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Review

Choroba Mareka — wybrane zagadnienia
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Marek’s disease: selected aspects

Summary

Marek’s disease (MD) is a lymphoproliferative disease of poultry caused by a cell-associated herpesvirus
called Marek’s disease virus (MDYV). The disease has a significant economic impact on the poultry industry.
MD is the first oncogenic disease controlled by vaccination. Live vaccines are administered either to one-day
old chicks or to 18-day old embryos. However, although MD vaccines target MDYV replication in the cytolic
phase and prevent lymphoma development, they do not prevent infection and replication of pathogenic strains
of MDYV. One of the important problems is an evolution toward greater virulence and the emergence of yvMDV
and vv+MDYV strains. The development of novel vaccines is necessary. DNA vaccines based on entire viral
genomes cloned as bacterial artificial chromosomes (BAC) are considered. The genetic incorporation into
recombinant vaccines of genes for immunomodulatory stimuli or vaccines from deletion mutants prepared
from virulent MDYV strains lacking vIL8 and gene meq are also under consideration.
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Choroba Mareka (MD) jest choroba nowotworowa
kur, ktorej czynmklem etiologicznym jest herpes-
wirus zwany wirusem choroby Mareka (MDV). Cho-
roba wystgpuje na calym $wiecie i stanowi powazny
problem, jest przyczyna zwigkszonej §miertelnosci,
wzrostu brakowan tuszek, spadku produkcji nie$nej
oraz znacznie wyzszych kosztow produkcji.

Patogeneza choroby jest $cisle zwiazana z odpowie-
dziag immunologiczna. Schematyczny przebieg pato-
genezy przedstawiono naryc. 1. Wirus zakaza komor-
ki uktadu odpornosciowego, ktore wczesniej ulegly
aktywacji w celu jego zniszczenia. Wystepuja cztery
etapy infekcji: wezesna infekcja cytolityczna z przej-
Sciowa immunosupresja, infekcja latentna, p6zna in-
fekcja cytolityczna z trwata immunosupresja 1 laten-
cja z towarzyszaca jej transformacja nowotworowa (8).
Genom wirusowy po wniknigciu do jadra komorko-
wego tworzy forme kolista i na drodze mechanizmu
,»toczacego si¢ kota” dochodzi do integracji wiruso-
wego DNA. Nowo zsyntetyzowane wirusowe DNA
jestnastgpnie ,,pakowane” do niedojrzatych kapsydoéw
znajdujacych si¢ w obrebie jadra komdrkowego. Utwo-
rzony nukleokapsyd przemieszcza si¢ przez wewngtrz-
na blong jadrowa do jadrowej przestrzeni migdzybto-
nowej. Powstajace formy otoczkowe na drodze egzo-
cytozy sa nastgpnie transportowane do powierzchni
zakazonej komorki. Jednakze w momencie przenika-
nia przez zewngtrzng btong jadrowa moga zostac po-
zbawione otoczki (3).

Do zakazenia MDV dochodzi droga aerogenna na
skutek aspiracji czasteczek wirusowych znajdujacych
sig wraz z obumartymi komorkami naskorka chorych
ptakow w kurzu i w pyle kurnika. Prawdopodobnie
replikacja wirusa zachodzi juz w obrgbie tchawicy,
w ptucach 1 w workach powietrznych, nastgpnie wi-
rus transportowany jest do $ledziony, grasicy i torby
Fabrycjusza (1, 8). W transporcie tym biora udziat ma-
krofagi pecherzykow plucnych, lecz mozliwy jest tak-
ze transport bierny. W narzadach limfatycznych wirus
jest wykrywany juz 36 h po zakazeniu. W 3. dniu po
zakazeniu rozpoczyna si¢ faza potproduktywna, kto-
rej wynikiem jest atrofia grasicy i torby FabryCJusza
Pomigdzy 4. a 5. dniem po zakazeniu osiaga swoj
szczyt wezesna infekcja cytolityczna, ktorej intensyw-
no$¢ maleje pomigdzy 6. a 7. dniem. W tym okresie
wykrywalnych jest kilka wirusowych antygenow 1 wy-
stgpuje immunosupresja bedaca wynikiem atrofii bur-
sy 1 grasicy. Obserwowana jest dodatkowo apoptoza
niedojrzatych tymocytéw T CD4+ 1 CD8+ (20, 21).
Dochodzi do zahamowania replikacji wirusa. Nastep-
nie w $ledzionie i krwi obwodowej pojawiaja si¢ duze
ilosci latentnie zakazonych limfocytow T, u ktorych
nie obserwuje si¢ ekspresji antygenow wirusowych.
Moga one ulega¢ transformacji (2-4, 9, 21, 29).

