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1é¢eni mastitidy u skotu

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Veterinarni pripravek pro prevenci a/nebo lé¢eni mastitidy u skotu

Oblast techniky
Predkladané technické feSeni se tyka veterinarniho ptipravku, obsahujiciho dendritické bunky

skotu prezentujici antigen Streptococcus uberis. Uvedeny veterinarni pfipravek lze pouzit pii
prevenci a/nebo 1é¢eni mastitidy u skotu, vyvolané bakteriemi Streptococcus uberis.

Dosavadni stav techniky

Zanéty mlécné Zlazy (mastitidy) skotu jsou onemocnénimi, ktera zpiisobuji obrovské ekonomické
ztraty farmarim po celém svété. Toto onemocnéni je multifaktoridlni a je zpisobeno mnoha
bakteriemi nebo jinymi mikroorganismy. Jedny z hlavnich patogent, které zptisobuji mastitidy,
jsou bakterie Streptococcus uberis.

Nejcastejsi ptistup 1é€by spociva ve vyuzivani antibiotik, nicméné Casté az nadbytecné pouzivani
antibiotik vede k celosvétovému problému, kterym je antibioticka rezistence. Pti 1é€bé mastitid
skotu se také bézné pouzivaji rizna antibiotika. Proto je nezbytné, aby byla vyvinuta nova metoda
lécby ¢i prevence mastitid, kterd by omezila pouzivani antibiotik. Byly vyvinuty vakciny proti
nékterym patogeniim mastitid, ale jejich efektivita neni uspokojiva. VétSinou se jedna pouze
o snizeni klinickych projevl mastitidy.

Dendritické bunky jsou antigen prezentujici buiiky, které pfedavaji informaci o antigenech T
lymfocytim. Dendritické buiiky jsou vlastné propojenim mezi vrozenou a ziskanou imunitou.
Jedna se o bunky, které pohlcuji antigen (napiiklad zminéné bakterie), poté antigen rozlozi
a prezentuji ¢ast antigenu na cytoplazmatické membrané, a to jiz zminénym T lymfocyttim.
Pomocné T lymfocyty produkuji cytokiny, kterymi aktivuji B lymfocyty k produkci protilatek nebo
makrofagy k efektivni fagocytdze. Cytotoxické T lymfocyty jsou zodpoveédné za zabijeni bunck
infikovanych intracelularnimi patogeny, jako jsou viry nebo bakterie. Dale maji schopnost nicit
rakovinné a poskozené buiiky. Aktivace dendritickych bunék je principem, ktery je vyuzivany pro
vytvafeni vakcin, které jsou namifené na niCeni rakovinnych bunék (van Willigen, W.W.,
Bloemendal, M., Gerritsen, W.R., Schreibelt, G., de Vries, J.L.M. & Bol, K.F. (2018). Dendritic
Cell Cancer Therapy: Vaccinating the Right Patient at the Right Time. Frontiers in Immunology,
9, 2265. http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2018.02265). Tento princip vSak mize byt vyuzit pro
vyvoj vakcin nebo imunoterapii namifenych i proti jinym chorobam.

Pti vyvoji vakein proti mastitidam vsak existuje mnoho prekazek, které doposud zptisobuji nizkou

efektivitu vakcin. Ve stavu techniky tedy stale pretrvava potieba vakcin pro 1é¢bu mastitidy,
zejména zpusobené bakteriemi Streptococcus uberis.

Podstata technického feSeni

Navrhované technické feseni se tykd veterinarniho ptipravku ke stimulaci imunitni odpovéedi
mlécné zlazy v souvislosti se zanéty (mastitidami), které jsou vyvolané bakteriemi Streptococcus
uberis, jako jednoho z hlavnich ¢initeld, ktery vyvolava mastitidy. Tento pfistup k 1é€bé mastitid
vyrazné€ snizi pouzivani antibiotik, ktera jsou béznou metodou pro 1écbu mastitid. Proto maze tato
metoda také prispét ke snizeni antibiotické rezistence, ktera je celosvétovym problémem nejen ve
veterinarni, ale také humanni medicing.

