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Zpusob pripravy geneticky upravené drubeZe, rezistentni k pta¢imu leukézovému viru
podskupiny J

Oblast techniky
Reseni se tyka uméle vytvorené, trvalé a geneticky podminéné rezistence vuci zavaznému

drubezimu onemocnéni - ptaci leukdze, vyvolané virem ALV podskupiny J.

Dosavadni stav techniky

Aviami leukoéza je neoplastické onemocnéni hematopoetického systému drubeze vyvolavané
ptacimi leukézovymi viry.

Puvodcem aviami leukédzy jsou ptaci leukozové viry (ALV) z Celedi Retroviridae, nejCastéji z
podskupin A a B, nov¢ji J a zcela recentné K. Infekee exogennimi ALV se v populaci drubeze
zjistuji velmi Casto (Jurajda,V., 2002), ale incidence klinického onemocnéni je obecné mnohem
nizsi (1 az 5 % z infikovanych), nez napr. u Markovy nemoci. Z leukézovych forem se relativné
nejcastéji  vyskytuje lymfoidni leukdéza (LL), ostatni patologické projevy ALV  véetné
osteopetrozy, sarkomi a jim pribuznych nadora, se vyskytuji v terénu sporadicky az vzacné.
Vyjimku tvofi myelocytomatéza, vyvolavana ALV z podskupiny J, ktera se v 90. letech zacala
vyskytovat v rozmnoZovacich chovech masn¢ho typu (RCHM) a u vykrmovych kufat v mnoha
zemich svéta, véetné Ceské republiky. Ekonomicka zavaznost ALV typu J spo&iva nejen v pfimych
ztratach thynem, ale zejména v negativnim vlivu na uzitkovost chovu (niz§i hmotnostni prirastky
a snaska). Navic imunosupresivni ucinek latentnich infekci virem lymfoidni leukézy zhorSuje
prub¢h jinych infekei.

V pfipad¢ infekce dribeze ALV-J virus vstupuje do bunék pres receptor chNHE1. Tento retrovirus
se pomoci reverzni transkripce pfepisuje a integruje se jako provirus do jaderné DNA hostitelské
buriky. Z provirové DNA se prepisuje virova RNA, ktera se v cytoplasmé translatuje a bali do nové
vznikajicich ¢astic. Uvoliiovanim c¢astic z infikované buriky dochazi k Sifeni infekce do
permisivnich bunék v téle jedince, pokud dribez neni néjakym zplisobem rezistentni nebo
chranéna restrikénimi faktory.

V Zivotnim cyklu retroviri rozhoduje o citlivosti nebo rezistenci k viru pfitomnost vhodné
receptorové molekuly na povrchu cilové buiky. Receptor chNHEI je bunécny glykoprotein
s lontové vyménikovou funkci, ktery se vyskytuje jako homotrimer. Jeho prominentni prvni
extracelulami smycka obsahuje aminokyselinové zbytky kritické pro interakci s ALV-J. Kufeci
buriky zbaven¢ tohoto glykoproteinu nejsou permisivni pro infekei ALV-J. Stejné tak delece jediné
aminokyseliny, W38, ma za nasledek rezistenci k ALV-J, nikoli ov§em ostatnich podskupin ALV.
Delece nebo substituce W38 byly nalezeny v NHE1 bazanti a vétSiny hrabavych ptaki, citlivymi
druhy jsou tak jen kur domaci, ¢tyfi druhy divokych kuri, krocan a n¢kolik druht americkych
krepelu z rodu Calipepla, Colinus a Oreortyx (Plachy J, ReiniSova M, Kucéerova D, genigl F,
Stepanets V, Hron T, Trejbalova K, Elleder D, Hejnar J.: Identification of New World quails
susceptible to infection with avian leukosis virus subgroup J. Journal of Virology 91(3): €02002-
16,2017). Podle naseho vyzkumu se v chovech domacich slepic ani v primitivnich plemenech kura
domaciho nevyskytuji alely s deleci W38. Proto nelze vyuzit pfirozenych zdroju varability pro
plemenitbu smérem k rezistenci (Reinisova M, Plachy J, Kuéerova D, Senigl F, Vinkler M, Hejnar
J.: Genetic Diversity of NHEIL, Receptor for Subgroup J Avian Leukosis Virus, in Domestic
Chicken and Wild Anseriform Species. PloS One 11(3):¢0150589).

