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Abstrakt

Cilem této prace bylo ziskat nové poznatky o vlivu a mechanismech ptisobeni mikroorganismu
v procesu autoimunitni uveitidy. K dosazeni cili byl vyuzit myS$i model experimentalni
autoimunitni uveitidy (EAU), u kterého byl testovan vliv perordln¢ podavaného
Sirokospektrého antibiotika metronidazolu, dale vliv probiotickych bakterii Escherichia coli
083:K24:H31 (EcO) a Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) podavanych v preventivnich a
terapeutickych rezimech. Stupen zanétlivé aktivity byl hodnocen klinicky in vivo a histologicky
post mortem. V pokusech s probiotiky byla provedena imunologickd analyza lymfatickych
uzlin a Peyerovych plata stievni sliznice. Zhodnoceni efektu metronidazolu prokazalo
signifikantni sniZzeni zanétlivé aktivity v pfipad¢ zahajeni jeho podavani 1 a 2 tydny pred
indukci. V ptipad¢ probiotik byl prokézan protektivni efekt pouze u zivé EcN, a to jen v ptipadé
podavani 2 tydny pied indukei ¢i od indukce EAU. Preventivni ¢inek EcN byl doprovéazen
snizenim odpovédi T-lymfocytl specifickych pro interfotoreceptorovy retinoid-vazajici protein
ve spadovych lymfatickych uzlindch mista imunizace 7 dni od indukce a cervikalnich uzlinach,
jakmile byly patrné klinické projevy nitroo¢niho zanétu. EcN navic zvysila protizanétlivou
odpovéd v Peyerovych platech tenkého stfeva, vedla ke zvySeni exprese stfevnich
antimikrobidlnich peptidii a snizeni produkce indukovatelné syntdzy oxidu dusnatého
v makrofazich. Ziskané vysledky dokazuji vyznamny vliv mikrobiomu v imunitni regulaci
procest v oku. Pfiznivy vliv vykazuje jak podavani metronidazolu, tak probiotika EcN, i kdyz
oba ovliviiuji mikrobiom odlisSnym mechanismem. Dal$i vyzkum v této oblasti by mohl pfinést

nové terapeutické moznosti, a tim ptispét ke snizeni vyskytu slepoty u pacientt s uveitidou.

Klicova slova: antibiotika, metronidazol, probiotika, Escherichia coli Nissle 1917, mikrobiom,

mikrobiota, experimentalni autoimunitni uveitida



Abstract

The aim of this work was to gain new knowledge about the influence and the mechanisms of
the effect of microorganisms in the process of autoimmune uveitis. A mouse model of
experimental autoimmune uveitis (EAU) was used and the influence of oral broad-spectrum
antibiotic, i.e. metronidazole, as well as probiotic bacteria Escherichia coli O83:K24:H31
(EcO) nad Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) were tested in preventive and therapeutic
regimens. The grade of inflammation was assessed clinically in vivo and histologically post
mortem. Immunological analysis of lymph nodes and Peyer’s patches were performed.
Evaluation of the effect of metronidazole proved significant reduction of inflammatory activity
in both regimes - intitiation 1 week or 2 weeks before the EAU induction. In case of probiotics,
protective effect was proved only in case of live EcN administered 2 weeks before or from the
time of EAU induction. Its protective effect was accompanied with decreased
interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP)-specific T-lymphocyte response in the
sentinel lymph nodes of the site of immunization 7 days after the induction of EAU and cervical
lymph nodes as soon as there were apparent clinical signs of intraocular inflammation.
Moreover, EcN led to increased antiinflammatory response in Peyer’s patches and gut
antimicrobial peptide expression and decrease of the inducible nitric oxide synthase
in macrophages. The achieved results show significant influence of microbiome in the immune
regulation of processes in the eye. Both metronidazol and probiotics EcN prove to have a
benefitial effect, even though both of them influence microbiome through different
mechanisms. The following research in this field could bring new therapeutic possibilities and

thus reduction of incidence of blindness of patients with uveitis.

Key words: antibiotics, metronidazole, probiotics, Escherichia coli Nissle 1917, microbiome,

microbiota, experimental autoimmune uveitis
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1 UVOD
1.1  Definice, epidemiologie, klasifikace a etiopatogeneze uveitid

Uveitida je nespecifické oznaceni pro nitroo¢ni zanét postihujici stfedni vrstvu oka, tj.
uveu (zivnatku), ktera se sklada z duhovky, fasnatého télesa a cévnatky. Zanét mize nasledné
piechazet 1 na okolni tkané (rohovku, skléru, sitnici a ter¢ zrakového nervu), a tim vést
k zdvaznému poskozeni oka s ohrozenim zrakovych funkci (Heissigerova 2018, Jabs et al.
2005, Kuchynka 2016, Rihova 2009). Uveitidy se i ptes veskerou dostupnou 1é¢bu podileji az
na 10 % celosvétové slepoty (Miserocchi et al. 2013).

Prevalence a klinicky obraz riznych typt uveitidy zavisi na mnoha faktorech, napf.
veku, pohlavi, rase, geografické poloze, vlivu prostiedi, genetickych faktorech a socidlnich
navycich (Chang and Wakefield 2002, 2005).

Uveitida postihuje predev§im populaci v mladém a stfednim véku (mezi 20-50 lety)
(Rothova et al. 1992). Dle dostupnych zdroji se odhaduje prevalence uveitid 38-714/100 000
obyvatel a ro¢ni incidence 17-52/100 000 obyvatel (Darrell et al. 1962, Dandona et al. 2000,
Gritz and Wong 2004, Paivonsalo-Hietanen et al. 1997, Tran et al. 1994, Vadot, 1992).

Uveitidy se déli dle anatomickych projevil zanétu na ptedni (postihujici duhovku a
pfedni ¢ast fasnatého télesa s projevy na pfednim ocnim segmentu, zejména v predni komote
oka), intermedialni (s postizenim periferni sitnice véetné cév, zadni Casti fasnatého télesa
s projevy zejména ve sklivci), zadni (se zménami na zadnim ocnim segmentu, tj. cévnatce,
sitnici a zrakovém nervu) a panuveitidy (neboli difuzni typ s postizenim obou o¢nich segmenttt)

(Obr. 1) (Heissigerova 2018, Kuchynka 2016, Rihova 2009).

