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Wysoce zjadliwa grypa ptakow (ang. Highly Pathogenic Avian Influenza — HPAI) stanowi
ogromne zagrozenie dla produkcji drobiarskiej, stwarza réwniez ryzyko epidemiologiczne
dla populacji ludzkiej. Obecnie stosowane narzedzia kontroli obejmuja przede wszystkim
upowszechnienie zasad bioasekuracji, a w przypadku zakazenia — likwidacje¢ stad i wyzna-
czanie stref ochronnych. Wsrod strategii alternatywnych, ktéore maja na celu walke z wiru-
sem HPAI wymienia si¢ miedzy innymi szczepienia, modyfikacje genetyczne oraz selekcje
genetyczna, majaca na celu zwigkszenie ogélnej i specyficznej odpornosci ptakéw. Strategie
te wymagaja identyfikacji genow zaangazowanych w odpowiedz immunologiczna przeciwko
HPALI Dotychczasowe badania pozwolily na wytypowanie wielu genéw, ktore moga by¢ po-
wigzane ze zréznicowana reakcja gatunkowa lub osobnicza na zakazenie. Jak dotad najwie-
cej uwagi poswiecano genom bioracym udzial w regulacji nieswoistej odpowiedzi organizmu,
ktora ma na celu zapobieganie zakaZeniu oraz ograniczenie namnazania i rozprzestrzeniania
sie wirusa. Do najcze$ciej wymienianych kandydatéw dla kur niosek naleza miedzy innymi
geny z grupy ISG oraz rodziny receptoré6w RIG-I-podobnych. Bialka kodowane przez geny
z rodziny BTLN, defensyny oraz bialka powiazane z procesami apoptozy byly rowniez laczo-
ne ze zr6znicowang odpowiedziag na HPAI. W ostatnich latach podejmowano coraz wigcej
badan nad identyfikacja uwarunkowan genetycznych wplywajacych na réznice miedzyosob-
nicze w odpowiedzi na HPAI u kur. Dane zgromadzone w czasie epidemii w Stanach Zjedno-
czonych z wiosny 2015 roku oraz z Meksyku z lat 2012-2016 umozliwiaja dokladniejsze spoj-
rzenie na ten problem. Dotychczas zidentyfikowano wiele gené6w powiazanych z odpowiedzia
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immunologiczna, ale ich indywidualna rola w warunkowaniu przezywalnos$ci ptakéw wyma-
ga dalszych badan. Wstepne wyniki wskazuja, ze uwarunkowania genetyczne odpornosci na
HPALI sq bardzo zloZzone i moga rozni¢ si¢ zaréwno w przypadku poszczegdlnych szczepow
wirusa, jak i linii ptakow.

SEOWA KLUCZOWE: wysoce zjadliwa grypa ptakéw / uwarunkowania genetyczne
odpornosci / kury nioski

Wysoce zjadliwa grypa ptakow (ang. Highly Pathogenic Avian Influenza — HPAI) ma
ogromny wplyw na produkcj¢ drobiarska, gdyz powoduje wysoka $miertelno$¢ ptakow,
konieczno$¢ eutanazji wszystkich zakazonych stad oraz problemy z eksportem migsa
ijaj. Przypadki zakazenia HPAI wystepowaty na catym $wiecie, w ostatnich latach miaty
one miejsce rowniez na terenie Polski [35]. Dotychczas podjeto wiele prac majacych na
celu opracowanie strategii, ktore pozwolityby zapobiega¢ badz ogranicza¢ negatywne
skutki epidemii HPAI u drobiu. Obecnie najskuteczniejszym sposobem walki z HPAI
jest przestrzeganie zasad bioasekuracji. Przy potwierdzeniu obecnosci wirusa praktyko-
wana jest utylizacja wszystkich ptakoéw w miejscu zakazenia oraz wprowadzenie szcze-
gblnego nadzoru weterynaryjnego w promieniu 3 oraz 10 km, poprzez wyznaczenie
stref ochronnych. Dziatania te sa jednak niezwykle kosztowne, dlatego caty czas trwaja
prace nad skuteczniejszymi strategiami walki z wirusem. Jedng z metod sg szczepienia
ochronne, ktore sg obecnie stosowane w niektorych krajach [14]. Mimo bezsprzecznych
zalet, takich jak ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ wirusa, zmniejszenie $miertelnosci
i mniejsze straty ekonomiczne, rozwigzanie to ma jednak sporo wad [6]. Poza ogra-
niczong skutecznoscia szczepien, problematyczna jest rowniez bardzo duza zmiennosé
wirusa grypy, co powoduje koniecznos¢ prawidlowej predykcji oraz czestej modyfikacji
sktadu szczepionki. Ponadto, szczepienia mogg powodowaé problemy w imporcie oraz
eksporcie ptakoéw, z uwagi na trudnosci w odréznieniu ptakow zaszczepionych od tych,
ktore miaty stycznosé z wirusem w warunkach naturalnych. Aby rozwiazaé ten problem
powstaty takie strategie jak DIVA (ang. Differentiating Infected from Vaccinated Ani-
mals), stosowane we wszystkich krajach europejskich, w tym w Polsce, nie s3 one jednak
rozwigzaniem idealnym [34].