V drubezarsky vyspélych statech je systematickou a dlouhodobou selekci zvifat s timto
onemocnénim dosahovano eradikace (napf. posledni ohnisko infekce ALV-J ve Spojenych statech
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bylo likvidovano v r. 2007 (Malhotra S, Justice J 4th, Lee N, Li Y, Zavala G, Ruano M, Morgan
R, Beemon K: Complete genome sequence of an american avian leukosis virus subgroup j isolate
that causes hemangiomas and myeloid leukosis. Genome Announcements 3(2): pii: ¢01586-14,
2015). Jedna se ale o pomémé narocny a nakladny screening zvifat ve Slechtitelské procesu, ktery
je mozny jen ve velkochovech pod plnou kontrolou proti infekénim onemocnénim. V Ciné a
v podstaté celé Asii a Africe, kde je naprosto normalni trhovy prodej drubeze jakéhokoliv stafi a
kde probiha vykrm 1 v malych rodinnych farmach bez jakékoliv kontroly, je zatim nerealné se této
virové choroby driibeze zbavit 1 pfes eradikacni programy v poslednich letech.

Podstata vynalezu

Vyse uvedené problémy odstraiiuje zpusob pfipravy geneticky upravené drubeze, rezistentni
k ptacimu leukézovému viru podskupiny J, podle vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, Ze tato
drubez nese delect W38 zavedenou do genu chNHE1 pomoci homologni rekombinace mediované
CRISPR/Cas9, pripadné zZe nese deleci W38 zavedenou pomoci CRISPR/Cas9 a specifickou
sgRNA, za vzniku rezistentniho kura domaciho nebo krocana domaciho vici ptacimu
leukézovému viru ALV typu J.

Puvodci vynalezu byli vytvofeni geneticky upraveni dribezi jedinci, u kterych byl pomoci
genomové editace primordialnich gonocyta (PGC) deletovan kodon pro tryptofan v poloze 38
(W38) v genu pro iontovy vyménik chNHE1. Protoze chNHE] slouzi jako receptor pro ALV-J a
W38, je aminokyselina kriticka pro jeho receptorovou, ale nikoli vyménikovou funkei, vysledkem
navozeni plné rezistence va¢i ALV-J. Reseni vychazi ze dvou jiz udélenych Geskych patenti &.
307102 a ¢. 307285.

Podle ¢eského patentu €. 307102 je ndm znamo, Ze ke konstrukei transgennich jedincu je mozné
pouzit dribezi embryonalni bunky, tzv. primordialni gonocyty (PGC), které mohou byt in vitro
kultivovany, geneticky upraveny a posléze transplantovany do varlat kohoutu sterilizovanych
ozafenim. Z vnesenych bun¢k dojde k obnove spermiogeneze a lze tak dospét k potomkium, ktefi
ponesou genetickou modifikaci identickou s transplantovanymi PGC. Podle Ceského patentu ¢.
307285 je nam znamo, ze delece aminokyseliny W38 v receptoru chHNE1 zpiisobi plnou rezistenci
proti ptaci leukoze, a to v in vitro modelu na kufecich fibroblastech.

Zpusob podle vynalezu je ve své podstaté sloucenim vysledku téchto dvou jiz uvedenych ceskych
patentt, kdy vznikne geneticky upravena linie kura domaciho s deleci W38. Diky znemoznéni
vstupu leukozovym virim do buriky takovych jedincu se navodi trvala rezistence. Tato ochrana je
u téchto kufat geneticky podminéna, a tudiz prfenosna do dalSich generaci. Zahmutim takto
rezistentnich modifikovanych jedinci do §lechtitelského programu mohou danou vlastnost ziskat
vSichni jedinci, ¢imz se vyrazné zvysi kvalita chovného hejna a ve svém duasledku dojde k vyrazné
ekonomické uspofe v produkci vajec, popf. drubeziho masa. Tento novy zpusob muze mit
celosvétovy dopad na zdravi dribezZe a je platny zejména pro kura domaciho a krocana domaciho
(souhmng uvadéno jako dribez).