Wytworzeniu latencji towarzyszy odpowiedz humo-
ralna 1 komorkowa. Zapoczatkowanie 1 utrzymanie
latencji moze zaleze¢ takze od cytokin, takich jak tzw.
,czynnik utrzymujacy latencj¢”, oraz interferonu y
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Ryc. 1. Schematyczny przebieg zakazenia kurczat wirusem choroby Mareka — stadia patogenezy

(IFN-y). Interferon y zaczyna by¢ wytwarzany okoto
3. dnia po zakazeniu. Pobudza on ekspresj¢ recepto-
réw na powierzchni limfocytéw T oraz aktywuje in-
dukcje syntazy tlenku azotu, enzymu odpowiedzial-
nego za produkcje tlenku azotu. Tlenek azotu ograni-
czareplikacjg¢ wirusa MD 1 proliferacj¢ aktywowanych
limfocytéw T. Moze dziata¢ rownolegle z ,,supresoro-
wymi makrofagami” wystgpujacymi u zakazonych pta-
kéw (6, 7, 32, 33, 38). Pomigdzy 14. a 21. dniem po
zakazeniu obserwuje si¢ w tkankach nablonkowych
1 limfatycznych wystapienie kolejnej fazy cytolitycz-
nej, ktorej towarzyszy trwata immunosupresja zarow-
no odpowiedzi humoralnej, jak i komérkowej. Wyni-
kiem jej jest niezdolno$¢ wytwarzania przeciwciat
przeciwko réznorakim antygenom, utrata wrazliwosci
na mitogeny, opdzniona reakcja odrzucania alloprzesz-
czepow, brak tzw. reakcji nadwrazliwosci typu pozne-
go, brak zdolnosci do regresji migsakow Rousa oraz
zwigkszona wrazliwos¢ na inne patogeny (19, 28).

W czasie tego etapu do nablonka brodawek pior
przedostaja si¢ limfocyty zakazone wirusem MD. Za-
chodzi w pelni produktywna faza infekcji, komorki
brodawek pidr staja si¢ obfitym zréodlem zakaznych

czastek wirusowych, z czym wiaze si¢ wystgpowanie
stanu zapalnego oraz martwicy komodrek nabtonko-
wych (22). Kompletne czastki wirusa MD w zhusz-
czonych komorkach nabtonka moga utrzymywac swoja
zakazno$¢ przez kilka miesiecy w temperaturze 20-
-25°C, a w temperaturze 4°C przez kilka lat w kurzu
kurnika (27).

Mechanizm transformacji nowotworowej nie zostat
doktadnie poznany. Wiadomo, ze wirus MD z komor-
ka gospodarza taczy si¢ przede wszystkim w obrgbie
telomerow. Prawdopodobnie wirus MD zwiazany
z DNA gospodarza moze powodowac aktywacje sa-
swdumcych gendw na poziomie transkrypcyjnym
zmlemaj ac prawidlowa ekspresje genéw komorki, co
sprzyja nowotworowym transformacjom. Poza tym
sam wirus MD posiada gen kodujacy biatko Meq be-
dace jego gléwna onkoproteing. Do innych gendéw
zwiagzanych z latencja 1 transformacja nowotworowa
naleza ICP4, rodzina jego antysensownych transkyp-
tow (SAR/MSR), meq, pp38, L1, rodzina genéw Bam-
HI-H oraz antysensowny transkrypt meq (5, 16, 26).

Dotychczas nie wyjasniono, w jaki sposob strans-
formowanym komorkom udaje si¢ ,,uciec” spod nad-



814

zoru uktadu odpornosciowego. Prawdopodobnie ist-
nieje juz wtedy tak duza immunosupresja, ze skutecz-
na obrona organizmu jest niemozliwa. Infekcja trwa
przez cate zycie ptaka (27).

