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Molecular characteristics of the viL8 gene of Polish MDV strains
Summary

The aim of the foregoing experiment was the determination and comparison of the nucleotide and amino
acid sequences of the vIL-8 gene of Polish MDYV strains. Twenty three samples isolated from field cases of
Marek’s disease virus during the years 1976 — 2005 were used in the experiment. The presence of the gene was
confirmed in all examined samples. No changes in the vIL8 sequence were stated, except of the three following
strains, where singular nucleotide changes were observed: 16/05 (25 C—>T; 243 C->T; 281 G—>A), PZ /95
(25 C-T; 184 A—>G; 243 C->T; 281G—>A), 5/01 (168 C—>T; 220 T—>C), 11/02 (464 T—A), 23/99 (665 T—=A),
14/05 (551 T—>A, deletion of 680 base). These changes were reflected in amino acid sequences of the three
isolates, as point and random changes: 16/05, PZ/95 (4 S—=L, 31 G—=D), and 14/05 (88 F—L). It appears that
these changes did not show any pattern displaying association with the degree of the pathogenicity of the
virus, and that the gene encoding vIL8 in most cases did not change within 30 years.
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Choroba Mareka jest nowotworowa choroba drobiu
grzebiacego. Jej czynnikiem etiologicznym jest herpes-
wirus zwany wirusem choroby Mareka (MDV), nalezacy
do rodziny Herpesviridae. Wyrdznia sig¢ trzy serotypy tego
wirusa. Do serotypu 1 naleza szczepy onkogenne oraz ich
atenuowane formy, stuzace do produkcji szczepionek, do
serotypu 2 — szczepy naturalnie apatogenne wystgpujace
u kur, natomiast serotyp 3 stanowia apatogenne herpes-
wirusy izolowane od indykow (12).

W obrebie serotypu 1 wyrdznia si¢ nieodroznialne se-
rologicznie cztery patotypy: mMDV (middle strains) —
szczepy klasyczne, vMDYV (virulent strains) — zjadliwe, in-
dukujace nowotworzenie, vvMDYV (very virulent strains)
— bardzo zjadliwe, o podwyzszonej onkogennosci, vv+
MDYV (very virulent + strains) — bardzo wirulentne, o wy-
sokiej zjadliwosci 1 onkogennosci, przetamujace odpornosé
poszczepienna (12).

Struktura genomu poszczegoélnych serotypdw jest cha-
rakterystyczna dla a-herpesvirusow. Genom MDYV koduje
wigeej niz 100 gendw, ktore zostaty podzielone na trzy
giowne kategorie: wspolne dla wszystkich a-herpesviru-
sow, geny charakterystyczne jedynie dla MDV oraz trze-
cia, okreslajaca geny charakterystyczne dla serotypu 1 wi-
rusa MD (12).

Do tej ostatniej zaliczany jest gen kodujacy wirusowa
interleuking 8 (VILS), ktora jest homologiem interleukiny
kurzej. Produkt tego genu odgrywa wazna rolg¢ w czasie
infekcji, peniac funkcjg chemoatraktantu dla komorek lim-
focytow T i nasladowanie komorkowej inteleukiny 8. Pro-

wadzi to do uaktywnienia kaskady kinazowej, co sprzyja
produkeji czynnikoéw transkrypcyjnych jun/fos niezbed-
nych dla pelnej aktywnosci glowne; onkoprotemy wiruso-
wej — biatka Meq (3, 5, 7). Mozliwe, ze VIL8 stymuluje
takze zakazenie limfocytc')w B, co prowadzi do podtrzy-
mywania wstepnej infekcji cytolitycznej (9, 11, 13). Eks-
presja genu vIL8 moze prowadzi¢ do zintensyfikowania
zakazenia i zwigkszenia prawdopodobienstwa wystapie-
nia zmian nowotworowych. Co wigcej, ostatnie badania
wskazuja, ze ze wzrostem poziomu jej ekspresji, wiaze si¢
wzrost poziomu zjadliwosci wirusa (2, 6).

Celem badan bylo okreslenie i poréwnanie sekwencji
nukleotydowej genu kodujacego wirusowa interleuking 8
(VILS8) polskich szczepow wirusa choroby Mareka.

Materialy i metody

Szczepy wirusa MD. Do badan uzyto dwudziestu trzech
izolatdow wirusowych wyosobnionych w latach 1976-2005 od
ptakow, u ktorych na podstawie badan histopatologicznych, sero-
logicznych i wirusologicznych stwierdzono chorobg Mareka.
Izolaty te namnazano w hodowli fibroblastéw zarodka kurzego
(CEF). Zakazone komorki fibroblastow uzyskane z III pasazu
przechowywano w ptynnym azocie (temperatura —196°C). Po-
nadto uzyto namnozonego w hodowli CEF zjadliwego szczepu
standardowego HPRS, .

