 75). Zwigkszo-
na ekspresja CD30 na komérkach nowotworowych
transformowanych MDV jest prawdopodobnie spo-
wodowana hipometylacja (76), a wykrycie specy-
ficznych odpowiedzi immunologicznych anty-CD30
u zakazonych kurczat opornych na MD sugeru-
je, ze odporno$¢ na CD30 moze by¢ mechanizmem
odpowiedzi przeciwnowotworowych przeciwko
chtoniakom MD (77).

Zywe atenuowane szczepionki, zwykle poda-
wane jako szczepionka komdrkowa jednodniowym
piskletom w wylegarni, zapewnia ochrone przed
naturalnym zakazeniem ze strony $rodowiska kur-
nika. Wraz z wprowadzeniem metod immuniza-
cji in ovo coraz wiecej ptakow jest szczepionych ta
droga (78). Szczepionki MD, pochodzace ze wszyst-
kich trzech serotypéw MDV, sg bardzo skuteczne,
czesto osiggaja blisko 100% ochrone w warunkach
komercyjnych. Najszerzej stosowana szczepion-
ka serotypu 1 pochodzi ze szczepu CVI988/Rispens
i jest skuteczna przeciwko wigkszosci patotypow
vvMDV i vv+MDV (79). Antygenowo spokrewnio-
ne szczepy serotypu 2, takie jak SB-1i 301B/1, s3
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roéwniez szeroko stosowane w wielu krajach. Sero-
typ 3 FC-126 szczepu HVT jest dostepny w posta-
ci bezkomoérkowej i zwigzanej z komoérka. Chociaz
wiele z tych szczepionek jest skutecznych pojedyn-
czo, koncepcja synergizmu ochronnego (80) dopro-
wadzita do powszechnego stosowania szczepionek
poliwalentnych z dwoma lub wigksza liczba szcze-
pow podawanych jednoczesnie. Rekombinowane
szczepionki oparte na wektorach HVT i pokswiru-
sach sg coraz cze$ciej stosowane w celu zapewnie-
nia podwéjnej ochrony przed MD i innymi ptasimi
chorobami wirusowymi (78, 81). Chociaz szczepion-
ki przeciw MD sa ogdlnie skuteczne w kontrolowa-
niu strat, moga wystapic¢ niepowodzenia z powo-
du niewtasciwego uzycia szczepionki, ekspozycja
na wirusy przed rozwinieciem si¢ odpornosci, in-
terferencja przeciwciat matczynych oraz pojawie-
nie sie zjadliwych wiruséw, ktére moga przetamac
odpornosc (79, 82).

Rekombinacja molekularna z udziatem MDV

Zakazenia wirusowe kurczat z udziatem MDV moga
umozliwia¢ wymiane genetyczna miedzy wirusami
koinfekcyjnymi. Przypadki zwigzane z MDV i dodat-
kowym wirusem DNA obejmujg trzy badania na ku-
rach. Pierwsze badanie opisuje rekombinacje mo-
lekularng wirusa ospy drobiu (FPV; 83) i MDV (84).
Chociaz tempo rekombinacji DNA ma by¢ nawet
nizsze niz zakazenia, ktére obejmujg rekombinacje
w wirusach RNA, Brunovskis i Velicer (84) dostar-
czyli dowodéw na to, ze kilka genéw FPV ma homo-
logi w genomie MDV.

Drugie badanie, ktdre ujawnito konkretne zna-
czenie przypadkéw rekombinacji molekularnej
in vivo miedzy wirusami DNA, zostato pokazane
w przypadku rekombinacji, ktére wystgpity mie-
dzy zywymi szczepionkami przeciwko zakazne-
mu zapaleniu krtani i tchawicy (ILTV), krazacymi
jednocze$nie w Australii (australijskimi szcze-
pionkami A20 i SA2 ILTV) oraz w Europie (europej-
ska szczepionka Serva ILTV; 85). Za pomocg analizy
Simplota zidentyfikowano dwa punkty krzyzowa-
nia odpowiadajace regionom rekombinacji w do-
pasowaniu genomu. W wyniku rekombinacji mo-
lekularnej dwa zjadliwe rekombinowane wirusy
byly zwigzane z epidemiami powodujacymi $mier-
telno$¢ do 17,6%.

W trzecim badaniu wykorzystano sekwencjono-
wanie nowej generacji, ktére utatwito wykazanie
przypadkéw rekombinacji molekularnej do$¢ cze-
sto u ludzi i zwierzecych alfa-herpeswiruséw (86).
Wykazano przypadki rekombinacji miedzy zjadli-
wymi oraz szczepionkowymi szczepami MDV i po-
wigzano je z wptywem na ewolucje wirusa poprzez
zmiane presji selekcyjnych i rozprzestrzenianie sie
zjadliwych szczepow. MDV bierze udziat w interak-
cjach molekularnych miedzy wirusami DNA i RNA.
Integracja sekwencji retrowirusa z genomem wi-
rusa opryszczki zostata udokumentowana in vitro
przez wspotinfekcje kultur CEF MDV i retrowirusa-
mi, wirusem retikuloendoteliozy (REV) i wirusem
biataczki ptakow (ALV; 87, 88, 89, 90, 91), i opisana
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przez Kawaguchi i Mikami (92), Bronovskis i Kung
(93) oraz Kung (94).