Predmétem predkladaného technického feseni je veterinarni ptipravek, ktery obsahuje dendritické
bunky skotu prezentujici antigen Streptococcus uberis. Dendritické buiiky skotu prezentujici
antigen Streptococcus uberis se ptipravi z monocytl izolovanych z krve skotu. Nasledn€ jsou
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monocyty kultivovany s ristovymi faktory, ¢imz se dosdhne vyvoje uvedenych bunék
v dendritické bunky. Témto dendritickym bunkam jsou piedloZeny bakterie Streptococcus uberis,
které jsou fagocytovany. Dendritické bunky s fagocytovanymi bakteriemi potom prezentuji
antigen bakterie Streptococcus uberis a jsou pak pouzity k vyrobé veterinarniho piipravku
(vakciny), ur€eného pro aplikaci zejména do miznich uzlin mlé¢né zlazy skotu. Dendritické buiiky
prezentujici antigen Streptococcus uberis predavaji informaci o bakteriich (jejich fragment)
T lymfocytiim, které se podileji na likvidaci uvedenych bakterii.

V jednom provedeni obsahuje veterinarni pripravek 0,7 x 10° az 1,3 x 10° dendritickych bunék
v 1 ml pfipravku, a dale alesponi jednu farmaceuticky piijatelnou pomocnou latku.

Farmaceuticky pfijatelna pomocna latka mtze byt vybrand ze skupiny zahrnujici bunécna
kultivacni média (bézn€¢ pouzivana pro kultivaci savéich bunék, naptiklad RPMI médium)
a bovinni séra, napriklad fetalni bovinni sérum (FBS). Bunécna kultiva¢ni média jsou odbornikovi
v oboru znamd, napiiklad mohou byt pouzita média vybrana ze skupiny zahrnujici: RPMI
a DMEM.

V jednom provedeni je farmaceuticky pfijatelnou pomocnou latkou bunééné kultivacni médium
s 10 % obj. bovinniho séra, s vyhodou FBS.

Veterinarni ptipravek je s vyhodou v tekuté formé, ureny pro injekéni aplikaci.

Predmétem predkladaného uzitného vzoru je dale veterinarni piipravek definovany vyse pro
pouziti pii prevenci a/nebo 1éCeni mastitidy u skotu, vyvolané bakteriemi Streptococcus uberis.

Zpusob pripravy dendritickych bun€k prezentujicich antigen bakterie Streptococcus uberis je
s vyhodou nasledujici:

Nejprve se izoluji monocyty z periferni krve skotu (s vyuzitim odstiedivky se ziska tzv. buftfy coat,
coz jsou leukocyty, a pomoci gradientové centrifugace se z téchto leukocytt ziskaji mononuklearni
bunky, tedy lymfocyty a monocyty). Z mononuklearnich bunék jsou monocyty izolovany metodou
adherence (monocyty maji schopnost piilnout ke sténé kultivaéni lahve nebo stény jamek
kultivacnich ploten) nebo magnetickou separaci pomoci CDI14 znafenych magnetickych
mikrokuli¢ek (Kratochvilova, L., Coufalova, K., Zouharova, M., Szczotka, M. & Slama, P. (2019).
Isolation of monocytes from bovine blood for purposes of culture of dendritic cells. Journal of
Microbiology, Biotechnology @ and  Food Sciences, 9(s), 727 az  430.
http://dx.doi.org/10.15414/jmbfs.2019.9.special.427-430). Izolované monocyty se nasledné
kultivuji s ristovymi faktory, s vyhodou s IL-4 a/nebo GM-CSF, po dobu 5 az 6 dni. Uvedené
rustove faktory jsou komercné dostupné. Riistové faktory nasmeruji vyvoj monocytil v dendritické
bunky. Vzniklé dendritické butiku jsou nasledn¢ kokultivovany s bakteriemi Streptococcus uberis,
které jsou dendritickymi buiikami fagocytovany. Vysledkem jsou dendritické bunky prezentujici
antigen bakterie Strepfococcus uberis. Takto pfipravené dendritické buitky mohou byt nésledné
smichdny s bunéénym kultivacnim mediem a/nebo bovinnim sérem za vzniku veterinarniho
ptipravku, vhodného pro pouziti k vakcinaci skotu pro prevenci a/nebo 1écbu mastitidy.