Wirus grypy nalezy do rodziny Orthomyxovirodae 1 sktada si¢ z jednoniciowego RNA
o ujemnej polarnosci, nielicznych biatek oraz ostonki lipidowej, w sktad ktorej wcho-
dza dwa typy glikoprotein, hemaglutynina (H) i neuraminidaza (N), odpowiedzialne za
wniknigcie do komoérki gospodarza oraz uwolnienie wirusow potomnych. Glownym
sktadnikiem komorki gospodarza odpowiedzialnym za rozpoznanie receptorow wirusa
przez hemaglutyning jest kwas sialowy, w uproszczeniu SA2,3aGal dla grypy ptakow
oraz SA2,6aGal dla grypy cztowieka [29]. W nastgpnym etapie wirus wnika do komorki
na drodze endocytozy i jest przygotowywany do strawienia przez lizosomy. Na skutek
aktywacji hemaglutyniny dochodzi jednak do potaczenia ostonki wirusa z btong endoso-
mu, uwolnienia materiatu genetycznego wirusa do wngetrza komoérki oraz jego replikacji.
Mechanizmy odpowiedzialne za unieszkodliwienie i eliminacj¢ czastek wirusa grypy
oraz majace znaczenie podczas jego wnikniecia do komoérki sg obiektem licznych ba-
dan prowadzonych na calym $wiecie. Uznaje si¢ na przyktad, ze réznice w zjadliwos$ci
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pomiegdzy poszczegdlnymi wirusami nalezacymi do grup HPAI i LPAI (ang. Low Patho-
genic Avian Influenza) sa powiazane ze szczepem wirusa i tropizmem tkankowym, ale
rowniez specyficzng odpowiedzia gospodarza [27]. W ostatnich latach zintensyfikowano
badania nad genetycznym uwarunkowaniem odpornosci, a wigc nad réoznicami miedzy-
gatunkowymi i mi¢edzyosobniczymi na poziomie DNA.

Modyfikacje genetyczne

Strategia alternatywna, ktéra w ostatnich latach jest coraz cze$ciej brana pod uwage
w walce z HPAI sa modyfikacje genetyczne. Pierwsza udana proba stworzenia transge-
nicznych kur wykazujacych odpornos¢ na grype ptakow miata miejsce w 2011 roku [24].
Za pomocg wektorow lentiwirusowych Lyall 1 wsp. [24] wprowadzili do genomu kury
czasteczki RNA o strukturze typu ,,spinki” (ang. hairpin). Wprowadzona sekwencja jest
miejscem wigzania polimerazy wirusa wysoce zjadliwej grypy ptakow 1 wykazuje wiasci-
wosci hamowania aktywno§$ci polimerazy wirusa in vitro. Na skutek modyfikacji uzyskano
kury, ktore byly podatne na zakazenie, jednak ilos¢ wydalanego przez nie wirusa ulegta
znacznemu zmniejszeniu, co potencjalnie moze znacznie ograniczy¢ rozprzestrzenianie
si¢ zakazenia w stadzie. Jak dotad nie jest jednak znany wplyw tej modyfikacji na wirusa
grypy typu LPAI ani jej ewentualny wptyw na produkcyjnos¢ i zywotnos¢ zmodyfikowa-
nych zwierzat w warunkach produkcyjnych.

Kolejng préba uzyskania kur odpornych na wysoce zjadliwa grype ptakow jest metoda
zaproponowana przez Byun i wsp. [5]. W do$wiadczeniu tym kury zmodyfikowano tak,
aby wykazywaly ekspresj¢ jednotancuchowego zmiennego fragmentu 3D8 (ang. single
chain variable fragment — scFv), ktory wykazuje duze powinowactwo do nukleoproteiny
wirusa grypy. Autorzy wskazali, ze obecno$¢ tej krotkiej wstawki scFv moze chroni¢ go-
spodarza takze przed szerokim wachlarzem innych patogenow wirusowych. Wada tego
rozwigzania jest jednak koniecznos¢ Scistego kontrolowania poziomu ekspresji scFv, po-
niewaz niekontrolowany wzrost jego ilosci w organizmie moze prowadzi¢ do degeneracji
kwasoéw nukleinowych komoérki gospodarza.

W 2018 roku ukazata si¢ praca Rohaim i wsp. [30], w ktorej opisano sposob uzy-
skania transgenicznych kur wykazujacych stabilng ekspresj¢ genéw z rodziny chIFIT5
(ang. IFN-induced proteins with tetratricopeptides repeats 5). Zmodyfikowane genetycz-
nie ptaki zakazone kliniczng dawka wiruséw HPAI oraz choroby Newcastle wykazywaty
zwigkszong odpornos¢. Podanie dawki letalnej prowadzito do $mierci czgséci ptakow, ob-
serwowano jednak opdznienie wystgpowania objawow choroby, nizszg $miertelnos¢ oraz
ograniczone siewstwo wirusa po zakazeniu. Obserwacje te moga wskazywac, ze stabilna
ekspresja gendow z rodziny chIFITS zmniejsza nasilenie objawow klinicznych i jest jedna
ze sktadowych w walce organizmu ptaka z zakazeniem retrowirusem.

