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Choroba Mareka jest nowotworow¹ chorob¹ drobiu
grzebi¹cego. Jej czynnikiem etiologicznym jest herpes-
wirus zwany wirusem choroby Mareka (MDV), nale¿¹cy
do rodziny Herpesviridae. Wyró¿nia siê trzy serotypy tego
wirusa. Do serotypu 1 nale¿¹ szczepy onkogenne oraz ich
atenuowane formy, s³u¿¹ce do produkcji szczepionek, do
serotypu 2 � szczepy naturalnie apatogenne wystêpuj¹ce
u kur, natomiast serotyp 3 stanowi¹ apatogenne herpes-
wirusy izolowane od indyków (12).

W obrêbie serotypu 1 wyró¿nia siê nieodró¿nialne se-
rologicznie cztery patotypy: mMDV (middle strains) �
szczepy klasyczne, vMDV (virulent strains) � zjadliwe, in-
dukuj¹ce nowotworzenie, vvMDV (very virulent strains)
� bardzo zjadliwe, o podwy¿szonej onkogenno�ci, vv+
MDV (very virulent + strains) � bardzo wirulentne, o wy-
sokiej zjadliwo�ci i onkogenno�ci, prze³amuj¹ce odporno�æ
poszczepienn¹ (12).

Struktura genomu poszczególnych serotypów jest cha-
rakterystyczna dla á-herpesvirusów. Genom MDV koduje
wiêcej ni¿ 100 genów, które zosta³y podzielone na trzy
g³ówne kategorie: wspólne dla wszystkich á-herpesviru-
sów, geny charakterystyczne jedynie dla MDV oraz trze-
ci¹, okre�laj¹c¹ geny charakterystyczne dla serotypu 1 wi-
rusa MD (12).

Do tej ostatniej zaliczany jest gen koduj¹cy wirusow¹
interleukinê 8 (vIL8), która jest homologiem interleukiny
kurzej. Produkt tego genu odgrywa wa¿n¹ rolê w czasie
infekcji, pe³ni¹c funkcjê chemoatraktantu dla komórek lim-
focytów T i na�ladowanie komórkowej inteleukiny 8. Pro-

wadzi to do uaktywnienia kaskady kinazowej, co sprzyja
produkcji czynników transkrypcyjnych jun/fos niezbêd-
nych dla pe³nej aktywno�ci g³ównej onkoproteiny wiruso-
wej � bia³ka Meq (3, 5, 7). Mo¿liwe, ¿e vIL8 stymuluje
tak¿e zaka¿enie limfocytów B, co prowadzi do podtrzy-
mywania wstêpnej infekcji cytolitycznej (9, 11, 13). Eks-
presja genu vIL8 mo¿e prowadziæ do zintensyfikowania
zaka¿enia i zwiêkszenia prawdopodobieñstwa wyst¹pie-
nia zmian nowotworowych. Co wiêcej, ostatnie badania
wskazuj¹, ¿e ze wzrostem poziomu jej ekspresji, wi¹¿e siê
wzrost poziomu zjadliwo�ci wirusa (2, 6).

Celem badañ by³o okre�lenie i porównanie sekwencji
nukleotydowej genu koduj¹cego wirusow¹ interleukinê 8
(vIL8) polskich szczepów wirusa choroby Mareka.

Materia³y i metody
Szczepy wirusa MD. Do badañ u¿yto dwudziestu trzech

izolatów wirusowych wyosobnionych w latach 1976-2005 od
ptaków, u których na podstawie badañ histopatologicznych, sero-
logicznych i wirusologicznych stwierdzono chorobê Mareka.
Izolaty te namna¿ano w hodowli fibroblastów zarodka kurzego
(CEF). Zaka¿one komórki fibroblastów uzyskane z III pasa¿u
przechowywano w p³ynnym azocie (temperatura �196°C). Po-
nadto u¿yto namno¿onego w hodowli CEF zjadliwego szczepu
standardowego HPRS

16
.

Hodowle komórkowe. Hodowle komórek fibroblastów zarod-
ka kurzego (CEF) zak³adano wg powszechnie stosowanych pro-
cedur, z 9-11-dniowych zarodków kurzych SPF (Lohmann �
Niemcy).
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Izolacja ca³kowitego, komórkowego DNA. Ca³kowite, ko-
mórkowe DNA izolowano z komórek fibroblastów kurzych
zaka¿onych badanymi terenowymi szczepami. U¿yto zestawu
komercyjnego QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), stê¿enie ma-
teria³u genetycznego w poszczególnych próbkach mierzono spek-
trofotometrycznie (Biometra).