Hodowle komoérkowe. Hodowle komorek fibroblastow zarod-
ka kurzego (CEF) zakladano wg powszechnie stosowanych pro-
cedur, z 9-11-dniowych zarodkéw kurzych SPF (Lohmann —
Niemcy).
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Izolacja calkowitego, komorkowego DNA. Calkowite, ko-
moérkowe DNA izolowano z komoérek fibroblastow kurzych
zakazonych badanymi terenowymi szczepami. Uzyto zestawu
komercyjnego QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), st¢zenie ma-
terialu genetycznego w poszczegolnych probkach mierzono spek-
trofotometrycznie (Biometra).

Jako kontrol¢ dodatnia zastosowano catkowite DNA, wyizo-
lowane z hodowli komérkowych CEF zakazonych szczepem
HPRS, , kontrolg ujemng stanowit catkowity materiat genetycz-
ny wyizolowany z hodowli niezakazone;.

Standardowa reakcja amplifikacji dla genu vILS. PCR prze-
prowadzono przy uzyciu starteréw specyficznych dla genu vILS:
vIL8 Uni 5° TGG GGC GGC AAA AAT G3’, vIL§ Rev 5 TCA
AAG ACA GAT ATG GGA ACC 3°. Reakcjg przeprowadzono
w 50 pl mieszaniny reakcyjnej o nastgpujacym skladzie: 5 ul
buforu PCR (500 mM KCl, 100 puM Tris-HCI, 15 puM Triton
X-100), 2 pl totalnego, komorkwego DNA (1 pg/ml), 2 pl kazde-
go z primerow, 2 pl of ANTP (0,2 uM), 1 pl termostabilnej poli-
merazy DNA i 34 pl wody dejonizowanej. Zastosowano nastg-
pujace parametry reakcji: 35 cykli, 94°C — 2 min. (denaturacja
wstepna), 94°C — 1 min. (denaturacja wlasciwa), 58°C — 1 min.
(przylaczanie starteréw), 72°C — 1 min. (wydtuzanie tancucha),
72°C — 10 min. (wydtuzanie koncowe).

Touchdown PCR. Zastosowano nastgpujace warunki: 13 cyk-
1i, 95°C — 2 min. (denaturacja wstepna), 95°C — 2 min. (denatura-
cja wlasciwa), 68-55°C — 1 min. (przylaczanie starterow), 72°C —
1 min. (wydhuzanie fancucha), 72°C — 10 min. (wydtuzanie kon-
cowe); 30 cykli, 95°C — 2 min. (denaturacja), 58°C — 1 min. (przy-
Iaczanie starterow), 72°C — 1 min. (wydtuzanie fancucha), 72°C
— 10 min. (wydtuzanie koncowe).

Standardowa reakcja amplifikacji dla genu Meq. Warunki
reakcji byty podobne jak w reakcji amplifikacji dla genu vILS.
Optymalna temperatura przytaczania starterow: 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-
nosita 62,5°C.

Analiza produktéw amplifikacji. Po przeprowadzeniu roz-
dziatu elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym przez 1 h przy
napigciu 10 V/em dtugoécei zelu, barwiono zel w roztworze bromku
etydyny (1 pg/ml) i poddano analizie w §wietle transiluminatora.

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

Wyniki i oméwienie

Ekspresja genu vIL8 moze prowadzi¢ do zintensyfiko-
wania infekcji i zwigkszenia prawdopodobienstwa wysta-
pienia zmian nowotworowych u kurczat zakazonych wiru-
sem MD (2, 6). Poziom ekspresji genu vILS jest znacznie
wigkszy w przypadku szczepow bardziej zjadliwych
(vwwMDV) w poréwnaniu do szczepoéw o mniejszej wiru-
lencji (mMDYV i vMDV). Cortes i wsp. (1) oraz Jarosinski
1 wsp. (3) na podstawie badan przeprowadzonych przy uzy-
ciu techniki real-time PCR przypuszczaja, ze poziom eks-
presji genu vILS jest proporcjonalny do stopnia zjadliwos-
ci wirusa (13).

W doswiadczeniach wlasnych analizie poddano mate-
riat genetyczny dwudziestu trzech terenowych izolatow
wirusa choroby Mareka pochodzacych z lat 1976-2005,
ktore na podstawie badan wirusologicznych uznane zosta-
ly za szczepy zjadliwe. Przeprowadzono test PCR przy uzy-
ciu starteréw specyficznych dla genu vILS. W celu wyeli-
minowania niespecyficznych reakcji zastosowano program

touchdown PCR. We wszystkich badanych materiatach
otrzymano produkt PCR o wielkosci 692 bp, swiadczacy
o obecnosci genu vILS i przynaleznosci powyzszych szcze-
pow do serotypu 1 MDV (ryc. 1a).

Nastepnie wykonano reakcjg amplifikacji z wykorzysta-
niem starterOw charakterystycznych dla genu Meq MDYV,
ktéra umozliwia réznicowanie szczepdw atenuowanych od
zjadliwych w obrebie serotypu 1. Na tej podstawie 19 pro-
bek zakwalifikowano jako szczepy zjadliwe MDYV, cztery
szczepy, prawdopodobnie na skutek pasazowania ich
w hodowlach komorek, ulegly czesciowej atenuacji
(ryc. 1b). Mechanizm atenuacji nie zostat jeszcze doktad-
nie poznany, wiadomo jednak, ze w jej wyniku dochodzi
do zmian w obrgbie genomu. Badania innych autoréw,
w ktorych wykorzystywane byty pozbawione genu vIL8
delecyjne mutanty wirusa, wykazaly, ze po zakazeniu zmu-
towanym wariantem wirusa lityczna faza infekcji jest znacz-
nie mniej intensywna, w pordwnaniu z zakazeniem szcze-
pem wyjSciowym. W pierwszym przypadku obserwowane
zmiany byly mniejsze i zdecydowanie mniej inwazyjne, opi-
sane jako mikroguzy, ktére nie zaktocaty normalnej struk-
tury tkanki (1, 6).