Choroba Mareka jest pierwsza choroba nowotwo-
rowa zwalczang za pomoca szczepionek. Obecnie sto-
sowane szczepionki mozna podzieli¢ na trzy gtowne
grupy. Pierwszy typ szczepionek reprezentuja szcze-
pionki heterologiczne, oparte na herpeswirusie indy-
czym HVT, zawierajace liofilizowany wirus wolny od
komorki (,,cell-free”), przechowywane w temp. 4°C
oraz zawierajace wirus zwiazany z komorka (,,cell-
-associated”), wymagajace do przechowywania ciekte-
go azotu (temp. —196°C). Drugim typem sa szczepionki
oparte na szczepach atenuowanych nalezacych do se-
rotypu 1, wymagajace przechowywania w pltynnym
azocie. Zawieraja one szczep CVI988 (Rispens) w po-
staci zwiazanej z komoérka. Ostatni typ reprezentuje
grupa szczepionek oparta na naturalnie apatogennych
szczepach wirusa choroby Mareka, nalezacych do se-
rotypu 2. Do produkeji najezesciej stosuje sig szczep
SB1. Sa to szczepionki zawierajace wirus zwiazany
z komorka, w zwiazku z czym wymagaja do przecho-
wywania ptynnego azotu. Oprdcz tych trzech grup
szczepionek na rynku dostgpne sa szczepionki biwa-
lentne, zawierajace dwa szczepy np.: HVT i Rispens
lub SB1 i Rispens (8, 27, 31).

Wirus szczepionkowy, namnazajac sig u kurczqt jest
przyczyna stalej infekcji. Szczepienie ogranicza na-
mnazanie si¢ terenowego wirusa MD w organizmach
ptakow. Wirusy szczepionkowe chronig przed wczes-
na faza replikacji wirusa terenowego w narzadach lim-
fatycznych i1 obnizaja poziom latentnej infekcji (31).
Trzy dni po szczepieniu aktywowane sa komorki NK,
prawdopodobnie wytwarzajace interferon IFN-y i za-
bijajace zakazone przez wirus zjadliwy komorki B. We
wezesnych stadiach IFN-y jest wytwarzany takze przez
inne komorki np. makrofagi. [IFN-y ogranicza namna-
Zanie wirusa terenowego, ZJadhwego a ponadto po-
migdzy 3. a 7. dniem po szczeplemu stymuluje makro-
fagi do wytwarzania NO, ktory rowniez hamuje na-
mnazanie wirusa terenowego. Antygenowo specyficz-
ne limfocyty cytotoksyczne (CTL) pojawiaja si¢ 7 dni
po szczeplemu 1 dodatkowo eliminuja komorki zaka-
zone wirusem terenowym, prawdopodobnie wspol-
dzialajac w tym z cytotoksycznoscia komorkowa za-
lezna od przeciwciat (ADCC). Kombinacja tych me-
chanizméw moze doprowadzi¢ wirus zjadliwy do la-
tencji. Jednakze komorki pamigei CTL szybko elimi-
nuja reaktywujace si¢ komorki zakazone wirusem (25,
28). Wiele czynnikow moze interferowac z powstajaca
po szczepieniu odpornoscia. Infekcje innymi immu-
nosupresyjnymi wirusami lub stres moga obniza¢ in-
dukowana przez szczepienie odpowiedz komorkowa.
Bursektomia i pozbawienie odpowiedzi humoralnej nie
ma wplywu na ochrong poszczepienng ptakow (27).

Szczepienie zmniejsza namnazanie szczepOw tere-
nowych i rozprzestrzenianie wsrdd kurczat, zapobie-
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ga powstaniu zmian w tkankach limfatycznych i obni-
Za poziom wiremii terenowego szczepu, hamujac jego
rephkaqq w folikutach pidr i siewstwo, zapobiega
zmianom w nerwach i narzqdach wewngtrznych, chroni
przed immunosupresja, hamuje powstawanie zmian
nowotworowych. Szczepione ptaki moga by¢ nosicie-
lami wirusa terenowego, a stala obecno$¢ wirusa w $ro-
dowisku moze prowadzi¢ do powstawania populacji
wirusa o podwstzonej zjadliwosci.

Ptaki szczepi si¢ w pierwszym dniu Zycia domigs-
niowo, mozna tez wykonywaé szczepienie podskor-
nie. Inne drogi podawania szczepionki: do oka, do nosa,
do tchawicy sa nieskuteczne. Liczba czastek wprowa-
dzonego wirusa szczepionkowego w 1 dawce nie moze
by¢ mniejsza od 2000 PFU. Prowadzi si¢ takze szcze-
pienia in ovo zarodkow w 18. dniu inkubacji, w mo-
mencie przektadania jaj do klujnika. Szczepienia ta-
kie sa stosowane w automatycznej technologii, stuzac
do szczepien brojlerow (15, 34).