Przez wspdlng hodowle MDV i REV w tej samej
szalce do hodowli tkankowej Jones i in. (91) stwo-
rzyli pierwszego rekombinowanego wirusa, RM1,
ktdry scharakteryzowano zaréwno molekularnie,
jakibiologicznie jako majacy zmieniona replikacje
in vitro i wtasciwosci biologiczne in vivo (95). RM1 zo-
stal nazwany przy uzyciu inicjatéw jego dwdch wi-
ruséw progenitorowych, REV i MDV. Jednak wsp6l-
na hodowla MDV z jednym z retrowiruséw nie jest
jedynym mechanizmem, dzieki ktéremu retrowi-
rusy rekombinuja z MDV. Sakaguchi i in. (96) oraz
Niikura i in. (32) opisali integracje retrowiruso-
wych LTR z MDV nie w wyniku wspdlnej hodow-
li obu wiruséw, ale w wyniku utrzymywania ho-
dowli w komoérkach gospodarza, ktére zawieraty
ptasie endogenne wirusy. Proces rekombinacji re-
trowirusa z MDV zachodzi, poniewaz retrowirusy
integrujq sie z dowolnym dwuniciowym (ds) DNA
w celu replikacji. LTR byly przewaznie integrowa-
ne w klastry skupione na potaczeniach miedzy uni-
kalnymi (dtugimi lub krétkimi) a koncowymi lub
wewnetrznymi powtérzonymi fragmentami MDV
(TRL i TRS oraz IRL i IRS; 93). Wykazanie stosun-
kowo wydajnego powstawania in vitro rekombino-
wanych wiruséw nasuwa pytanie, czy retrowirusy
réwniez integruja sie z wirusami DNA in vivo. Gdy-
by taki proces miat miejsce, mogtyby wystapic po-
wazne konsekwencje; rekombinowany MDV moze
mie¢ zmienione wlasciwosci biologiczne, a wzgled-
nie znane cechy zwigzane z infekcjg tymi wirusami
moga ulec zmianie, powodujac nieznane i nieprze-
widywalne wzorce choroby. Przypuszczalne cechy,
w przypadku ktérych zmiany moga mie¢ znacze-
nie biologiczne, takie jak patogenicznos$¢, rozprze-
strzenianie sie wirusa, antygenowos$¢ i immuno-
gennos¢, moga ulec kompletnym zmianom. Zmiany
w tych dwéch ostatnich moga prowadzi¢ do zmian
w zdolnosci okreslonych szczepionek do ochrony
przed zakazeniem.

Przeprowadzono badania z wykorzystaniem pta-
kéw hodowlanych, ktére nabyty naturalnie miesza-
ne infekcje, kurczeta zakazone eksperymentalnie
prototypowymi szczepami MDV i ALV-J oraz kur-
czeta komercyjne zakazone eksperymentalnie wi-
rusem uzyskanym z przypadkow podwdjnej infek-
cji MDV i ALV-] w tym samym stadzie handlowym
(1). Okazuje sie, ze przypadki integracyjne zacho-
dzity z r6zng szybkoSciag w zaleznosci od zastoso-
wanego systemu eksperymentalnego. W stadach
handlowych zdarzenia rekombinacji molekularnej
wystapity w ok. 2,5% z 2926 prébek DNA (6). Ada-
ptacja wirusa do warunkéw laboratoryjnych wy-
dawata sie zwieksza¢ szybko$¢ integracji LTR re-
trowirusa z MDV. Po raz pierwszy koinfekcja MDV
kazdym z trzech ptasich retrowiruséw, REV, ALV
i ALV-], spowodowatla integracje LTR retrowirusa
z MDV in vivo, jak rowniez in vitro (6), prowadzac do
powstania wielu typoéw chimerycznych quasi-ga-
tunkéw u podwoéjnie zakazonych ptakéw. Ponie-
waz DNA zostato wyekstrahowane z wielu kom6-
rek, nie mozna byto stwierdzié, czy reprezentuje to

prawdziwy quasi-gatunek w pojedynczej komoér-
ce, czy tez unikalne integracje, ktére miaty miej-
sce w roznych komoérkach.

Zhang i in. (57) wykazali spontaniczng rekom-
binacje MDV i retrowiruséw w chinskich stadach
komercyjnych. Ekstrapolacja systemoéw in vitro
iinvivo nie jest prosta, poniewaz istnieja zmienne
zaktécajace, takie jak wptyw odpowiedzi immu-
nologicznych gospodarza i réznych typow komo-
rek docelowych.
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