Mimo coraz liczniejszych prob, nie udato si¢ dotychczas upowszechni¢ modyfikacji
genetycznych jako formy walki z wirusem HPAI ani innymi patogenami wystepujacymi
u kur. Warto zauwazy¢, ze poza ograniczeniami wynikajacymi z samej technologii, wy-
korzystanie w produkcji organizméw zmodyfikowanych genetycznie spotyka si¢ z wielo-
ma barierami, zarbwno ekonomicznymi, prawnymi, jak i brakiem akceptacji spoteczne;j
[23].
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Genetyczne uwarunkowanie odpornosci u kur

Genetyczne uwarunkowania odporno$ci na HPAI u ptakow wynikajg z réznic migdzy-
gatunkowych, miedzyrasowych, jak i migdzyosobniczych. W ostatnich latach bardzo duzo
uwagi poswiecono przede wszystkim réznicom migdzygatunkowym, ktore byty wielo-
krotnie analizowane u ptakéw. Najwiekszg wrazliwoscig na zakazenie wirusem grypy
ptakow charakteryzuja si¢ gatunki z rzedu Galliformes, glownie kury i indyki. Na przy-
ktad niektére podtypy wirusa HPAI wywotuja stabg odpowiedz zapalng oraz brak obja-
wow infekcji u kaczek, podczas gdy u kur domowych obserwowana jest bardzo wyso-
ka $miertelnos¢ [4]. W tym przypadku zainteresowanie srodowiska naukowego miato na
celu przede wszystkim poznanie odpowiedzi immunologicznej nieswoistej. Podejrzewa
si¢, ze roznice migdzygatunkowe w reakcji na HPAI miedzy kurami a kaczkami moga
by¢ powiazane z brakiem lub obnizona ekspresja kluczowych gendow antywirusowych,
takich jak gen RIG-I (ang. Retinoic Acid-inducible Gene-I) [16, 25]. Gen ten koduje
biatko nalezace razem z MDAS (ang. Melanoma Differentation-Associated Gene 5) oraz
LGP2 (ang. Laboratory of Genetics and Physiology 2) do rodziny receptorow RIG-I-po-
dobnych oraz w szerszym kontekscie do grupy receptorow rozpoznajacych patogeny,
tzw. PRR (ang. Pattern Recognition Receptors). Receptory RIG-I-podobne sg receptorami
wewnatrzkomérkowymi i biorg czynny udziat w odpowiedzi przeciwwirusowej u wielu
gatunkoéw zwierzat, rozpoznajac wirusowy RNA obecny w zakazonej komorce [15]. Do
ich zadan nalezy uruchomienie produkcji cytokin oraz interferonow aktywujacych dalsza
odpowiedz przeciwwirusowg. Barber i wsp. [1] wykazali, ze wprowadzenie genu RIG-I
kaczki do komorek fibroblastow kury domowej prowadzi do zwigkszonej ekspresji wielu
genow bioracych udzial w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, takich jak MX1,
PKR, OASL i IFN-B, co powoduje z kolei ograniczenie tempa replikacji wirusa wysoce
zjadliwe] grypy ptakow. Niektore badania sugeruja, ze to gen MDAS moze rekompenso-
wac brak genu RIG-I u kur [22]. Badania Ranaware i wsp. [28] wskazuja, ze w komorkach
zainfekowanych wirusem HPAI podwyzszong ekspresje¢ wykazaty migdzy innymi geny
MDAS, TLR3 oraz NLRCS.

Do gendw, ktore s powigzane z odpowiedzia immunologiczng organizmu na HPAI za-
licza si¢ rowniez geny z grupy ISG (ang. Interferon Stimulated Genes), do ktorych naleza
migdzy innymi MX, OAS, PKR, IFITM and IFITS. Biatka z rodziny IFITM (ang. Interfe-
ron Induced Transmemebrane Proteins) naleza do biatek przeciwwirusowych, ktore utrud-
niaja wnikanie wiruséw do komorek gospodarza, a ich rola w odpowiedzi na wirusa grypy
zastata wczesniej dobrze udokumentowana u ssakéw [3]. Mechanizm dziatania genow
z rodziny IFITM polega na zmianie sktadu lipidowego btony komdrkowej oraz zmniej-
szeniu jej ptynnosci, co ogranicza fuzj¢ ostonki wirusa z blong cytoplazmatyczna [20].
Zwiazek migdzy HPAI a ta rodzing bialek u ptakow potwierdzono w pracy Smith i wsp.
[33], w ktorej dokonano sekwencjonowania transkryptomu kaczek oraz kur zakazonych
szczepami H5N1 oraz HSN2. Wykazano, ze u kur wlasciwie nie zachodzi zwigkszona
ekspresja genow IFITM1, IFITM2 oraz IFITM3. Jedynie w przypadku genu IFITM3 ob-
serwowano niewielki wzrost ekspresji w poczatkowej fazie infekcji HSN1, nie byto to jed-
nak odnotowane w dalszych etapach choroby. W przeciwienstwie do kur, kaczki reaguja
na zakazenie HSN1 poprzez znaczne zwigkszenie ekspresji genow IFITM1, IFITM2 oraz
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IFITM3 w plucach oraz jelicie kretym. Przyjmuje si¢ wigc, ze jedng z przyczyn odmiennej
odpowiedzi na infekcje wirusem HPAI obserwowanej u tych gatunkéw moze by¢ witasnie
roznica w ekspresji genéw z rodziny IFITM.