Obr. 1: Klinicky obraz jednotlivych typt uveitid. A: akutni pfedni uveitida s butikami, fibrinem
a hypopyon v piedni komote; B: Intermedidlni uveitida se zanétlivym zkalenim sklivce; C:

Zadni uveitida se Zluto-bélavymi lozisky na o€nim pozadi.

Z epidemiologického hlediska ptedstavuji predni uveitidy nejcastéjsi formu nitroocniho
zan&tu, nasleduji uveitidy zadni a diftzni, nejméné Casto se vyskytuji uveitidy intermedialni
(Paivonsalo-Hietanen et al. 1997, Tran et al. 1994).
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Dle pri¢iny se uveitidy déli na infekéni (virové, parazitarni, bakterialni a mykotické) a
imunitné podminéné, kam patii autoimunitni ¢i autoinflamatorni onemocnéni. Do této skupiny
patii samostatné klinicky definované jednotky a nitroo¢ni zadnéty asociované se systémovymi
chorobami (napi. ankylézujici spondylitidou, sarkoidézou, roztrouSenou skler6zou
mozkomi$ni). Piiblizn€ u 40 % piipadd se pfi¢ina nepodaii objasnit, oznacuji se tedy jako
idiopatické. Také tzv. uvealni maskujici syndromy se manifestuji klinicky obdobné jako
uveitidy. Jedna se vSak o skupinu nezanétlivych benignich ¢i malignich o¢nich onemocnéni
(Heissigerova 2018, Kuchynka 2016, Rihova 2009).

Mezi casté infekcni pficiny v rozvojovych zemich patii toxoplazmoza, tuberkuloza,
onchocerkoza, cysticerkdza, lepra, herpetické infekce, leptospirdza a jind parazitarni
onemocnéni. V rozvinutych zemich, tedy v zapadnim svéte, se z infekénich pficin nejCastéji
vyskytuje toxoplazméza a herpetické infekce. V rozvinutych zemich pfevazuji imunitné
podminéné uveitidy, napt. s lidskym leukocytarnim antigenem B-27 (HLA-B27) asociovana
uveitida, Fuchsova heterochromni iridocyklitida, sarkoidéza, Vogt-Koyanagi-Haradova
nemoc, sympatickd oftalmie, birdshot choroidopatie, multifokélni choroiditida, serpiginzni
choroidopatie a morbus Behcet (Tsirouki et al. 2018).

Dle pritbéhu se uveitidy rozd€luji na akutni (s ndhlym néstupem a trvanim méné nez 3
meésice), chronické (s protrahovanym priitbéhem a trvanim déle nez 3 mésice) a recidivujici
(s opakujicimi se epizodami, kdy obdobi remise bez 1€cby je delsi nez 3 mésice) (Heissigerova
2018, Jabs et al. 2005, Kuchynka 2016, Rihova 2009).

Dale je mozné uveitidy charakterizovat 1 dle histopatologickych projevli na
granulomatézni a negranulomatozni nebo dle laterality na unilaterdlni ¢i bilateralni. Dle
Pracovni skupiny pro standardizaci nomenklatury uveitid (SUN - Standardization of Uveitis
Nomenclature Working Group) by mélo urceni typu uveitidy zahrnovat anatomické zafazeni a
typ prubchu (Jabs et al. 2005, Trusko et al. 2013).

Cela ftada védeckych skupin se vénuje vyzkumu patogeneze autoimunitnich
onemocnéni véetné uveitid. Pfedpoklada se, Ze infekce mize byt spoustécim faktorem v jejich
1ozvoji, a to zejména u geneticky predisponovanych jedincii (Hewagama and Richardson 2009).

U imunitné podminénych uveitid mize hradt vyznamnou roli infekéni proces, kdy
odpovédi na n¢j mlze byt aktivace vrozené imunity s cytolyzou a dysregulovanou odpovédi,
kterd pokracuje 1 po odeznéni infekce. Prikladem muze byt napf. mykobakteridlni infekce
(vzhledem k tomu, ze az 1/3 celosvétové populace je promotena), kterd mize vést k vyrazné
imunitni reakci. Napadené bunky v tomto pfipadé podléhaji bunééné smrti a mohou se stat

lokalnim adjuvans pro buniky vrozené imunity interagujicimi s autoreaktivnimi T-lymfocyty,
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které poté vedou k rozvoji sekundarni imunitni reakce. U nékterych uveitid byla zjisténa
kombinace pfitomnosti perzistentnich, nereplikujicich se mikroorganismii a rezidudlniho
mikrobialniho antigenu. Jednd se napf. o Fuchsovu heterochromni iridocyklitidu (rubeola),
vaskulitidu (rickettsie) a pfedni uveitidu zpisobenou cytomegalovirem (CMV) (Forrester et al.
2018).

U mysi byl popsdn mechanismus vzniku uveitidy aktivaci autoreaktivnich T-lymfocytl
komenzalni stfevni mikrobiotou. Stfevni mikrobiota pravdépodobné¢ miize napodobovat
endogenni sitnicovy antigen ¢i muze slouzit jako adjuvans k posileni aktivace vrozenych
imunitnich mechanismii (Horai and Caspi 2019).

V posledni dobé se stale vice pozornosti vénuje roli mikrobiomu a jeho zmén v procesu

autoimunitnich onemocnéni.

1.2  Imunologie oka

Povrchové struktury oka, tj. rohovka, spojivka a skléra, diky svym vlastnostem
predstavuji mechanickou bariéru proti priniku cizorodych latek ze zevniho prostiedi do nitra
oka. Ve spojivce se nachézeji slozky vrozené (makrofagy, bunky tzv. pfirozeni zabijeci — NK
buiiky) i ziskané imunity (lymfaticky systém s germindlnimi centry s rtizn€ zralymi formami
lymfocytt). B-lymfocyty zde produkuji sekre¢ni imunoglobulin A (IgA).

Povrch oka je pokryt a chranén slznym filmem, ktery obsahuje slozky nespecifické
imunity, napf. lysozym, laktoferrin, defenziny, muciny, sloZky komplementu (Kraus 1997,
Kuchynka 2016).