Zpusob podle vynalezu tykajici se aviarni leukozy typu J fesi pivodci vytvoreny model geneticky
upravenych jedincu s trvalou rezistenci vici infekci ALV-J. Predstavuje tak cestu k eradikaci této
choroby nejen v Ciné a jihovychodni Asii, ale i v dalsich Gastech svéta, protoze existuje riziko
znovu zavleceni novych a hire eradikovatelnych Cinskych kmeni ALV-J do oblasti, kde se toto
onemocnéni v soucasnosti nevyskytuje, véetné Evropy a Spojenych stati.

Jak uz bylo uvedeno, Cesky patent ¢. 307285 se zejména tyka senzitivity a rezistence k infekci
ALV-J u kura doméaciho. Zaklada narok na izolovanou molekulu DNA kodujici mutovany protein
chNHEI, nebo jeho fragment, kde tryptofan v poloze 38 byl/je deletovan a dale izolované molekuly
DNA kodujici mutovany protein chNHEIL, nebo jeho fragment, kde tryptofan v poloze 38 je
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nahrazen glycinem, popf. glutamatem. V tomto patentu bylo experimentalné na bunkach ovéfeno,
ze sekvence NHE1 kura domaciho obsahujici W 38 mutantu poskytuje uplnou rezistenci k infekei
ALV-J! V tomto patentu se pfislo na skutecnost, Ze je-li v receptoru chHNEI nahrazen tryptofan
za glycin, tato substituce zpusobi plnou rezistenci proti ptaci leukdze a to v in vitro modelu na
kufecich fibroblastech. Tato skuteCnost se pak mohla potvrdit/vyvratit pouze vytvofenim
transgenni dribeze, kde je tato delece nebo substituce zavedena do genomu editaci pomoci
CRISPR/Cas9. K tomuto ucelu slouzi nové vytvorfeny model tvorby transgennich zvifat podle
¢eského patentu ¢. 307102, ktery se primo tyka zpusobu produkce ptadich oplozeni schopnych
spermii vyvinutych ve varleti sterilizovaného kohouta pfijemce, po transplantaci donorovych
primordialnich zarode¢nych bun¢k drubeze, umoziujici naprosto realnou a praktickou tvorbu
transgennich jedinct s cca 50% vysokou ucinnosti.

Objasnéni vvkresu

Na prilozenych vykresech je na obr. 1 znazornéno schéma homologni rekombinace vedouci k
delect W38 v kurecim genu pro NHE1. Zcela nahofe intron-exonova struktura genu chNHEL. V 1.
exonu je cilova oblast pro gRNA (uprostied) s vyznacenim kodonu TGG pro W38 (Zlut¢) jako
§tpnym mistem pro nukleazu Cas9 (nizky). Cervené jsou vyznadeny nukleotidy, jejichz
synonymni mutaci se vytvafi rozpoznavaci misto pro endonukleazu Bsal, ktera poté slouzi pro
detekci upravené alely. Dole jsou sekvence jednofetézcovych oligonukleotidi (ssODN) pouZitych
jako templat pro homologni rekombinaci u kufete a krocana.

Na obr. 2 je srovnani sekvence alely chNHE1 divokého typu (A) a po deleci kodonu pro W38 (B).
Ukazano jen bezprostiedni okoli W38, které¢ je vyznaceno Sipkou. Sekvence znazornéna jako
chromatogram s prepisem nukleotidové 1 aminokyselinové sekvence.