Jako kontrolê dodatni¹ zastosowano ca³kowite DNA, wyizo-
lowane z hodowli komórkowych CEF zaka¿onych szczepem
HPRS

16
, kontrolê ujemn¹ stanowi³ ca³kowity materia³ genetycz-

ny wyizolowany z hodowli niezaka¿onej.
Standardowa reakcja amplifikacji dla genu vIL8. PCR prze-

prowadzono przy u¿yciu starterów specyficznych dla genu vIL8:
vIL8 Uni 5� TGG GGC GGC AAA AAT G3�, vIL8 Rev 5� TCA
AAG ACA GAT ATG GGA ACC 3�. Reakcjê przeprowadzono
w 50 µl mieszaniny reakcyjnej o nastêpuj¹cym sk³adzie: 5 µl
buforu PCR (500 mM KCl, 100 µM Tris-HCl, 15 µM Triton
X-100), 2 µl totalnego, komórkwego DNA (1 µg/ml), 2 µl ka¿de-
go z primerów, 2 µl of dNTP (0,2 µM), 1 µl termostabilnej poli-
merazy DNA i 34 µl wody dejonizowanej. Zastosowano nastê-
puj¹ce parametry reakcji: 35 cykli, 94°C � 2 min. (denaturacja
wstêpna), 94°C � 1 min. (denaturacja w³a�ciwa), 58°C � 1 min.
(przy³¹czanie starterów), 72°C � 1 min. (wyd³u¿anie ³añcucha),
72°C � 10 min. (wyd³u¿anie koñcowe).

Touchdown PCR. Zastosowano nastêpuj¹ce warunki: 13 cyk-
li, 95°C � 2 min. (denaturacja wstêpna), 95°C � 2 min. (denatura-
cja w³a�ciwa), 68-55°C � 1 min. (przy³¹czanie starterów), 72°C �
1 min. (wyd³u¿anie ³añcucha), 72°C � 10 min. (wyd³u¿anie koñ-
cowe); 30 cykli, 95°C � 2 min. (denaturacja), 58°C � 1 min. (przy-
³¹czanie starterów), 72°C � 1 min. (wyd³u¿anie ³añcucha), 72°C
� 10 min. (wyd³u¿anie koñcowe).

Standardowa reakcja amplifikacji dla genu Meq. Warunki
reakcji by³y podobne jak w reakcji amplifikacji dla genu vIL8.
Optymalna temperatura przy³¹czania starterów: MeqF 5� GCA
CTC TAG AGG TGT AAA GAG ATG TCT CAG 3�, MeqR 5�
TAA CTC GAG GAG AAG AAA CAT GGG GCA TAG 3� wy-
nosi³a 62,5°C.

Analiza produktów amplifikacji. Po przeprowadzeniu roz-
dzia³u elektroforetycznego w 2% ¿elu agarozowym przez 1 h przy
napiêciu 10 V/cm d³ugo�ci ¿elu, barwiono ¿el w roztworze bromku
etydyny (1 µg/ml) i poddano analizie w �wietle transiluminatora.

Klonowanie i sekwencjonowanie. Przeprowadzono za po-
moc¹ zestawu komercyjnego pGEM®-T Easy Vector, Promega,
USA, przy u¿yciu aparatu Beckman CEQ8000 Sequencer (Beck-
man). Do analizy uzyskanych wyników zastosowano nastêpuj¹ce
programy komputerowe: Chromas, Blast 2, Vector NTI, Clustal,
BioeEdit.

Wyniki i omówienie
Ekspresja genu vIL8 mo¿e prowadziæ do zintensyfiko-

wania infekcji i zwiêkszenia prawdopodobieñstwa wyst¹-
pienia zmian nowotworowych u kurcz¹t zaka¿onych wiru-
sem MD (2, 6). Poziom ekspresji genu vIL8 jest znacznie
wiêkszy w przypadku szczepów bardziej zjadliwych
(vvMDV) w porównaniu do szczepów o mniejszej wiru-
lencji (mMDV i vMDV). Cortes i wsp. (1) oraz Jarosinski
i wsp. (3) na podstawie badañ przeprowadzonych przy u¿y-
ciu techniki real-time PCR przypuszczaj¹, ¿e poziom eks-
presji genu vIL8 jest proporcjonalny do stopnia zjadliwo�-
ci wirusa (13).

W do�wiadczeniach w³asnych analizie poddano mate-
ria³ genetyczny dwudziestu trzech terenowych izolatów
wirusa choroby Mareka pochodz¹cych z lat 1976-2005,
które na podstawie badañ wirusologicznych uznane zosta-
³y za szczepy zjadliwe. Przeprowadzono test PCR przy u¿y-
ciu starterów specyficznych dla genu vIL8. W celu wyeli-
minowania niespecyficznych reakcji zastosowano program

touchdown PCR. We wszystkich badanych materia³ach
otrzymano produkt PCR o wielko�ci 692 bp, �wiadcz¹cy
o obecno�ci genu vIL8 i przynale¿no�ci powy¿szych szcze-
pów do serotypu 1 MDV (ryc. 1a).