Pojawienie sig na przestrzeni ostatnich lat nowych
patotypoéw wirusa MD oraz ich ,,epidemiologiczny
wzor” moga wskazywac na mozliwos$¢ rekombinacji
pomigdzy trzema serotypami MDV. W badaniach nad
genomem szczepow nalezacych do serotypu 1 i sero-
typu 2 wykryto obecnos¢ fragmentu sktadajacego si¢
z DNA obydwu analizowanych szczepow, ktory po-
wstal w wyniku genetycznej rekombinacji szczepu
serotypu 2 z DNA latentnego szczepu zjadliwego se-
rotypu 1. Jest to niebezpieczne ze wzgledu na wyko-
rzystywanie szczepOow serotypu 2 do produkeji szcze-
pionek. Powyzszych oddziatywan nie stwierdzono
w przypadku serotypu 113 (HVT), pomimo Ze wirusy
te wspolzakazaja te same komorki (10, 11, 13).

Istnieje wiele prac méwiacych o 1nterakCJach po-
migdzy retro- i herpeswirusami. Integracja wirusa re-
tikuloendoteliozy (REV) do genomu wirusa choroby
Mareka zostata potwierdzona zar6wno w warunkach
in vitro, jak 1 in vivo. Kompletne, zintegrowane z ge-
nomem czasteczki prowirusow REV stwierdzono
w przypadku kilku szczepow MDV. Po zakazeniu kur
takimi formami wirusowymi sa obserwowane niety-
powe objawy chorobowe, brak jest formy nerwowej
choroby czy nowotworzenia, wystgpuje natomiast sil-
na atrofia grasicy (14, 17). Nie stwierdzono wystgpo-
wania mutacji retrowirusowej w przypadku szczepow
nalezacych do serotypu 2 i 3 MDV. Wydaje si¢ jed-
nak, ze odgrywa ona pewna rol¢ w zmianach zacho-
dzacych w szczepach serotypu 1 (14, 17).

Istnieja takze doniesienia o wykryciu obecnosci frag-
mentu genomu wirusa biataczki ptasiej (ALV) w ge-
nomie szczepu MDV oraz o integracji fragmentu wi-
rusa erytroblastozy (AEV) z genomem szczepu MDV
(14).

Powazny problem stanowi pojawienie si¢ szczepow
wirusa choroby Mareka o podwyzszonej zjadliwosci,
nazywanych patotypami vvMDYV (very virulent MDV)
1 vv+MDYV (very virulent plus MDV), ktore sa w sta-
nie przetamaé odporno$¢ poszczepienna. Szczepy te
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pojawity si¢ na caiym swiecie (37). Czynniki sprzyja-
jace ewolucji szczepow MDV w kierunku ich uzjadli-
wienia nie sa w pelni wyjasnione. Przypuszcza sig, ze
formy bard21eJ zjadliwe powstaly w wyniku ekspozy-
cji szczepdw wyjsciowych na coraz to skuteczniejsze
szczepionki, co spowodowato zmlany w tempie repli-
kacji oraz ekspresj¢ 1 selekcje genow 0dp0w1ed21al-
nych za wirulencj¢ i onkogennos¢ szczepow (10, 37).
W zwiazku z horyzontalng droga przenoszenia MDV
ewolucja dokonuje si¢ coraz szybciej, szczegdlnie
w obrebie skupionych populacji (36).

Podjeto proby zlokalizowania w obrgbie genomu
szczepow MDYV charakterystycznych zmian wykazu-
jacych zwiazek z r6zna ich patogennoscia. Wykaza-
no, ze wielkos¢ genomu szczepoéw nalezacych do pa-
totypu vvMDYV jest wigksza niz genomu szczepdw
zaliczanych do vMDYV, mimo Ze szczepy te wykazuja
podobienstwo w okoto 99%. Stwierdzono, ze w geno-
mie szczepu vMDYV brakuje pewnego fragmentu, kto-
ry tworzy tacznik migdzy sekwencjami w linearnej
formie DNA (18). Inni autorzy przypuszczaja, ze loci
determinujace zjadliwo$¢ moze by¢ unikalne dla po-
szczegolnych szczepow MDYV (24).

Zachodzaca obecnie mutacja dzikich szczepow te-
renowych wirusa MD w kierunku zwigkszania pato-
gennosci 1 state pojawianie si¢ coraz bardziej wiru-
lentnych szczepdéw zmusza do pracy nad nowymi
szczepionkami, lecz by uzyskac 0dp0w1edz protekceyj-
na, nalezy wyjasni¢ i zrozumie¢ mechamzmy odpor-
nosciowe. Do tej pory jest nie wyjasniony mechanizm
siewstwa wirusa i Jego namnazanie w brodawkach pior.
Nalezy wyjasni¢ rowniez formowanie monoklonalnych
guzdéw nowotworowych. Nie jest znany takze mecha-
nizm protekcji, nie wiadomo, czy komorki zainfeko-
wane wirusem szczepionkowym blokuja zakazenie wi-
rusem terenowym na zasadzie interferencji, czy tez
niszcza komorke podcezas fazy litycznej, czy tez blo-
kuja ktoras z faz zakazenia (23, 35, 36).