Obecny stan wiedzy wskazuje, ze jedng z gtéwnych przyczyn bardzo wysokiej Smier-
telnosci ptakow przy zakazeniu HPAI jest nieprawidtowa regulacja odpowiedzi uktadu
immunologicznego gospodarza. Badania Ranaware i wsp. [28] wykazaly, ze zakazenie
uktadu oddechowego szczepem HPAI H5N1 prowadzito do znacznie zwigkszonej ekspre-
sji interferonow typu I, cytokin, chemokin oraz genéw z rodziny ISG. Dla poréwnania,
w powyzszych badaniach nie zaobserwowano takiego efektu dla szczepu LPAI HON2.
Szczegodlne znaczenie ma w tym przypadku zbyt duza produkcja cytokin, tzw. hipercy-
tokinemia, co okresla si¢ rowniez pojeciem burzy cytokin [4]. Zjawisko to prowadzi do
wysokiej ekspresji cytokin prozapalnych oraz uszkodzenia narzadéw wewnetrznych go-
spodarza. Warto rowniez zauwazy¢, ze opozniona produkcja cytokin prozapalnych moze
przyczynia¢ si¢ do zwigkszonej zjadliwosci szczepu H7N1 HPAI u kur [7]. W badaniach
Kuchipudi i wsp. [19] zaobserwowano z kolei, ze transkrypcja gendw, w ktorej uczestni-
czy czynnik transkrypcyjny STAT-3 moze odgrywac wazng role w réznicowaniu reakcji
wystepujacych u kur i kaczek. Mechanizmy obronne przeciwko grypie ptakow u kaczek
obejmuja rowniez duze zréoznicowanie w genach kodujacych B-defensyny oraz recepto-
row nalezacych do rodziny BTLN (ang. butyrophilin-like) [13]. Rola genéw z tych rodzin
byla juz wezesniej zauwazona u ssakdéw, jednak ich dziatanie u ptakow nie byto potwier-
dzone. W pracy Huang i wsp. [13] zauwazono, ze wiele tych genow ulegto duplikacji
w genomach kaczek, czego nie obserwowano u kur. Podejrzewa si¢, ze warianty liczby
kopii w obrgbie tej rodziny genéw mialy istotny wpltyw na ewolucje genomoéw kaczek
w odpowiedzi na kontakt z wirusem grypy i moga warunkowac przezycie zakazenia
przez gospodarza.

Podejrzewa sig, ze geny uczestniczace w regulacji procesu apoptozy moga by¢ odpo-
wiedzialne za réznice we wrazliwosci ptakow na poszczegdlne podtypy i szczepy wirusa.
Wedhug badan Kuchipudi i wsp. [18] komorki kaczek podlegaty szybkim procesom apop-
tozy po infekcji szczepem grypy ptakéw o niskiej zjadliwosci H2N3, grypy swin HIN1
oraz wysoce zjadliwym szczepem grypy ptakow HSN1. Wyniki uzyskane in vitro na ko-
morkach kaczek pekin, ktore byly odporne na zakazenie, odbiegaly od wynikéw zaobser-
wowanych w komorkach kur, u ktérych procesy apoptozy przebiegaty wolniej z mniejsza
fragmentacjag DNA oraz aktywacja szlaku kaspaz. Doprowadzito to w konsekwencji do
zwigkszenia liczby komorek, ktore ulegaty zakazeniu. Ponadto, po zainfekowaniu komo-
rek ptucnych kaczek szczepem HS5N1, ktory jest dla nich $miertelny, obserwowano
podobne wzorce apoptozy, jak w komodrkach kur. Zaklada sie, ze rdznice te wynikaja
z wyksztatlconego u gospodarza mechanizmu odpornosci na grype typu A, a utrata zdol-
nosci do szybkiej apoptozy skutkuje zwigckszong wrazliwoscig na nowo powstale szczepy
H5N1 u kur.