Spojivka obsahuje lymfatické cévy, kterymi je lymfa drénovana do spadovych, tj.
submandibuldrnich a preaurikuldrnich lymfatickych uzlin. Naopak v rohovce lymfatické i
krevni cévy chybi, stejné¢ tak se ani uvniti oka nesetkdvame s lymfatickymi cévami, tudiz
dochazi k transportu antigenu rozpusténého v komorové tekutiné cestou tramc¢iny komorového
uhlu do episkleradlnich vén a subkonjunktivdlnich lymfatickych cév, dale do systémové
cirkulace a cilovych organii — thymu, jater a sleziny. Pfesny zpasob transportu signald a bunék
mezi predni o¢ni komorou, lymfatickymi uzlinami, krevni cirkulaci, thymem a slezinou neni
znam (Forrester et al. 2008, Molzer et al. 2020).

Rohovka se vzhledem k avaskularité, nizkému zastoupeni antigen-prezentujicich bunck
rustového faktoru B (TGF-B), expresi pro-apoptotického Fas ligandu (FasL) molekuly
membranovych struktur leukocytii 95 (CD95) fadi mezi tzv. imunologicky privilegované tkané

(Kraus 1997).
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Koncept imunologického privilegia byl popsdan Medawarem v roce 1961. Imunologické
privilegium bylo povazovano za jedine¢nou vlastnost ur¢itych organti s omezenou schopnosti
sebeobnovy, kam fadime oko, mozek a testes. Jedna se o zplisob ochrany zminénych orgéani
pied poSkozenim imunitnim systémem. Pii umisténi ciziho antigenu do téchto organa
nedochazelo k rozvoji bézné imunitni odpovédi, coz bylo prokazano na nizkém poctu rejekci
alogennich §tépl rohovky oproti §tépiim koznim i pifes absenci systémové imunosupresivni
terapie. Tyka se to vSak pouze indikaci ve specifickych pfipadech, napt. keratokonu ¢i
vybranych rohovkovych dystrofii. Pfi rozvoji zanétu rohovky tuto vlastnost rohovka ztratila,
doslo k rozvoji vaskularizace a vymizel rozdil v mife rejekci oproti jinym vaskularizovanym
organim. Stejn¢ tak uroven imunologického privilegia uvey se nelisi proti jinym
vaskularizovanym organtim, tudiz ptfedni o¢ni segment vykazuje vyss$i nachylnost k rozvoji
zanétu a predni uveitida je jeho nejcastejSim typem (Molzer et al. 2020).

Imunologické privilegium bylo ptfisuzovano sekvestraci vlastnich tkanovych antigent
pfed imunitnim systémem za bariérou v daném organu, absenci krevnich cév, lymfatické
drendze, APC, vysoké koncentraci imunosupresivnich cytokini a aktivité regulacnich T-
lymfocytt (Treg) (Caspi et al. 1987, Forrester et al. 2018, 2010, Hamrah and Dana 2007, Zhou
and Caspi 2010). Dale byla popséana dalsi vlastnost imunologického privilegia, tzv. ,,odchylka
imunity spojena s pfedni o¢ni komorou™ (ACAID - anterior chamber-associated immune
deviation), kdy po podani ciziho antigenu do pfedni komory oka nedochézi k bézné¢ imunitni
odpovédi, ale rozviji se 1 systémova odchylka, kterd brani reakci proti tomuto antigenu pii jeho
prezentaci béZznym zplsobem. Jedna se o experimentalné prokazany proces, jehoz fyziologicky
vyznam neni zatim plné¢ objasnén. Narozdil od vlastniho imunologického privilegia, kdy se
jedna o vlastnost urcitého organu a modifikaci jeho imunitni odpovédi. V ptipadé ACAID se
jednd o odpovéd systémovou, ktera vede k indukci supresorovych T-lymfocytli/Treg na
periferii (Streilein 1992).

Pivodni koncept imunologického privilegia se pravdépodobné vztahuje zejména
k sitnici, ktera obsahuje jen malé mnozstvi tkanovych bunék odvozenych z myeloidnich bunék
kostni dfené a je oddélena od krevni a mizni cirkulace tzv. hemato-retinalni bariérou.
RozliSujeme 2 slozky bariéry: 1) fyzikélni, tedy mechanickou - pomoci tzv. té€snych spoji (tight
junctions) mezi bunikami endotelu cév (vnitini bariéra) na jedné strané¢ a retinalniho
pigmentového epitelu sitnice (RPE) (zevni bariéra) na strané druhé; 2) imunologickou -
tvofenou buitkami neurovaskularni jednotky, kam fadime endotelie, imunomodulacni pericyty,
rezidentni perivaskularni makrofdgy, mikroglie, vybézky gliovych/Miillerovych bunck

tvoficich limitujici membranu, déle regulacnich mikroglii a neuronalnich dendrit (Forrester et
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al. 2008, 2018). Bariéra za normalnich okolnosti zpocatku chrani proti poSkozeni sitnice
zanétem, ale za urcitych podminek muze byt prekonana, napf. u experimentalni autoimunitni
uveitidy (EAU).

Soucasné teorie naznacuji, Zze se surcitym stupném imunologického privilegia
setkavame u viech organt a jejich tkani v zavislosti na jejich typu. Uroveti imunologického
privilegia je urcena charakterem a integritou tkdnové bariéry proti priiniku patogenu, coz urcuje
vysledek reakce a tizi poskozeni. Bariéry jsou komplexni struktury obsahujici fyzické,
chemické, molekuldrni, bunééné a imunologické slozky specifické pro danou tkan. I ptes
popisovany vysoky stupen imunologického privilegia jsou ocni tkan¢ nachylné k rozvoji zanétu
a infekce. Vzhledem k tomu, ze se oko sklada z rtiznych typa tkani, mize zanét postihnout
jednu ¢i vice tkani samostatné ¢i soucasné€. Pti zanétu parenchymu o¢nich obalt (skleritida,
keratitida, uveitida) dochdzi k zanétlivému postizeni uveélniho traktu a jeho krevnich cév, ale
zanét v téchto oblastech obvykle nepostihne sitnicové cévy. Naopak zanét sitnice témét vzdy
zaséhne cévy zivnatky (Molzer et al. 2020).