W drugim etapie badan wlasnych wybrano 14 szczepow
reprezentujacych poszczegodlne 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,
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Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR wybranych
szczepOw terenowych wirusa choroby Mareka

a) Obraz elektroforetyczny produktéow PCR genu vIL-8 — 2%
zel agarozowy: M — marker wielkosci (80-1031 bp), K — kon-
trola negatywna (totalne DNA wyizolowane z niezakazonej
hodowli CEF SPF), K+ pozytywna (totalne DNA wyizolowane
z hodowli CEF SPF zakazonej szczepem HPRS, ), 1-16 przy-
kladowe analizowane probki DNA szczepow terenowych;

b) Obraz elektroforetyczny produktéw PCR genu Meq — 2%
zel agarozowy: M — marker wielko$ci (80-1031 bp), K — kon-
trola negatywna (totalne DNA wyizolowane z niezakazonej
hodowli CEF SPF), K+ pozytywna (totalne DNA wyizolowane
zhodowli CEF SPF zakazonej szczepem HPRS ), 1-7 przykia-
dowe analizowane probki DNA szczep6ow terenowych



14/05, 16/05 (licznik — ozna-
czenie szczepu, mianownik —
rok izolacji). Ich produkty
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14/08

poddano analizie sekwencyj- 2%/%2
nej. Wykorzystywano frag- 2%/5%
ment o wielko$ci 402 bp, kto- 1%/53
ry koduje finalna proteing 5/oi°
vIL8 o wielkosci 134 amino- Egég .

RW/ 76

kwasow. Uzyskane wyniki
wykazaly brak zmian w sek- | "7;\;
wencji nukleotydowej vILS
wigkszosci krajowych szcze-
pow MDV. Jedynie w przy-
padku trzech szczepow sa
obecne pojedyncze, punktowe
zmiany nukleotydowe. Sa 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

[11/0Z vILg [ees Q ;

LACTGGAACGTCAGCATCGETAC

A->C, 11 G=T, 12 C>G, 92 [i1/6 vii8 : b Rt s
G—A, 93 C-T) i nieco inne [z3/25 vais
dla interleukiny 14/05 (262 [:c/0s s

16/05 wIlg
PZ 1995 vILS
5/01 vILB
6/01 vILS
BK 1985 vIL8
DE 1997 vIL8
RW 1976 vI18

T-=C, 264 T-=G) (ryc. 2a).
Roéwniez w sekwencji amino-
kwasowej VvIL8 tych trzech
szczepoéw byly widoczne
punktowe zmiany: vIL8 szcze-
poéw 16/05 i PZ/95 (4 S—L,
31 G-D) oraz vILS8 szczepu
14/05 (88 F—=L) (ryc. 2b).
Wczesniejsze badania wy-
kazaty, ze patogennosc¢ szcze-
poéw uzytych do obecnej pra-
cy zwiazana jest z okresem
izolacji i zwigksza sig¢ w ciagu

ponad trzydziestu lat wystepo-
wania choroby Mareka w Pol-
sce. Szczepy wystepujace
w latach siedemdziesiatych
1 osiemdziesiatych zakwalifi-
kowano jako mMDY, nato-

Ryec. 2. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych genu vIL8

a) Bioedit sequence alignment — poréwnanie fragmentéw nukleotydowych sekwencji 402 bp,
obrazujacych pojedyncze zmiany w jej obrebie. Kolorowe punkty oznaczaja odpowiednie za-
sady. Wyrdznione litery oznaczaja miejsca pojedynczych, punktowych zmian nukleotydowych;
b) Bioedit sequence — poréwnanie fragmentéw aminokwasowych sekwencji 134aa, obrazuja-
cych pojedyncze zmiany w jej obrebie. Kolorowe punkty oznaczaja odpowiednie aminokwasy.
Wyréznione litery oznaczaja miejsca pojedynczych aminokwasowych zmian punktowych

miast szczepy izolowane po-
czawszy od lat dziewigcdziesiatych XX wieku jako vMDV
(4, 8, 10).

W przypadku trzech szczepow (PZ95, 14/05, 16/05)
wystepowanie pojedynczych, punktowych zmian w sekwen-
cji nukleotydowej i aminokwasowej nie miato odzwiercied-
lenia w zwigkszonej patogennosci analizowanych szcze-
poéw. Na podstawie wezesniejszych byly one zakwalifiko-
wane do szczepéw vMDYV, podobnie jak inne szczepy izo-
lowane w ciagu ostatnich lat (4, 8).
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