Stabo poznanym dotychczas zagadnieniem sg uwarunkowania genetyczne roéznic mig-
dzyrasowych oraz migdzyosobniczych w reakcji na HPAI. W nielicznych dotad badaniach
obserwowano zmiennos$¢ pomiedzy liniami oraz rasami ptakow w podatnos$ci na zakazenie
roznymi szczepami HPAI [26, 31, 38]. Przyjmuje si¢, ze roéznice migdzyosobnicze sg po-
wigzane gtownie z nieswoista odpowiedzig immunologiczng [31]. Jednym z genéw, kto-
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rych polimorfizm byt taczony ze zréznicowana reakcja na zakazenie HPAI jest gen MX1,
jednak dotychczasowe wyniki badan nie sg jednoznaczne. Niektorzy autorzy sugeruja, ze
mutacje takie jak S631N moga zwigksza¢ dziatanie przeciwwirusowe genu MX1 [21],
mimo ze wczesniejsze badania wykazywaty brak takiej aktywnos$ci u kur [2]. Dodatkowo
wykazano, ze mutacja S631N ma nizsza frekwencj¢ w rasach wykorzystywanych w pro-
dukcji towarowej, co sugeruje, ze ich wlasciwosci antywirusowe mogly zosta¢ utracone
na skutek intensywnej selekcji [21]. Jak dotad badania prowadzone in vivo oraz in vitro
nie daly jednoznacznej odpowiedzi na temat roli genu MX1 w odpowiedzi na zakazenie
HPAI [32, 37].

Badania asocjacyjne genomu

Wedlug informacji CRS (ang. Congressional Research Service) straty w wyniku epi-
demii wywotanej szczepem H5N2, ktoéra wybuchta w Stanach Zjednoczonych wiosna
2015 roku przekroczyty miliard dolaréw [12]. Choroba charakteryzowata si¢ wysoka
$miertelnos$cia, na poziomie ponad 99%, obserwowano jednak pojedyncze ptaki, ktore
przezywaty kilka tygodni i nie wykazywaty objawdéw klinicznych [8]. Niektore z pta-
kéw wykazywaty dodatni poziom przeciwciat, co wskazuje, ze miaty kontakt z wirusem,
jednak zakazenie przebiegato bezobjawowo. Materiat zabezpieczony w trakcie trwania
tej epidemii pozwolil na podjecie prac majacych na celu identyfikacj¢ réznic w genomie
pomiegdzy ptakami, ktore przezyly zakazenie, bedacymi grupa badawcza oraz podatng
grupa kontrolna [8, 9, 39]. Z uwagi na biobezpieczenstwo, materiat biologiczny do grupy
kontrolnej musiat by¢ pobrany od ptakow, ktére nie miaty kontaktu z HPAI, pochodza-
cych z tych samych systemow krzyzowania. Materiat badawczy stanowito tacznie 1119
ptakow (tab. 1).

Tabela 1 — Table 1

Liczba probek zgenotypowanych na komercyjnej mikromacierzy 600 k. Linie komercyjne oznaczone 1, 2, 3, 4,
to komercyjne linie niosek nalezace do czterech réznych firm [8, 9]

Number of samples genotyped on a 600 k commercial microarray. Lines 1, 2, 3 and 4 are commercial lines
of layers belonging to four breeding companies [8, 9]

Liczebnos¢ grup

Linie Podtyp wirusa Lokalizacja Group size

Line Virus subtype Location kontrolna badana razem
control experimental total

1 H5N2 US Iowa, 2015 37 44 81

2 H5N2 US Iowa, 2015 49 52 101

3 H5N2 US Towa, 2015 45 47 92

4 H5N2 US Towa, 2015 186 104 290

4 H7N3 Meksyk, 2012 95 460 555

Razem 412 707 1119
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Wszystkie ptaki z linii 1-4 zgenotypowano na komercyjnej mikromacierzy 600 k
Affymetrix [17]. Analiza bioinformatyczna obejmowala analiz¢ asocjacyjna w skali ca-
tego genomu, przeprowadzong z podziatem na linie oraz szczep wirusa [8, 9]. Do analiz
wykorzystano tacznie 420 458 segregujacych markerow typu SNP, z ktorych po kontroli
jakosci wyselekcjonowano 348 161 markeréw SNP dla probek z Meksyku oraz 340 791
markeré6w SNP dla probek z lowa. Przeprowadzono standardowg analiz¢ GWAS za pomo-
ca regresji liniowej, modelu mieszanego w ASREML [11] oraz metoda Bayes B w programie
Gensel [10]. Analizie poddano zaréwno pojedyncze markery, jak i haplotypy wyodreb-
nione jako sasiadujace 100 tysigcy par zasad. Brak istotnych sygnatéw podczas zbior-
czej analizy wszystkich probek sktonit do przypuszczenia, Ze genetyczne uwarunkowania
przezycia infekcji moga roznic si¢ w zalezno$ci od szczepu wirusa odpowiedzialnego za
epidemi¢. Najwazniejsze wyniki dotyczace linii komercyjnej Hy-Line 4 przedstawiono
w tabeli 2.