Na obr. 3 je znazoména GFP pozitivita po infekci fibroblasti z embryi o genotypu W38 -/- (vlevo
nahore), W38 +/- (vpravo nahore) a W38 +/+ (vlevo dole) méfena pomoci prutokové cytometrie.
Na ose x intenzita GFP fluorescence, na ose y pocty bunék. Procenta GFP pozitivnich bun¢k v
pravém dolnim rohu histogramu. Vpravo dole souhmny graf s procenty GFP pozitivnich bunék u
vSech vysetfovanych embryi (po ¢tyfech od kazdého genotypu).

Na obr. 4 je znazoména kvantifikace virémie u kurat genotypu W38 -/-, +/- a +/+ (vyznaceno na
ose x) po infekci reportérovym vektorem RCASBP(J)GFP. Virémie stanovena (na ose y) jako
relativni jednotky (nasobky) negativni kontroly (infekce nespecifickym virem RCAS-A) po
kvantitativni RT PCR.

Zpusob podle vynalezu byl puvodei dobfe ovéfen v laboratofich Ustavu molekulami genetiky AV
CR, v.v.i, Praha, CZ, a v BIOPHARMu a.s., Pohori-Chotourn, CZ.

Nasleduyjici priklady provedeni zpusob podle vynalezu pouze dokladaji, ale nijak neomezuji.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1
Priprava linie kura domaciho s modifikaci receptorového genu chNHE1

Zakladem pripravy genecticky modifikovanych linii dribeze je derivace primordialnich
germinalnich bunék z kurecich embryi ve stafi 24 az 96 hodin. Tyto bunky byly kultivovany
z odebranych vzorki embryonalni krve, nebo z hlavové Cisti embrya a expandovany in vitro.
Delece W38 byla do genomu PGC zavedena pomoci CRISPR/Cas9 s gRNA specifickou pro oblast
W38 v genu pro chNHEI a templatu pro homologni rekombinaci s oblasti W38 (obr. 1). Konstrukt
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kodujici CRISPR/Cas9 s pfislusnou gRNA a templat pro homologni rekombinaci byly do PGC
vpraveny elektroporaci v systému Amaxa. Po elektroporaci byly selektovany buiiky pozitivni na
fluorescenci GFP sdruzenou s CRISPR/Cas9 s vyuzitim tfidéni jednotlivych bun¢k na prutokovém
cytometru. Dobfe rostouci expandovany klon molekulamé ovéfeny na deleci W38 byl poté
ortotopicky transplantovan do sterilizovanych kohoutu-recipientu podle CZ patentu ¢. 307102, Po
péti mésicich byla pozorovana obnovena spermiogeneze a ¢jakulaty kohouti-recipienti byly
pouzity k um¢lé inseminaci slepic, nejdfive intramagnalni a poté intravaginalni. V potomstvu se
vyskytovali vyhradné jedinci heterozygotni pro deleci W38. Po dosaZzeni pohlavni zralosti byli
heterozygoti kfizeni a v potomstvu G2 segregovaly v oCekavaném poméru vSechny genotypy, tj.
W38 +/+, W38 +/- a W38 -/-. Shoda s ocekavanym pomérem naznacuje, ze delece W38
nepredstavuje pro nositele vyznamnou zatéz, ktera by snizovala uzitkovost v chovu. Delece W38
byla ovéfovana na vSech urovnich (klony PGC, ejakulat kohouttu-recipientt, krev nebo pérova
pulpa jedinct G1 a G2) molekulamé genetickymi metodami, tj. izolaci DNA, amplifikaci
specifického useku chNHEI polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a sekvenovanim PCR
produktu. Ukazky sekvenci DNA jsou na obr. 2.