Vyhodné je aplikovat veterinarni piipravek injekéné, vyhodnéji lokaln€ do regionélnich
lymfatickych uzlin mlééné zlazy, kde stimuluje jeji specifickou imunitni odpovéd’.

Takto pfipravené dendritické buniky jsou schopné prezentovat fragmenty bakterii Strepfococcus
uberis T lymfocytim. Kontakt mezi dendritickymi bunikami a T lymfocyty je zajiStén molekulami
hlavniho histokompatibilniho komplexu (na stran¢ dendritickych bungk) a receptory T lymfocyta.
Aktivace naivnich T lymfocytd dendritickymi buiikami vede k jejich klonalni expanzi
a diferenciaci v efektorové nebo pamét'ové buiiky. Tyto T lymfocyty mohou piimo nicit bunky
napadené bakteriemi (cytotoxické T lymfocyty). Dale v ptipadé pomocnych T lymfocyti mohou
aktivovat B lymfocyty ke zméné€ v plazmatické buiky (produkce protilatek) nebo aktivovat
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makrofagy k efektivni fagocytoze. Tyto procesy vedou k eliminaci bakterie Streptococcus uberis,
jako jednoho z hlavnich patogent, ktery je schopen vyvolat zanét mlécné Zlazy u skotu. Vyse
popsany veterinarni ptipravek je tedy alternativou k antibiotické 1é¢b¢ mastitid dojného skotu.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 zobrazuje vyuziti technického feseni.

Obr. 2 zobrazuje histogram, ziskany pii analyze v pritokovém cytometru, ktery ukazuje %
dendritickych bun¢k z Pfikladu 1 s MHCII molekulami (,,count na ose y znaci pocet bunck).

Obr. 3 zobrazuje histogram, ziskany pii analyze v prutokovém cytometru, ktery ukazuje %

dendritickych bun¢k prezentujicich antigen bakterie Streptococcus uberis z Ptikladu 2 s MHCII
molekulami (,,count” na ose y znaci pocet bunek).

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Zkratky a definice

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) = solny roztok na vodni bazi s nasledujicim
slozenim: KCI 2,0 g/1; NaCl 70,1 g/l; Na2HPOa., 12H20 12,8 g/l; NaH2PO., 2H-0 4,4 g/1. pH 6,9
az7,3.

pracovni roztok trypsinu = Trypsin je enzym pochdzejici z praseci slinivky bfisni, ktery se bézné
pouziva pro disociaci a disagregaci savcich bun¢k a tkani zavislych na ukotveni. Pracovni roztok
trypsinu se piipravuje rozmichanim koncentratu trypsinu 20x v roztoku PBS. Koncentrat obsahuje
25 g praseciho trypsinu na litr roztoku s 0,9 % chloridu sodného.

MHCII molekuly = MHC glykoprotein II. tfidy; MHC = major histocompatibility complex.

RPMI médium = bunécné kultivaéni médium, obsahujici glukoézu, pH indikator, soli,
aminokyseliny a vitaminy; varianta RPMI 1640 obsahuje v jednom litru 2 g glukozy, 5 mg
indikatoru phenol red, 6 g NaCl, 2 g NaHCO3, 1,512 g Na,HPO4, 400 mg KCI, 100 mg MgSOs,
100 mg Ca(NOs3)2, 300 mg glutaminu; 200 mg argininu; 50 mg kazdého z asparaginu, cysteinu,
leucini, isoleucinu; 40 mg lysin hydrochloridu; 30 mg serinu; 20 mg kazdého z kyseliny
asparagové, glutamové, hydroxyprolinu, prolinu, threoninu, tyrosinu a valinu; 15 mg
kazdého z histidinu, methioninu a fenylalaninu; 10 mg glycinu; 5 mg tryptofanu,
1 mg redukovaného glutathionu, 35 mg i-inositolu; 3 mg cholin chloridu; 1 mg kazdého z kyseliny
para-aminobenzoové, listové, nikotinamidu, pyridoxin hydrochloridu, thiamin hydrochloridu;
0,25 mg calcium pantothenatu; 0,2 mg biotinu, 0,2 mg riboflavinu a 0,005 mg kyanokobalaminu

DMEM = Dulbecco Modified Eagle Medium, bunééné kultiva¢ni médium, obsahujici 4,5 g/
glukézy, neobsahuje L-glutamin a pyruvat.