Na szczeg6lna uwage zastuguja szczepionki wek-
torowe. Do ich wytworzenia uzywa si¢ tzw. wekto-
roéw, ktorymi sg plazmidy bakteryjne lub wirusy nie-
patogenne dla szczepionych osobnikow. Do wiruso-
wych wektorow, takich jak wirus ospy, HVT czy ate-
nuowany MDYV, sa wprowadzane geny wirusa MD
kodujace glikoproteing B (gB) lub inne glikoproteiny.
Takie wektorowe szczepionki indukuja protekcje prze-
ciwko MD, lecz sa jeszcze w fazie prob. Alternatyw-
na strategi¢ reprezentuja szczepionki zawierajace de-
lecyjne mutanty. Duza nadziej¢ budza mutanty z dele-
cja genu meq, kodujacego gtowna onkoproteing wiru-
sowa, jednakze z wirulencja sa zwiazane jeszcze inne,
nie poznane w peini geny. Poza tym namnazanie ta-
kiego delecyjnego mutanta w hodowlach komorko-
wych jest ubogie (12).

Rozwoj technologii BAC DNA (Bacterial Artificial
Chromosomes) pozwala na konstruowanie wielu wa-
riantéw szczepow vv+ MDV pozbawionych genow
odpowiedzialnych za wirulencj¢ i onkogennos$¢, ktore
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moga by¢ potencjalnymi kandydatami do sporzadze-
nia szczepionki Otrzymane w ten sposob szczepionki
DNA wymagaja dalszych badaf i opracowania tech-
niki oceniajacej je zardéwno in vitro, jak 1 in vivo (23,
30).

Inna koncepcja jest uzyskanie proprotekcji przez
genetyczng inkorporacje¢ do rekombinowanej szcze-
pionki gendéw stymulujacych immunomodulacje, ta-
kich jak MIP I (chicken inflammatory protein), dzigki
czemu zostaje wzmocniona powstajaca odpowiedz
protekcyjna (30, 38). Rozwazana jest takze koncepcja
nowej generacji szczepionek, ktore zapobiegalyby
siewstwu i rozprzestrzenianiu si¢ wirusoOw terenowych.
W tym celu za pomoca technologii interferencyjnej wy-
konuje si¢ inkorporacj¢ shRNA (short-hairpin RNA)
do wektora, ktoérym jest wirus MD. Klony takie maja
cechy typu dzikiego szczepu. Namnazaja si¢ w tym
samych narzqdach podobnie jak szczepy wyjSciowe
1 mozna je reizolowac ze splenocytow. Szczepionki te
sa w fazie badan laboratoryjnych (12, 23).

Reasumujac, obecna sytuacja zmusza do zastano-
wienia si¢ i odpowiedzenia na pig¢ nastgpujacych py-
tan, ktore stanowia gltéwne tezy VIII Mlqdzynarodo-
wego Sympozjum Choroby Mareka (23). Po pierw-
sze, czy rzeczywiscie istnieje zaleznos¢ pomiedzy
szczepieniem a zwickszaniem wirulencji przez szcze-
py terenowe? Po drugie, czy mozna, majac do dyspo-
zycji rozne techniki molekularne, wykreowaé nowy,
skuteczny wirus szczepionkowy, ktory zastapitby obec-
nie stosowane? Po trzecie, czy uzy01e szczepionek
biwalentnych, zawierajacych dwa rdzne szczepy jest
lepsze od uzycia szczepionek monowalentnych? Po
czwarte, czy uzycie do produkcji szczepionek wiru-
soOw, ktore rozprzestrzeniatyby si¢ poziomo od szcze-
pionych do nie szczepionych ptakdw, bedzie korzyst-
ne, czyli — innymi stowy — czy tempo mutacji zostanie
opo6znione przez rywalizacj¢ wirusa szczepionkowe-
g0 ze szczepem terenowym czy tez przyspieszone? Po
piate, czy mozna zaplanowa¢ wprowadzenie skutecz-
nych i bezplecznych szczeplonek przeciwko MD, nie
wymagajacych uzycia zywego wirusa? Ta ostatnia
kwestia zawiera tez pytanie, czy tradycyjne szczepie-
nia przetrwaja, czy tez nalezy skupi¢ si¢ na nowych
technologiach, takich jak interferencyjny RNA sam lub
w potaczeniu z konwencjonalng szczepionka. Sprawa
jest pilna i na podjecie decyzji oraz dziatan czeka catly
swiatowy sektor drobiarski.
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