V imunitni reakci proti cizorodym i vlastnim antigentim se jako prvni uplatiiuji bunky
nespecifické, vrozené imunity (granulocyty, monocyty/makrofagy, NK builkky a buiky
dendritické) a nckteré z nich jsou schopny fagocytdzy, zpracovdni a prezentace antigenu
bunkam specifické, ziskané imunity (T- a B-lymfocyty). Jedny z prvnich jsou makrofagy, které
po stimulaci produkuji sviij hlavni cytokin, tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a), a aktivuji
buiiky specifické imunity. Dendritické butiky se ti€astni imunitni reakce jako hlavni APC. Sidli
v tkanich, kde dochazi k setkani s antigenem, po stimulaci antigenem migruji do lymfatickych
tkani, prezentuji antigen T-lymfocytiim, coz vede k jejich aktivaci, dozravani a klonalni
zanétu autoimunitni povahy. Dle povrchovych markerti délime T-lymfocyty na cytotoxické
(Tc, CD8+), zneskodnujici cizorody material/buiiky pfimym kontaktem, a pomocné (Th,
CD4+), zajistujici interakcei mezi buitkami imunitniho systému pomoci cytokinli a navozujici
imunologickou pamét’.

Dle typu produkovanych cytokint je délime T-lymfocyty na:
e Thl s produkei IL-2, IL-6, IFN-y a TNF-a
e Th2 produkujici IL-4, IL-5 a IL-13
e Thl7, které produkuji IL-17, IL-22 a [L-23
e Treg produkujici IL-10, TGF-p a IL-35
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Thl a Th17 lymfocyty maji prozanétlivy ucinek. Proti nim plsobi Treg, které naopak
zanét tlumi. B-lymfocyty a NK bunky jsou v oblasti autoimunitnich zanéti oka zatim

pfedmétem vyzkumu (Horejsi 2017, Kuchynka 2016).

1.3  Autoimunitni onemocnéni

O autoimunitnich onemocnénich hovotime v pfipad¢, kdy autoimunitni reakce, tj.
reakce vici vlastnim antigenlim (autoantigentim), vede k poskozeni tkéni.

Autoimunitni reakce muze byt humoralniho typu s tvorbou autoprotilatek, vétSinou
izotypu IgG, které se na tkanovém poskozeni podileji bud’ cytotoxickymi mechanismy nebo
tvorbou a uklddanim imunokomplext (II. a III. typ imunopatologické reakce). V nekterych
ptipadech zplisobuje autoprotilatka funkéni zmény buiiky nebo proteinu, na ktery se vaze. Dale
rozliSujeme autoimunitni reakce bunécného typu s poskozujicim zdnétem zptsobenym Tc
a Thl lymfocyty, jejich cytokinovymi produkty a aktivaci makrofagi (IV. typ
imunopatologické reakce), které zplisobuji pievaznou vétsinu autoimunitnich uveitid.

Vzhledem k tomu, ze zanét je hlavnim rysem autoimunitnich chorob, pouziva se
v soucasné dobé pro tyto stavy Castéji oznaceni imunitné¢ podminéné zanétlivé choroby (IMID
- immune mediated inflammatory disorders).

Autoimunitni onemocnéni vznika jako disledek selhani mechanismil tolerance. Vznika
na podkladé plisobeni vnitinich faktor (genetickych - napt. asociace s HLA, polymorfismy
gent pro cytokiny, pro regulaci apoptdzy, pro T-bunécny receptor (TCR) a H fetézce protilatek,
faktori hormonalnich, monogennich poruch, dale na podklad€ asociace s imunodeficity) a
vnéjSich faktora (infekce, stres, I1éky, chemikalie a UV zateni).

Infekei je pfisuzovan nejvétsi podil na indukci autoimunity. U geneticky vnimavého
jedince infekéni agens zplsobuje aktivaci imunitnich pochodd s dysregulaci a selhanim
mechanismi tolerance.

Mechanismy pusobeni infekce: 1) odkryti nedostupného (kryptického) autoantigenu, 2)
ektopickd exprese histokompatibilniho komplexu (MHC) II. tfidy s prezentaci nepfistupnych
peptidd, 3) exprese kostimula¢nich molekul se stimulaci autoreaktivnich T-lymfocytl, 4)
,molekularni mimikry*, tzn. podobnost n¢kterych mikrobidlnich antigenti s vlastnimi, coz vede
k tvorbé autoprotilatek, 5) polyklondlni aktivace T-lymfocytl (,,bakteridlni superantigeny*)
(Horejsi 2017).
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Féze vzniku autoimunitniho onemocnéni: (Horejsi 2017)

1. Vnimavost - na zaklad¢ genetické predispozice dochdzi k poruse tolerance a snizeni
prahu pro vznik onemocnéni

2. Iniciace - jedna se o tzv. ,,autoimunitni laboratorni syndrom*, kdy dochézi ke zvyseni
zanétlivych markert, ale pacient je bez klinickych projevii

3. Propagace - rozviji se zanét, dochazi k poskozeni organt s klinickymi projevy

4. Regulace - aktivuji se regulacni mechanismy, dochazi ke spontdnnimu ¢i terapii
navozenému Utlumu autoimunitniho onemocnéni

5. Rezoluce - zanét spontanné ustoupi (remise) nebo dojde k selhdni regulace zanctu
s progresi poskozeni

6. Progrese - rozviji se vyrazna reakce cilena proti vice autoantigenim (,,determinant
spreading®)

7. lIreverzibilni poskozeni - zanét vyhasind, dochéazi k vazivové pfemeéné poskozenych

nefunkénich tkdni a orgadnt ¢i dokonce selhavaji zivotni funkce

Autoimunitni onemocnéni klasifikujeme dle rozsahu a mechanismii poSkozeni na
systémova (napf. systémovy lupus erythematodes) a organové specifickd (napf. roztrouSena
skler6za mozkomisni) ¢i lokalizovana (napf. idiopatické stfevni zanéty) (Horejsi 2017).

Celkova prevalence autoimunitnich onemocnéni v populaci je kolem 5 %.

Cilem terapie je pfedchdzeni vzniku ireverzibilniho poskozeni. V terapii autoimunitnich
onemocnéni se uplatituji imunosupresivni latky, napt. kortikoidy, azathioprin, cyklofosfamid,
metotrexat nebo mykofenolat mofetil. Pti pfevazujicim poskozeni autoreaktivnimi T-lymfocyty
se Casto pouziva cyklosporin A, eventualné jind imunosupresiva, napt. rapamycin, takrolimus,
v téz8ich ptipadech protilatky proti T-lymfocytim (anti-CD4, cedelizumab) a B-lymfocytim
(anti-CD20, rituximab). Velkého Uspéchu doznala terapie namifend proti n€kterym hlavnim
mediatorim zanétu, napf. inhibitory TNF solubilniho receptoru pro TNF-a (etanercept) ¢i
monoklondlni protilatky proti TNF-a (infliximab, adalimumab, golimumab, certolizumab)
(Horejsi 2017).