Priklad 1: Priprava dendritickych bun¢k

Dendritické¢ bunky byly pfipraveny zmonocytd. Monocyty byly izolovany nasledujicim
zpusobem:

a) Odebrana nesrazliva krev skotu (50 ml) byla odstfedéna 40 minut pii teploté 12 °C, 2300 rpm.

b) Po odstiedéni krve byl odebran tzv. buffy coat (leukocyty).
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¢) Buffy coat byl rozmichan ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS, pH 7,2), a to
na objem 30 ml.

d) Tento objem byl rozd€len na dvé ¢asti. Kazda pak byla navrstvena na 15 ml roztoku pro
gradientovou centrifugaci.

e) Nasledovalo odstfedéni 1 hodinu, pii teploté¢ 10 °C a 2000 rpm.
f) Po odstfedéni byl odebran ,,prouzek* mononukleart (lymfocyty a monocyty).

g) Buiiky byly promyty v pufrovaném fyziologickém roztoku, tzn. odstfedény pfi teploté 10 °C,
2000 rpm.

h) Z mononuklearti byly vyizolovany monocyty pomoci magnetické separace, a to pii pouziti 2 x
107 bun&k (mononuklear), ke kterym jsou piidany komeréné dostupné magnetické mikrokuli¢ky
s anti-CD14 protilatkami (20 ul).

ch) Tento roztok byl inkubovan 15 minut v lednici (4 az 8 °C).

1) Nasledné byl roztok s bunikami promyt v pufrovaném fyziologickém roztoku — odstfedéni
10 minut pti 300 g, 10 °C. Dale byl odstranén supernatant a bunky byly rozmichany v 500 ul
pufrovaného fyziologického roztoku.

j) Nasledovala magneticka separace, kdy vlozime kolonku pro magnetickou separaci do magnetu
apod ngj 50 ml zkumavku. Proplachneme kolonku 3 ml pufrovaného fyziologického roztoku.
Napipetujeme suspenzi bun€k oznacenych mikrokulickami a nechame protéct kolonkou.
Vytdhneme kolonku z magnetu a ddme pod ni dalsi zkumavku. Do kolonky napipetujeme 5 ml
pufrovaného fyziologického roztoku a nasledné pistem vytlac¢ime bunky, které ulpély v kolonce.

k) Ziskané monocyty (CD14 pozitivni bunky) promyjeme v pufrovaném fyziologickém roztoku,
tzn. odstfedéni pti 1500 rpm, 10 minut, 23 °C.

1) Nasleduje rozmichani bunék (10°) v kultivaénim mediu RPMI s 10 % obj. fetilniho bovinniho
séra a rastovymi faktory IL-4 (40 pg/ml) a GM-CSF (10 ng/ml).

m) Takto byly buiiky inkubovany 2,5 dne v kultivacnich lahvich v CO; inkubatoru pti 37 °C
a atmosfére s 5 % COa.

0) Po uvedené dobé¢ nasledovala vyméne kultivacniho media (viz prechozi bod).
p) Po 5 dnech inkubace jsou ziskany dendritické buiiky, které se vyvinuly z monocytu.

Priklad 2: Piiprava veterinarniho pfipravku, obsahujiciho dendritické¢ buiky z Piikladu 1,
prezentujici antigen bakterie Streprococcus uberis

V navaznosti na Piiklad 1 byly k dendritickym bufikam (10°) pfidany bakterie Streptococcus uberis
(10°).

a) Dendritické buiiky z Piikladu 1 byly kokultivovany s bakteriemi v kultivacnich lahvich pfi
teploté 37 °C a atmosféte s 5 % CO..

b) Po 6 hodinach inkubace byly dendritické buiiky deadherovany z povrchu kultivacnich lahvi
pomoci trypsinu (20 ml pracovniho roztoku).
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¢) Po 10 minutach pasobeni trypsinu bylo pfidano kultiva¢ni medium RPMI s 10 % obj. bovinniho
fetalniho séra

d) Nasledné byly vzorky promyty pufrovanym fyziologickym roztokem — odstfedéni 10 minut,
1500 rpm, 23 °C.

e) Takto ziskané buiiky byly rozmichany v 1 ml kultiva¢niho media RPMI s 10 % obj. fetalniho
bovinniho séra a umistény do lednice. Vysledna koncentrace takto pfipraveného piipravku byla
10° dendritickych bunék prezentujicich antigen Streptococcus uberis v 1 ml piipravku.