Priklad 2
Prukaz rezistence nositelu delece W38 vuéi ALV-J

Rezistence jedinci W38 -/- byla prokazovana tfemi nezavislymi zpusoby, které jsou obvyklé ve
virologickém vyzkumu a které jsou specificky etablovany pro ALV-J,

A. In vitro infekce embryonalnich fibroblasti

Embrya jedinci G2 byla inkubovana do 10. dne vyvoje a poté byly pfipraveny kultury
embryonalnich fibroblastiu. Genotyp W38 byl ovéfen izolaci DNA, PCR a sekvenovanim. Kultury
embryonalnich fibroblastii byly infikovany virem s receptorovou specificitou ALV-J, konkrétné
reportérovym vektorem RCASBP(J)GFP, ktery pro jednoduchou detekci viru transdukuje
reportérovy gen pro zeleny fluorescencni protein (GFP). Kvantitativni stanoveni GFP bylo
provedeno pomoci pratokové cytometric. Embryonalni fibroblasty s genotypy W38+/+ a W38+/-
byly shodn€ GFP pozitivni v cca 90 % bungk, coz indikuje témef dokonalé promofeni virem.
Naopak, embryonalni fibroblasty s genotypem W38-/- vykazovaly GFP pozitivitu v mén¢ nez 0,05
% bungk, coz predstavuje pfirozené pozadi dané autofluorescenci (obr. 3). Lze uzavfit, Ze genotyp
W38-/- je dokonale rezistentni k infekci ALV-J na urovni embryonalnich fibroblasti.

B. In vivo infekce kurat

Kurata genotypu W38 +/+, W38 +/-a W38 -/- byla ve stafi od n¢kolika dni do 2 m¢sicii infikovana
reportérovym vektorem RCASBP(J)GFP, ktery zachovava receptorovou specificitu ALV-J a je
pfitom agresivn¢jsi nez prototypové kmeny ALV-J, napf. HPRS103. Normalni prub¢h infekce
ALV-J] se projevuje transientni virémii, ktera podle stafi infikovaného jedince nastupuje po
nékolika dnech, vrcholi zpravidla do 10 dna a pretrvava jeden az dva tydny po vrcholu. Pritomnost
viru in vivo byla tentokrat ovéfovana molekulamné, kvantitativni detekci virové genomové RNA
technikou reverzn¢ transkriptazové kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT-qPCR) i
biologicky, komplementa¢nim testem, pfi kterém replikacné kompetentni vneseny virus
komplementuje defektivni virus, ktery je sckundamé kvantitativné stanoven na zaklad¢ tvorby
fokusu transformovanych bunék. Druhy zpuisob detekce oveéruje pritomnost biologicky aktivniho
viru, nikoli jen pouhé RNA. Vysetfovanym materidlem bylo v obou pfipadech sérum infikovanych
zvifat odebrané ve dvou Casovych bodech, jeden a dva tydny po infekci. Pomoci RT-qPCR byla
vSechna kurata genotypu W38-/- (celkem 5 kurat) vySetfena jako negativni v obou odbérech.
Genotypy W38 +/+ a W38 +/- (celkem 10 kurat) byly s jedinou vyjimkou pozitivni v pozdé€j§im
odbéru, v prvnim odbéru byla tfi kufata negativni, cozZ znamena pomaly nastup virémie b&hem
prvniho tydne a narust virémie béhem druhého tydne. Jedina negativita zde muze znamenat
neuspésnou infekei, napt. kvili Spatné inokulaci. Tyto vysledky jsou v souhrnu uvedeny v obr. 4.
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V komplementa¢nim testu byly v prvnim odbéru zaznamenany jen ojedinélé pozitivity u genotypu
W38 +/+ a W38 +/-. Ve druhém odbéru byly odbéry zvifat t€chto genotypu s jedinou vyjimkou
(jedinec shodny s pfedchozim experimentem) pozitivni, zatimco v§echny genotypy W38 -/- zlistaly
negativni (tab. 1). V souhmu lze uzaviit, Ze delece W38 navozuje dokonalou rezistenci vuci ALV-
J pfi inokulaci viru do krevniho ob€hu juvenilnich jedinci. Tento typ infekce nejlépe simuluje
piirozenou infekci v podminkach domaciho chovu.