Uveitida se fadi mezi organové specificka autoimunitni onemocnéni. V jeji etiopatogenezi
se uplatiluji zejména autoreaktivni T-lymfocyty (Thl, Th17, Tc).

Stran rizikovych faktorti vzniku se setkdvame s asociaci s HLA haplotypy ¢i uréitymi
alelami, napt. s HLA-B27 u piedni uveitidy bez/s pfitomnosti ankylozujici spondylitidy.
DalSimi rizikovymi haplotypy jsou napf. HLA-A29 (birdshot choroidopatie), HLA-B5I
(morbus Behcet) a dalsi (Feltkamp 1990).
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Stav tolerance vii¢i vlastnim antigenitim je dosazen 2 mechanismy, tj. centralni a periferni
toleranci, které na sebe navazuji a pii selhani jedné ¢i druhé mize dojit k rozvoji autoimunity.
Centralni tolerance probiha v thymu, kde vznikaji a vyzravaji nové T-lymfocyty se specificitou
vuci Sirokému spektru antigenti. Béhem tohoto procesu podléhaji T-lymfocyty s vysokou
afinitou viCi autoantigentim apoptoze (negativni selekce autoreaktivnich T-lymfocyti),
zatimco T-lymfocyty se stfedni afinitou mohou projit konverzi v pfirozené Treg. Nachylnost
k rozvoji autoimunitni uveitidy muize byt zcasti regulovana urovni exprese patogennich
antigenti v thymu. Proces centréalni tolerance je sam o sob¢ nedostatecny k eliminaci vSech
autoreaktivnich T-lymfocytl, proto zde hraje nasledné roli i tolerance periferni. Buniky uniklé
centralni toleranci mohou byt pod dohledem tolerance periferni. Pii setkani se znamym
antigenem v tkdni bez pritomnosti kostimulac¢nich signal mutze dojit k tzv. imunologické
paralyze (anergii), tedy ztrat€ schopnosti proti nému reagovat, ¢i dochazi ke konverzi v Treg.

Pro omezenou dostupnost tkanovych antigenii unikétnich pro oko, resp. chybéni jejich
exprese mimo oko, které jsou sekvestrovany za hemato-retindlni bariérou, nemusi periferni
tolerance v piipadé oka fungovat dostatecné. V krvi zdravych jedinct cirkuluje velké mnozstvi
T-lymfocyti specifickych vici sitnicovym antigenim, ale tyto naivni autoreaktivni T-
lymfocyty ve vétSiné ptipadi nezplsobuji rozvoj uveitidy, protoZze pravdépodobné potiebuji
dalsi aktivacni procesy k pruniku do cilového organu. Pti pfedchozi aktivaci in vitro ¢i expresi
transgenniho TCR specifického receptoru pro interfotoreceptorovy retinoid-vazajici protein
(IRBP) mohou bariérami proniknout (Heissigerova at al. 2016, Horai and Caspi 2019).

Mikrobialni stimul by mohl byt zahrnut v procesu spusténi zanétu. Vzhledem k tomu, Ze
mikrobidlni stimuly (napt. kompletni Freundovo adjuvans - CFA) vrozené imunity mohou vést
ke zméné tkanove specifickych T-bunék v patologicky efektorovy typ, byla studovéana role
komenzélnich mikrobiot jako spoustécii uveitidy. Toto bylo potvrzeno pokusy, kdy u mysi
s redukci mikrobidlni ndloZe kombinaci Sirokospektrych antibiotik ¢i v bezmikrobnim prostiedi
doslo k vyraznému oslabeni projevii onemocnéni (Heissigerova at al. 2016, Horai and Caspi

2019).

1.4  Vliv mikroorganismi u uveitid

Mikroorganismy, zejména stfevni mikrobiota (diive oznacovana jako stfevni
mikroflora), hraji vyznamnou roli ve vyvoji imunitniho systému a dalSich fyziologickych
funkci, predpokladd se tedy jejich podil na individudlni nichylnosti k rozvoji infekénich

onemocnéni ¢i IMID (Kverka and Tlaskalova-Hogenova 2017).
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Stievni mikrobiota tvoii slozity ekosystém, ktery zahrnuje velké mnozstvi bakterii, vird,
plisni a parazitii. Sklada se z vice nez 1000 druhti bakterii a pocet vSech jejich genti (mikrobiom)
prevySuje 100krat pocet gent v lidském organismu (Tlaskalova-Hogenova 2019).

V posledni dobé¢ se diky pokrokiim v molekuldrni biologii (zejména sekvenace genu pro
bakterialni 16S ribozomalni ribonukleové kyseliny - rRNA) stale vice laboratofi vénuje studiu
slozeni mikrobioty, jeji aktivity a mechanismt ptisobeni na hostitele (Tlaskalova-Hogenova
2019).

Vzhledem k nalezim zmén slozeni mikrobioty u rtiznych chorob a moznostem jeji
manipulace (napf. pouzitim antibiotik, zménou diety, doplnénim bakteridlnich metabolitii —
prebiotik, probiotik ¢i fekalni transplantaci) se stale vice medicinskych oborti zabyva ulohou
mikrobioty ve vyvoji zdravého jedince a v etiopatogenezi IMID (Young 2017).

Kvalitativni a kvantitativni zmény mikrobioty, jeji metabolické aktivity a lokalni
distribuce se oznacuji terminem dysbidza, jejiz rizné stupné byly prokézény u IMID, napf.
diabetu mellitu 1. typu, roztrousené skler6zy mozkomisni, autoimunitni hepatitidy, revmatoidni
¢i reaktivni artritidy, obezity, aterosklerdzy, alergii, idiopatickych stfevnich zanéti, celiakie,
psoriazy a nadort (Albenberg and Wu 2014, Holzapfel et al. 1998, Nayyar et al. 2020,
Tlaskalova-Hogenova 2019, Li et al. 2018, Opazo et al. 2018). Charakteristickymi rysy
dysbidzy jsou ztrata riznorodosti (snizeni diverzity), zvySeny vyskyt potencialné patogennich
bakterii (patobiontti) nebo naopak chybéni prospésnych bakterii. Stale neni jasné, zda je
dysbioza pfic¢inou, asociaci nebo disledkem patologického stavu (Kverka and Tlaskalova-
Hogenova 2017).