Zidentyfikowano cztery regiony powiazane z przezyciem zakazenia szczepem H5N2
w lowa oraz trzy regiony powigzane z przezyciem zakazenia szczepem H7N3 w Meksyku
(tab. 2). Najwickszg zmienno$¢ pomigdzy ptakami, ktore przezyly oraz grupa kontrolng
wyjasniat region zidentyfikowany dla epidemii w Meksyku, ktory znajdowat si¢ na chro-
mosomie 1, 126 Mpz. W regionie tym najblizej miejsca sygnatu znajdowat si¢ migdzy
innymi gen kodujacy neuroliging 4 (NLGN4X), bedaca biatkiem btonowym 1 typu zlo-
kalizowanym najczgsciej na powierzchni neuronow. Wedtug niektorych doniesien wirus
grypy ptakow moze replikowac si¢ w komorkach nerwowych, a wysoka skutecznosé tego
procesu ogranicza szanse przezycia zakazonych osobnikdéw [7]. Drugi istotny sygnat dla
tej samej grupy wskazywat na chromosom 5, 39 Mpz, gdzie znajduje si¢ gen kodujacy
neureksyne 3 (NRXN3), biatko zwigzane z funkcja synaps. Neuroligina nalezy do rodziny
biatek wigzacych neureksyny, co moze wskazywaé na zwigzek funkcjonalny pomigdzy
tymi genami. Dodatkowo obydwa geny znajdowaly si¢ w poblizu sekwencji mikro-RNA,
ktore odgrywaja istotng role w interakcjach zywiciela z patogenem, takze w odniesieniu
do grypy ptakéw [36].

Dla prébek pochodzacych od ptakéw z Iowa najsilniejszy sygnat zostat zidentyfi-
kowany na chromosomie 7, 28 Mpz. Region pokrywat si¢ z lokalizacja genu DPP10
(ang. dipeptidyl-peptidase 10), ktory jest biatkiem blonowym zaangazowanym w komu-
nikacj¢ komorek i odpowiedz komodrkowsq. Pozostale regiony zlokalizowane na chro-
mosomie 9 oraz 15 obejmowaly takie geny, jak BCL6 (ang. B-cell CLL/lymphoma 6)
i ZNF639 (ang. zinc finger protein 639) — pelniace istotng role w odpowiedzi immunolo-
gicznej organizmu, czy gen MAPK1 (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase 1) zaangazo-
wany w procesy apoptozy.

W badaniach prowadzonych na 3 liniach kur, ktére nie miaty podloza genetycznego
Hy-Line réwniez udato si¢ wyodrebnié¢ szereg gendéw mogacych mie¢ znaczenie przy za-
kazeniu HPAI [9]. Uzyskane wyniki wykazujg jednak, ze linie r6znily si¢ pod wzgledem
wytypowanych regionéw, ponadto nie otrzymano silnych sygnatow, ktore jednoznacznie
wskazywatyby na zwiagzek pojedynczego regionu z przezywalnosciag HPAI. Badania te po-
twierdzity, Zze uwarunkowania genetyczne majg wptyw na przezywalno$¢ ptakéw podczas
epidemii wywotanej HPAI, jednak wytypowane regiony oraz geny kandydujace musza
by¢ poddane dalszym badaniom, w celu potwierdzenia otrzymanych wynikow.

15



W. Drobik-Czwarno i wsp.

MOPUIM ) UIYNM ([opout O1)SIS0]) AN[BA-7 ISOMO] (PIM Jdquunu SI NS — 1o m (AuzoKisi3o| [opour) 4 krosorrem bzsziuleu z s1 NS 8qzo1T,

1991J9 0I9Z-UOU [)IM SMOPUIM JO 9, — W)Y WAMOIDZIIU Z UANO %,

(sadKyordey 10 SGNS PoMOpUIM) PIJOI[IS 1M [opowll  SaAeg ) UI (9,8°(<) ddueLeA Jo d3ejudorod ysiy e Sururejdxs suoi3oy

€0-9CI°T 109%50S1¢€ ST 6'1 81°0 €8¢ SET 0C—0T S1
¥0-d8T°C Y6SLLIYT Sl €91 700 €1¢ STl 0°LT =091 6
L0-920°C LL8S0991 1 88T 90°0 €1e 65°1 06T —0°8C L
Y0-9ETT 06L9SETE 0 LTe S40) 8°cT (44 0°€€—0C¢E I
JLAIQINO TN SH/EMOT — TNSH BAMO]
S0-d61'y ¥9I8ESLIE 96 (4 1€°1 8z 750 0l —0°Cl 4!
90-9S1°Y LL8YSLSTE 6°S €°6¢ SI°T 0yl €2°0 0°0% —0°6€ S
T1-416°1 S8YI¥SSIE 16 1’921 6T'1¢€ S66 SsTy 0°LT1 —0°9C1 I
BAIQINO ENLH/OIXIN — ENLH MASHON
(%) Q) (%) (%) (%) (am)

an[eA-4 SUOIBIdNI uoned0[ Q0UBLIBA O1}OUOT SuoneINI QOUBLIBA O1}OUT UONBIO] MOPUIM
[opowr dusI30] SIANS aleron efoezijeyo]  euzoAjoued elouerem ofor1o)  euZ0A)oudS elouelrem euyo eloezieyo] QWOSOWOoIY)
032uz2£)S130] WOoSOwoIY)