Tabulka 1
Genotyp kurat Cislo kuFete  Sta¥i kukat v dobé Titr viru (IU/ml)
infekce (dny) 6 dnu p.i. 13 dnu p.i.
W38 -/- 604 28 0 0
W38 -/- 606 28 0 0
W38 -/- 611 20 0 0
W38 -/- 612 20 0 0
W38 -/- 615 14 0 0
W38 +/- 601 28 0 10!
W38 +/- 603 28 0 10°
W38 +/- 605 28 0 10!
W38 +/- 610 20 10? 10°
W38 +/- 616 20 0 10°
W38 +/- 618 14 0 10°
W38 +/- 619 14 10! 10°
W38 +/+ 617 14 10° 10°

V tabulce 1 je ovéfeni virémie u kufat genotypu W38 -/-, +/- a +/+ (kontrolni genotyp divokého
typu) po infekci reportérovym vektorem RCASBP(J)GFP. Virémie stanovena jako titr
komplementovaného defektivniho viru 16Q a terminalnim fedénim ve dvou odbérech séra, a to po
6 a 13 dnech po infekei.

C. Indukce nadora virem pseudotypovanym ALV-J

Abychom simulovali tvorbu solidnich tumora po infekci ALV-J, pseudotypovali jsme
transformujici virus pritomny v kiepel¢i bunééné linii 16Q a obsahujici onkogen v-src virem
s receptorovou specificitou ALV-J, konkrétn¢ vektorem RCASBP(J)GFP. Vznika tak akutné
transformujici virus s onkogenem v-src obaleny glykoproteinem viru ALV-J, ktery je schopen
indukovat rychle rostouci sarkomy v mist¢ inokulace, v naSem pripadé v kfidelni fase. Byla
inokulovana kurata ve stafi 10 dna az dvou mésicu, incidence a rust sarkomu byly sledovany po
dobu jednoho mésice. VSechna kufata genotypi W38 +/+ a W38 +/- vyvinula progresivng rostouci
sarkomy, zatimco kufata genotypu W38 -/- nevyvinula nador ani v jediném pripadé€. Nadory u
zvirat genotypu W38 +/+ rostly rychleji nez nadory u kurat genotypu W38 +/-, coz indikuje mirny
negativn¢ dominantni efekt alely s deleci W38. To patmné souvisi s trimerizaci chNHE1. Zavérem
lze fici, ze 1 v tomto experimentu se prokazuje (dokonald) uplna rezistence viiéi ALV-J v pfipadé
homozygotni delece W38.

Vyse uvedené priklady presvédCivé dokumentuji, Ze nové vytvorena linie kura domaciho
zpusobem podle vynalezu, ktera nese homozygotni deleci W38 v genu chNHE], je dokonale
rezistentni vaci patogennimu viru ALV-J pfi zachovani jeho normalnich ristovych, reprodukénich
a uzitkovych vlastnosti a bez jakychkoli zjevnych vedlejsich efekti, coz prinasi veliky ekonomicky
efekt.
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Prumyslova vyuzitelnost

Novy zplisob pfipravy geneticky upravené drubeze, rezistentni k ptac¢imu leukézovému viru
podskupiny J, pfinasi naprosto originalni feseni eradikace aviami leukdézy ALV typu J a nabizi
novy vytvoreny model geneticky upravenych jedinci s trvalou rezistenci vuéi infekci ALV-J.
Predstavuje tak naprosto revoluéni zpusob eradikace této choroby nejen v silnych dribezarskych
statech, napf. v Cing a jihovychodni Asii, ale i v dalich astech svéta, protoZe toto onemocnéni
ma potencial k znovu zavleceni do oblasti, kde byl jeho puvodce jiz eradikovan.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pripravy geneticky upravené driibeze, rezistentni k ptac¢imu leukézovému viru
podskupiny J, vyznac€ujici se tim, z¢ tato dribeZ nese deleci W38 zavedenou do genu chNHE1
pomoci homologni rekombinace mediované¢ CRISPR/Cas9, pripadné Ze nese deleci W38
zavedenou pomoci CRISPR/Cas9 a specifickou sgRNA, za vzniku kura domaciho nebo krocana
domaciho rezistentniho vuci ptacimu leukézovému viru ALV podskupiny J.

2 vykresy
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