Neékteré vySe zminéné systémové choroby, jako napt. idiopatické stievni zanéty,
ankylozujici spondylitida, roztrousena skler6za mozkomisni, mohou byt spojené s uveitidou.
Dle nedavno vydanych studii miize byt uveitida, napf. pii roztrouSené skler6ze mozkomisni,
morbus Behcet, Vogt-Koyanagi-Haradové nemoci, doprovazena zménami stievniho
mikrobiomu (Kalyana Chakravarthy et al. 2018, Oezguen et al. 2019, Ye et al. 2018, 2020).

Pti fekélni transplantaci stolice od pacientli s morbus Behcet mySim nachylnym
k rozvoji autoimunitni uveitidy doslo ke zvySeni zanétlivé aktivity, coz poukazuje na moznou
kauzalni souvislost mezi stfevni dysbidzou a neinfekéni uvetidou (Ye et al. 2018).

Nartstd pocet védeckych skupin vénujicich se studiu role mikroorganismi
v etiopatogenezi lidskych zanétlivych nemoci véetné neinfekéni uveitidy. K tomu vyuzivaji
experimentalni zvifeci modely danych nemoci. Sté€Zejni vyznam hralo pouziti bezmikrobnich

(germ-free) ¢i cilené€ kolonizovanych (gnotobiotickych) mysi. Diky tomu bylo prokazéano, Ze
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mikrobiota hraje zcela zésadni roli v regulaci imunitnich procesii hostitele 1 vyvoji IMID
(Hrncir et al. 2008, Sterzl et al. 1987, Tlaskalova-Hogenova et al. 2011).

V minulych experimentech nd$ tym prokazal, Ze u bezmikrobniho stavu se u vétSiny
experimentalnich zvifat EAU nerozvinula, coz bylo provazeno nizsi infiltraci sitnice
makrofagy, snizenim poctu T-efektorovych lymfocyti a vzestupem Treg ve spadovych
lymfatickych uzlinach (Heissigerova et al. 2016).

V piipad¢ experimentalni uveitidy peroralni, ale ne intraperitonedlni podavani
Sirokospektrych antibiotik (ampicilin, metronidazol, neomycin a vankomycin) vedlo ke
zménam stievniho mikrobiomu, snizeni stupné zanétu u EAU, zvysSeni poc¢tu Treg a redukci
efektorovych T-lymfocyt (Thl a Th17) a prozanétlivych cytokint (Nakamura et al. 2016).

Nektera antibiotika (napf. metronidazol) mohou mit dle literatury kromé
antimikrobialnich U¢inka 1 G¢inky imunomodula¢ni. To vede ke snizeni hladin nékterych
cytokinti, leukocytii a také jsou schopna stimulovat ¢i inhibovat proliferaci lymfocyti a
produkci protilatek (Shakir at al. 2011).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA - short chain fatty acids; acetat, butyrat,
propionat) neboli produkty fermentace na vlakninu bohaté stravy stfevnimi bakteriemi mohou
vést k redukei zanétu u EAU. Jsou popisovany 2 moznosti ucinku: 1) zvySeni poctu Treg
v kolon a cervikalnich lymfatickych uzlinach (cLN), 2) redukce transportu efektorovych
lymfocytli mezi stfevem a slezinou (Lin 2019).

Dal8i moZnosti manipulace s mikrobiomem je vyuZiti probiotik. Probiotika jsou
definovana jako zivé mikroorganismy, které jsou prospésné pro zdravi hostitele, pokud jsou
uzivana v ptiméreném mnozstvi (WHO 2001).

S mySlenkou pouZiti probiotik pro jejich pfiznivy vliv na zdravi pfisel poprvé v roce
1908 Elie Metchnikoff (Metchnikoff 1908). Poté byla vroce 1917 uspéSné izolovéana
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) a pouZita pro 1é¢bu pacientl se shigelézou (Islam 2016).
V klinické praxi byl ucinek probiotik prokdzan v ptipad€ gastrointestindlnich onemocnéni,
napt. k udrzeni remise ulcer6zni kolitidy, u syndromu drazdivého tra¢niku, akutnich prijmu u
kojenct a batolat, nekomplikované divertikuldzy tlustého stfeva (Henker et al. 2007, Kruis et
al. 2012, Scaldaferri et al. 2016).

Pozitivni u¢inky EcN byly prokdzany i experimentdlné u mysSich modelii roztrouSené
skler6zy mozkomisni (EAE - experimental autoimmune encephalomyelitis) a v prevenci
zévazné formy alergického astmatu (Secher at al. 2017, 2018). V ptipad€ modelu astmatu m¢la
protektivni efekt i probiotickd bakterie Escherichia coli O83 (EcO) (Hrdy at al. 2018,
Lodinova-Zadnikova et al. 2003, Zwicker et al. 2018).
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Kombinace 3 tydny peroralné podavanych probiotik IRT-5 (Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus
Thermophilus) s S5dennim ptedchozim poddvanim kombinace Sirokospektrych antibiotik
(ampicilin, vankomycin, metronidazol) méla protektivni efekt u EAU s redukcei efektorovych
T-lymfocyti (Tc) na fezech mysSich bulbt, ale nedoslo ke zménam v poctu Treg (Kim et al.
2017).

Pro vySe zminény vliv mikroorganismu bylo naSim zdmérem otestovat vliv vybranych

probiotik EcO a EcN u mysiho modelu EAU.

1.5 Model EAU

Vzhledem k relativné vzacnému vyskytu a vysoké heterogenité onemocnéni je velmi
obtizné provadét klinické studie s cilem hleddni novych moznosti 1é€by uveitid, proto byly
vytvoteny zvifeci modely onemocnéni. Tyto modely ndm umoziuji studium etiopatogeneze a
testovani novych terapeutickych moznosti (Caspi 2006, Xu et al. 2008).

Modelovymi zvifaty pro uveitidu jsou morce, potkan, mys, opice a kralik. Modely
délime na spontdnni a indukované imunizaci retinalnimi autoantigeny. Mezi tyto antigeny
fadime proteiny, napi. IRBP, arrestin (S-antigen), rhodopsin, opsin, recoverin, phosducin,
melanin, endotoxin, myelin, membranové komponenty RPE a ¢ockovy protein. Na zaklad¢ typu
zviteciho kmene a pouzitého imunizac¢niho protokolu, resp. pouzitého autoantigenu, maze byt
klinicky pribéh akutni, postihujici pfedni 1 zadni o¢ni segment imitujici lidskou panuveitidu
nebo chronicky, mirny, s postizenim zadniho segmentu a napodobenim lidské zadni uveitidy
(Caspi 2006, Klimova et al. 2016, Xu et al. 2008).