N[OpOW B[P 9SOUI0)S|

sadfjodey — g sokeg
g sokeq Apojow e[p AdKjojdey

SOJo[[e INIS — € sokeg
g seAeg Apojou B[p INS A9V

[s]

poyow g saAeg 2y 03 SuIp10doe ([NGH / BMO]) BMO] pue (ENLH / 09IX3JA ) 091X woy sajdures 103 2oueLreA Jo a3ejuadiad jsoydiy ayp Surure[dxa suorsay

[8] g seAeg Apojowr Inppam (1NSH/EMO]) BMO] ZBI0 (ENLH/OIIXIN) NYASYOIN Z yoqoid ep 1foueriem juaoord Azsydimleu ookleruse(Am Auoigoy

COIqEL — T BPqEL

16



Uwarunkowania genetyczne odpornosci na wysoce zjadliwg grype ptakéw u kur

W dalszym etapie prac analizowano mozliwos¢ przewidywania przezywalnosci ptakow
w trakcie epidemii wylacznie na podstawie ich informacji genomowej [39]. W badaniach
wykorzystano materiat doswiadczalny nalezacy do trzech grup ptakow: komercyjnej linii
Hy-Line z epidemii H5N2 z 2015 roku w lowa, komercyjnej linii Hy-Line z epidemii
H7N3 w Meksyku w 2012 roku oraz komercyjnej linii 1 (tab. 1). Analizowano wszystkie
polimorfizmy typu SNP, wykorzystujac model Bayes B oraz program GenSel. Do danych
dopasowano liniowy model mieszany, uwzgledniajacy staty efekt sredniej oraz efekty lo-
sowe poszczegolnych polimorfizméw typu SNP. Oszacowania a posteriori dla efektow
SNP byty uzyte do oszacowania genomowych wartosci hodowlanych dla przezywalno-
$ci przy potencjalnym zarazeniu HPAI innych zgenotypowanych ptakow, ktore nie byty
uwzglednione w treningowym zbiorze danych.

Potencjat predykcji genomowej zostat zweryfikowany metoda walidacji krzyzowe;j z po-
dzialem na 5 podzbioréw oraz krzywej ROC, ktora wskazuje, na ile predykcja za pomoca
modelu jest lepsza niz losowe przypisanie osobnikow do poszczegolnych grup. Pole po-
wierzchni pod krzywa ROC wynosito 0,76 w przypadku predykeji dla ptakow przy poten-
cjalnym zarazeniu szczepem H5N2, 0,71 — szczepem H7N3 oraz jedynie 0,58 w sytuacji,
kiedy starano si¢ przewidywac przezywalno$¢ przy zarazeniu szczepem HSN2 na podsta-
wie oszacowan efektow SNP uzyskanych przy zarazeniu szczepem H7N3. Nieskuteczne
okazato si¢ przewidywanie pomigdzy liniami genetycznymi kur z polem powierzchni pod
krzywa ROC rownym 0,43, co jest wynikiem gorszym niz losowa klasyfikacja dajaca war-
to$¢ 0,5 (rys.). Uzyskane wyniki moga wskazywaé, ze uwarunkowania genetyczne prze-
zywalnosci sg specyficzne dla szczepu wirusa oraz linii genetycznej ptakdéw. Potwierdzaja
rowniez, ze przezywalnos¢ grypy u ptakow ma istotny komponent genetyczny.