Nastêpnie wykonano reakcjê amplifikacji z wykorzysta-
niem starterów charakterystycznych dla genu Meq MDV,
która umo¿liwia ró¿nicowanie szczepów atenuowanych od
zjadliwych w obrêbie serotypu 1. Na tej podstawie 19 pró-
bek zakwalifikowano jako szczepy zjadliwe MDV, cztery
szczepy, prawdopodobnie na skutek pasa¿owania ich
w hodowlach komórek, uleg³y czê�ciowej atenuacji
(ryc. 1b). Mechanizm atenuacji nie zosta³ jeszcze dok³ad-
nie poznany, wiadomo jednak, ¿e w jej wyniku dochodzi
do zmian w obrêbie genomu. Badania innych autorów,
w których wykorzystywane by³y pozbawione genu vIL8
delecyjne mutanty wirusa, wykaza³y, ¿e po zaka¿eniu zmu-
towanym wariantem wirusa lityczna faza infekcji jest znacz-
nie mniej intensywna, w porównaniu z zaka¿eniem szcze-
pem wyj�ciowym. W pierwszym przypadku obserwowane
zmiany by³y mniejsze i zdecydowanie mniej inwazyjne, opi-
sane jako mikroguzy, które nie zak³óca³y normalnej struk-
tury tkanki (1, 6).

W drugim etapie badañ w³asnych wybrano 14 szczepów
reprezentuj¹cych poszczególne lata: RW/76, BK/85, DB/97,
PZ/95, 23/99, 24/00, 5/01, 6/01, 11/02, 43/03, 12/04, 36/04,

1,06 bp
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692 bp
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b)

Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktów PCR wybranych
szczepów terenowych wirusa choroby Mareka
a) Obraz elektroforetyczny produktów PCR genu vIL-8 � 2%
¿el agarozowy: M � marker wielko�ci (80-1031 bp), K � kon-
trola negatywna (totalne DNA wyizolowane z niezaka¿onej
hodowli CEF SPF), K+ pozytywna (totalne DNA wyizolowane
z hodowli CEF SPF zaka¿onej szczepem HPRS16), 1-16 przy-
k³adowe analizowane próbki DNA szczepów terenowych;
b) Obraz elektroforetyczny produktów PCR genu Meq � 2%
¿el agarozowy: M � marker wielko�ci (80-1031 bp), K � kon-
trola negatywna (totalne DNA wyizolowane z niezaka¿onej
hodowli CEF SPF), K+ pozytywna (totalne DNA wyizolowane
z hodowli CEF SPF zaka¿onej szczepem HPRS16), 1-7 przyk³a-
dowe analizowane próbki DNA szczepów terenowych
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14/05, 16/05 (licznik � ozna-
czenie szczepu, mianownik �
rok izolacji). Ich produkty
poddano analizie sekwencyj-
nej. Wykorzystywano frag-
ment o wielko�ci 402 bp, któ-
ry koduje finaln¹ proteinê
vIL8 o wielko�ci 134 amino-
kwasów. Uzyskane wyniki
wykaza³y brak zmian w sek-
wencji nukleotydowej vIL8
wiêkszo�ci krajowych szcze-
pów MDV. Jedynie w przy-
padku trzech szczepów s¹
obecne pojedyncze, punktowe
zmiany nukleotydowe. S¹ to
zmiany w sekwencji interleu-
kiny szczepu 16/05 (10 A®C,
11 G®T, 12 C®G, 92 G®A,
93 C®T), takie same w inter-
leukinie szczepu PZ/95 (10
A®C, 11 G®T, 12 C®G, 92
G®A, 93 C®T) i nieco inne
dla interleukiny 14/05 (262
T®C, 264 T®G) (ryc. 2a).
Równie¿ w sekwencji amino-
kwasowej vIL8 tych trzech
szczepów by³y widoczne
punktowe zmiany: vIL8 szcze-
pów 16/05 i PZ/95 (4 S®L,
31 G®D) oraz vIL8 szczepu
14/05 (88 F®L) (ryc. 2b).

Wcze�niejsze badania wy-
kaza³y, ¿e patogenno�æ szcze-
pów u¿ytych do obecnej pra-
cy zwi¹zana jest z okresem
izolacji i zwiêksza siê w ci¹gu
ponad trzydziestu lat wystêpo-
wania choroby Mareka w Pol-
sce. Szczepy wystêpuj¹ce
w latach siedemdziesi¹tych
i osiemdziesi¹tych zakwalifi-
kowano jako mMDV, nato-
miast szczepy izolowane po-
cz¹wszy od lat dziewiêædziesi¹tych XX wieku jako vMDV
(4, 8, 10).

W przypadku trzech szczepów (PZ95, 14/05, 16/05)
wystêpowanie pojedynczych, punktowych zmian w sekwen-
cji nukleotydowej i aminokwasowej nie mia³o odzwiercied-
lenia w zwiêkszonej patogenno�ci analizowanych szcze-
pów. Na podstawie wcze�niejszych by³y one zakwalifiko-
wane do szczepów vMDV, podobnie jak inne szczepy izo-
lowane w ci¹gu ostatnich lat (4, 8).
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