NejrozsifenéjSim a nejlépe popsanym se stal model EAU zavedeny v roce 1988. Jedna
se o0 my$i model mirné chronické zadni uveitidy, u kterého se zanét indukuje subkutanni injekci
IRBP v emulzi s CFA s usmrcenymi mykobakteriemi a intraperitonealné se aplikuje pertusovy
toxin (PT), ktery zplsobi stimulaci vrozenych imunitnich mechanismu a napodobuje zanétlivy
stimul u pacientl s uveitidou. Vyhodami modelu jsou velmi podobné rysy zanétu jako u lidské
zadni uveitidy (zanétlivé infiltraty ve sklivci a sitnici s postupnou atrofizaci fotoreceptort i
dalSich vrstev sitnice), kvalitni vizualizace zmén na o¢nim pozadi diky minimalni aktivité na
pfednim ocnim segmentu pii biomikroskopickém vySetfeni a chronicky prib&h zanétu
k dobrému hodnoceni dynamiky onemocnéni a efektu 1é€by (Avichezer et al. 2000, Xu et al.

2008).
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1.6  Lécba uveitid

Lécebnou strategii uveitid ovlivituje mnoho faktorti. Roli hraji pfi¢ina (infekéni ¢i
neinfekéni), anatomické projevy (typ uveitidy), lateralita (unilateralni nebo bilateralni) zanétu
a soucasna piitomnost celkového onemocnéni (Barry et al. 2014).

Cilem Iécby je minimalizovat az Gplné€ potlacit zanétlivou aktivitu, pfedchazet rozvoji
zrak ohrozujicich komplikaci spojenych s uveitidou (katarakta, sekundarni glaukom a cystoidni
makularni edém), zachovat centralni zrakovou ostrost a ulevit pacientovi od subjektivnich

obtizi (Svozilkova 2009).

1.6.1 Lécba infekénich uveitid
V piipadé¢ zjisténé infek¢ni pficiny uveitidy pouzivame terapii specifickou, cilenou, tedy
kauzalni vi¢i danému agens, tj. antivirotika, antibiotika, antimykotika, antituberkulotika,

antihelmintika, a to samostatné nebo spolu s terapii protizanétlivou (Svozilkova 2009).

1.6.1 Lécba neinfek¢nich uveitid

Pfi vylouceni infekce ptredpoklddame spiSe imunitné podminénou etiologii uveitidy,
tudiz se uplatiiuje terapie protizdnétliva s cilem ovlivnéni regula¢nich mechanismi zénétu a
potlaceni zanétlivé aktivity.

Imunitni systém lze ovlivnit neselektivné uzitim kortikoidi  (prednison,
metylprednisolon) ¢i antiproliferacnich latek (metotrexat, mykofenolat mofetil, azathioprin,
cyklofosfamid), déale selektivné ovlivnénim T-lymfocytl (cyklosporin A, takrolimus), inhibici
prozanétlivych cytokinti (anti-TNF-o — infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab,
certolizumab) €1 podanim imunomodulaénich cytokinll (interferon a). Pro odliSné piisobeni
jednotlivych imunosupresiv je mozné a vhodné nékteré z nich kombinovat s dosaZzenim posileni
ucinku (Rihova 2009, Svozilkova 2009).

Lécbu vétSinou zahajujeme kortikoidy. Imunosupresiva ptiddvame ke kortikoidiim u
tézSich zrak ohrozujicich zanétd s cilem snizit vyskyt nezadoucich ucinkd kortikoidi a pfi
nemoznosti sniZit jejich davky pro aktivitu zanétu (Svozilkova 2009).

Biologicka terapie vyuZziva k modulaci zdnétu vétSinou monoklonalni protilatky, jejichz
cilem jsou molekuly — zanétlivé mediatory — cytokiny, dale se mtize jednat o vyuziti interferont,
inhibitort signaliza¢nich kaskad apod. Jedna se o dalSi moznost 1écby pii nedostatecné kontrole

zanétu kortikoidy a béZnymi imunosupresivy.
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Piehled moZnosti biologické 1é¢by:

e anti-TNF-a: infliximab, adalimumab, golimumab, certolizumab, etanercept
e anti-IL1p: anakinkra, canakinumab

e anti-IL2: daclizumab

e anti-IL-6: tocilizumab, sarilumab

e anti-IL-17A: secukinumab

e anti-IL-12/IL23: ustekinumab

e anti-CD20: rituximab

e anti-CD28: abatacept

e IFN: IFN-020, IFN-02B, IFN-B

e inhibitory Janusovy kinazy (JAK): tofacitinib, baricitinib

e intravenozni Ig: polyspecificky IgG

V multicentrickych  klinickych studiich probiha testovani Sirokého spektra
monoklondlnich protilatek zaméfenych na blokddu cytokind, adhezivnich a kostimulacnich
molekul, které se uplatiiuji v etiopatogenezi uveitidy (Ferreira et al. 2021).

Novéji se setkdvame s imunoterapii s vyuzitim autolognich Treg v 1écbé uveitid

(Foussat et al. 2017).

1.6.3 Chirurgicka 1écba

Operacni metoda - pars plana vitrektomie — neboli odstranéni sklivce s feSenim zmén
sitnice se pouzivd v kombinaci s konzervativni terapii uveitid a je indikovéana v piipadé
endoftalmitid a komplikaci uveitid (Becker and Davis 2005). Z diagnostickych diivodu I1ze na
zacatku vykonu odebrat vzorky sklivce, dale je mozné navic na zavér vykonu aplikovat 1éky do

sklivcového prostoru (Svozilkova et al. 2011).

V soucasnosti se pozornost stale vice upira ke zménam sttevniho mikrobiomu u IMID
vcetné uveitid a testuji se zptisoby ovlivnéni mikrobiomu, a tim ovlivnéni imunitniho systému

a sniZeni poSkozujici zanétlivé imunitni reakce.