Jesienig 2017 roku rozpoczeto realizacje projektu, w ramach ktoérego dokonano sekwen-
cjonowania catego genomu dla czesci probek pochodzacych od ptakéw zgenotypowanych
wczesniej na mikromacierzy 600 k (tab. 1) oraz dodatkowych 34 probek pochodzacych
od ptakow, ktore przezyty kolejng epidemig grypy w Meksyku w 2016 roku. Badania re-
alizowane sg dzigki wsparciu Egg Industry Center z siedzibag w lowa i firmy Hy-Line
International. W projekcie uczestniczg trzy grupy badawcze: pierwsza pod kierunkiem
dr Anny Wolc, dr Janet Fulton i dr Jesusa Arango (Hy-Line) we wspotpracy z dr Wioleta
Drobik-Czwarno ze Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, druga pod
kierunkiem Jacka Dekkersa (Uniwersytet Stanowy lowa USA) oraz trzecia pod kierun-
kiem dr Jacqueline Smith oraz prof. Paula Digarda (Instytut Roslin, UK). Lacznie w ba-
daniach wykorzystano 293 indywidualnych sekwencji genomowych. Poza sekwencjami,
ktére byly analizowane wczesniej, obecnie uwzgledniono rowniez probki pochodzace od
8 kur, ktore jako jedyne z 1171 osobnikow utrzymywanych na fermie w Meksyku prze-
zyty zakazenie szczepem H7N3 w 2016 roku. Jako grupe kontrolng wybrano 18 ptakow,
ktére na podstawie analizy DNA zostaly sklasyfikowane jako petne rodzenstwo dla osob-
nikow, ktore przezyty. Odczyty dla wszystkich ptakow zostaly zmapowane do genomu
referencyjnego (galGal5), przeprowadzono rowniez wstepne wykrywanie polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (SNP) oraz krétkich insercji i delecji (INDEL). Regiony, ktore
réznicuja badane grupy sa obecnie poddawane dalszej analizie bioinformatycznej. Geny
kandydujace, ktore udato si¢ do tej pory wytypowac sa obecnie testowane w warunkach in
vitro w Instytucie Roslin w Edynburgu.
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Rys. Krzywe ROC dla przewidywania przezywalnosci HPAIL. Gérny lewy roég — w obrgbie H7N3,
Meksyk; gorny prawy rog — HSN2 Iowa; dolny lewy rog — pomiedzy szczepami H7N3 oraz H5N2;
dolny prawy rég — pomig¢dzy liniami genetycznymi [39]

Fig. ROC curves for predicting HPAI survival. Upper left corner — H7N3 Mexico; top right corner —
H5N2 lowa; lower left corner — between H7N3 and H5N2 strains; bottom right corner — between
genetic lines [39]

Podsumowanie

Przyjmuje si¢, ze genetyczne uwarunkowania odpowiedzi na wysoce zjadliwa grype
ptakéw u kur niosek sg bardzo zlozone. Dotychczas zidentyfikowano liczne geny, ktore
moga by¢ odpowiedzialne zardwno za réznice obserwowane na poziomie mi¢dzygatun-
kowym, jak i migdzyosobniczym, nie dajg one jednak jednoznacznej odpowiedzi co do
mechanizméw, ktoére warunkujg przezycie po zakazeniu. Liczne prace wskazujg na duzy
udzial odpornosci nieswoistej. Badania dotyczace rdéznic migdzyosobniczych wsrod pta-
kow, ktore przezyly epidemi¢ na fermach w lowa i w Meksyku wykazaty istotny udziat
zmiennosci genetycznej w odporno$ci oraz przezywalnosci HPAI. W ramach prowadzo-
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nych badan zidentyfikowano szereg gendw, znanych ze wzglgdu na ich powigzania z odpo-
wiedzig immunologiczna, replikacja wirusow oraz funkcjonowaniem uktadu nerwowego.
Wyniki wskazuja jednak, ze regiony genomu, ktore dawaty sygnat w poszczeg6lnych ba-
daniach asocjacyjnych (obejmujacych osobniki, ktore przezyly infekcje i osobniki kontrolne)
réznig si¢ od siebie, co moze wskazywac, ze odpornos$¢ oraz przezywalno$¢ sa zalezne
od szczepu wirusa oraz linii genetycznej ptakow. Konieczne sa dalsze badania majace na
celu weryfikacje wytypowanych regiondow, gendw oraz wariantéw, jak rowniez roli, jaka
poszczegdlne geny moga petni¢ w odpornosci na wysoce zjadliwg grype ptakdéw u kur
niosek.
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Genetic determinants of resistance to highly
pathogenic avian influenza in chickens

Summary

Highly pathogenic avian influenza (HPAI) poses a huge threat to poultry production and also
introduces an epidemiological risk in the human population. Thus far, HPAI has been controlled
mainly through widespread implementation of biosecurity, and in the case of an outbreak, liquidation
of flocks and establishment of protection zones. Alternative strategies for combating HPAI include
the use of vaccines, genetic modification, and genetic selection for increased general and specific
immunity in birds. These kinds of strategies often require identification of the genes involved in the
immune response to the pathogen. Many genes have been identified as potentially associated with
differences in the response to HPAI between poultry species and between individuals. Thus far, the
most attention has been focused on genes taking part in regulating the innate immune response, which
is responsible for preventing infection and limiting the replication and spread of the virus. The most
commonly mentioned candidates for layer chickens include interferon-stimulated genes (ISGs) and
RIG-I-like receptors. Proteins encoded by genes of the BTLN family, defensins, and proteins involved
in apoptosis have also been associated with differences in the response to HPAI Recent years have seen
an increasing number of studies on the genetic determinants of individual differences in the response
to HPAI in chickens. Data from HPAI outbreaks in the US in the spring of 2015 and Mexico in the
years 2012-2016 have enabled a more precise analysis of this problem. A number of genes have been
identified as associated with the immune response, but their specific role in determining the survival of
birds requires further study. Preliminary results indicate that genetic determinants of resistance to HPAI
are highly complex and can vary depending on the virus strain and the genetic line of birds.

KEY WORDS: highly pathogenic avian influenza / layer chicken / genetic basis of host
resistance
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