Ptiklad 3: Prtikaz ucinnosti dendritickych bunék/ptipravku vici bakterii Streptococcus uberis

V navaznosti na Piiklad 2 byl pfipraveny veterinarni ptipravek, obsahujici dendritické bunky
prezentujici antigen Streptococcus uberis, podroben analyze exprese MHCII molekul, které jsou
zodpovédné za prezentaci antigent T lymfocytim.

a) Dendritické buiiky z Ptikladu 1 (kontrola) a dendritické bunky z Ptikladu 2 byly oznaceny anti-
MHCII protilatkami. Jednalo se o 10° bun&k v obou piipadech. K oznaceni MHCII byla pouzita
jako primarni protilatka monoklonalni protilatka mouse anti bovine MHC Class II (klon CC108,
izotyp IgG1, 200x nafedéna v PBS, 10 ul), jako sekundarni protilatka byl pouzita polyklonalni
protilatka rabbit anti mouse IgG: FITC (100x natedéna v PBS, 50 ul).

b) Analyzované vzorky (10° dendritickych bunék =z Piikladu 2) a kontrolni vzorky
(10° dendritickych bunék z Piikladu 1) byly zméfeny v pritokovém cytometru. Jednalo se
o dvoulaserovy cytometr (modry laser, 488nm, 43mW,; cerveny 638nm, 55mW) vybaveny
detektory FSC, SSC, FITC.

¢) Byla porovnana exprese MHCII molekul u kontrolnich vzorkd (dendritické buiiky bez bakterii
ptipravené v Ptikladu 1) a dendritickych bunék ziskanych viz Priklad 2.

Vysledky ukazuji na zvysenou expresi MHCII molekul u dendritickych bun¢k z Pfikladu 2 (obr. 2),
oproti dendritickym bunkam z Ptfikladu 1 (obr. 3), coz je rozhodujici pfi prezentaci antigenu
T lymfocytim. Na obr. 2 a 3 jsou histogramy, ziskané pii analyze v pritokovém cytometru, které
ukazuji na % dendritickych bunék s MHCII molekulami.

Prumyslova vyuzitelnost

Vzhledem k nezbytnosti nahrazeni 1€¢by mastitid pomoci antibiotik [é¢bou jinou, je toto technické
feSeni predurceno k pouziti v naSich chovech, a to v souvislosti s vyraznymi problémy, které
zpusobuje patogen Streptococcus uberis. Tato bakterie je do zna¢né miry rezistentni vici bézné
pouzivanym antibiotikiim. Poptdvka po nové 1écbé v souvislosti s uvedenou bakterii piichazi
ptimo od chovateld, ktefi by ocenili novy ptistup k 1écb¢ mastitid.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Veterinarni ptipravek, vyznaceny tim, Ze obsahuje dendritické buiiky skotu prezentujici antigen
Streptococcus uberis.

2. Veterinarni pfipravek podle naroku 1, vyznaceny tim, Ze obsahuje

0,7 x 10% az 1,3 x 10° dendritickych bun&k v 1 ml pfipravku a alespont jednu farmaceuticky
ptijatelnou pomocnou latku.

3. Veterinarni ptipravek podle naroku 2, vyznadeny tim, Ze farmaceuticky piijatelna pomocna
latka je vybrana ze skupiny zahrnujici bunééna kultivacni média a bovinni séra.

4. Veterinarni ptipravek podle naroku 3, vyzna€eny tim, Ze farmaceuticky pfijatelnou pomocnou
latkou je bunécné kultivacni médium s 10 % obj. bovinniho séra.

5. Veterinarni pfipravek podle kteréhokoliv z ptedchozich narokti 1 az 4 pro pouziti pfi prevenci
a/nebo 1éCeni mastitidy u skotu, vyvolané bakteriemi Streptococcus uberis.

3 vykresy
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