Tato dizertatni prace se bude zabyvat vyzkumem zcela novych pfistupli 1écby a
moznostmi ovlivnéni autoimunitni uveitidy, a to cestou ovlivnéni mikrobiomu na

experimentalnim modelu u mysi.
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2 CILE DIZERTACNIi PRACE

Cilem na$i prace bylo studium vlivu mikroorganismt a dalSich faktorti v procesu
autoimunitni uveitidy. Byl testovan vliv Sirokospektrého antibiotika metronidazolu a
kolonizace stfeva dvéma vybranymi probiotiky EcO a EcN. Poté byl hodnocen efekt 2 typi
zivych probiotik (u jednoho navic v autokldvované formé) podavanych v riiznych rezimech u
mySiho modelu EAU. Byla porovndvéna intenzita zanétlivé aktivity uveitidy klinicky in vivo a
histologicky post mortem. V piipadé experimentli s metronidazolem byly provedeny
imunohistochemické analyzy infiltrace mySich bulbi T-lymfocyty a makrofagy. Dale byly
v probiotickych experimentech provedeny imunologické analyzy spadovych lymfatickych
uzlin, Peyerovych platdi a stievniho obsahu. Byly provedeny stimulace lymfocytl

z lymfatickych uzlin u mysi s probiotikem.

Cile prace:
Na mys$im modelu EAU bylo cilem zjistit:
1. zda metronidazol v monoterapii vede ke sniZeni intenzity zanétu
2. vliv metronidazolu na infiltraci sitnice T-lymfocyty a makrofagy
3. efekt zivé probiotické bakterie EcO a EcN
4. efekt autoklavované probiotické bakterie ECN
5. rozdily populaci lymfocytd a jejich aktivity po stimulaci pomoci TCR a IRBP
v lymfatickych uzlindch po podavani EcN
6. rozdily v produkci cytokinii a antimikrobidlnich peptidi v Peyerovych platech pii
podavani EcN
7. zmény v poctu myeloidnich bunék a B-lymfocytl v lymfatickych uzlinach pii podavani
EcN

8. typ imunitni odpovédi v po€atecni fazi rozvoje zanétu
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Experimentalni zvirata

K nasim pokusim byly pouzity mysi samice inbredniho kmene C57BL/6J ve v€ku 6 az
8 tydnt (Obr. 2A), které byly ziskany z chovu Centra pro experimentalni biomodely 1. 1€karské
fakulty Univerzity Karlovy. Mysi byly umistény v konvencnim zvifecim zafizeni
Farmakologického ustavu 1. 1¢kaiské fakulty Univerzity Karlovy. Mysi byly pro kazdy
experiment dodany ve velké skupin€ a poté byly ndhodné rozdéleny do jednotlivych kleci.
Mysi, u kterych byly zjisStény kongenitalni vady, napi. mikroftalmus ¢i katarakta, byly vyfazeny
z experiment. Odborna komise pro praci s pokusnymi zvifaty 1. Iékaiské fakulty Univerzity
Karlovy schvdlila pouziti laboratornich zvitat pro projekt. Studie byla provedena v souladu
s doporucenimi etickych norem/smérnic definovanych legislativou Evropské unie tykajici se
vyuziti pokusnych zvitat (2010/63/EU), ceského zdkona €. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti
tyrani, vyhlaskou Ministerstva zemédélstvi €. 419 z roku 2012 o ochrané pokusnych zvifat a na
zakladé osvédceni Ministerstva zemedélstvi o odborné zpisobilosti k navrhovani pokust.
Protokoly byly schvéaleny Radou pro prava zvifat 1. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy,
Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a sportu (MSMT 9993/2017-2).

3.2  Indukce EAU

EAU byla u samic mysiho kmene C57BL/6J indukovéana dle standardniho protokolu
(Avichezer et al. 2000) subkutanni injekci 500 pg IRBP (1-20 [Homo sapiens] H2N-
GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD-OH, New England Peptide, Gardner, MA, USA) v emulzi
v poméru 1:1 s CFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) obsahujicim 3,3 mg/ml teplem
usmrcené bakterie Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco, Franklin Lakes, NJ, USA).
Suspenze byla aplikovana standardné subkutdnné do obou zadnich koncetin (Obr. 2B,C).
Soucasné¢ bylo intraperitonedlné aplikovano 1,2 pg PT rozpuSténého ve fosfatovém
pufru (PBS).

IRBP byl pted emulzifikaci v CFA rozpustén dimethylsulfoxidu (DMSO, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA).
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Obr. 2: Indukce EAU. A: Samice mysi kmene C57BL/6; B: Reagencie k indukci: PT, IRBP,
CFA; C: Subkutanni aplikace emulze IRBP s CFA do zadni koncetiny.

3.3 Klinické hodnoceni EAU

21. a 27./28. den po indukci EAU byla in vivo béhem klinického hodnoceni
(biomikroskopie fundu) pomoci topického endoskopického zobrazovani fundu (TEFI) potizena
digitalni fotografie centralni ¢asti sitnice zadniho pdlu kazdého oka (Obr. 3) Pro zvétSeni obrazu
byla mezi fotoaparat a otoskop vlozena spojna ¢ocka o optické mohutnosti +4,0 dioptrie. Pro
klinické hodnoceni byly mysi uvedeny intraperitonealni injekci do celkové anestezie (ketamin
80 mg/kg a xylazin 5 mg/kg, obé& anestetika — Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceské republika).
Fotografie fundu byly pofizeny v arteficialni mydridze (tropicamid, Unitropic 1 % oph. gtt.,
Unimed Pharma, Bratislava, Slovensko a phenylephrin, Neosynephrin-POS 10 % oph. gtt.,
Ursapharm, Praha, Ceska republika). Na rohovku byl pro ptiloZeni otoskopu aplikovan viskozni
o¢ni gel (Vidisic gel, Bausch and Lomb, Praha, Ceska republika). Zanétlivé zmény v centralni
¢asti sitnice obou oc¢i byly zhodnoceny dle standardnich kritérii (Xu et al. 2008) zvlast’ pro ter¢
zrakového nervu, sitnicové cévy a vlastni sitnici (Tab. 1, Obr. 4). Dva zkuseni oftalmologové
nezavisle zhodnotili vSechny fotografie. V ptipad¢ subjektivniho rozdilu v hodnocenich byl
nasledné po diskuzi na zakladé shody urcen vysledny stupeni zdnétu. Na zaklad€ publikovanych
kritérii klinického hodnoceni byl pro kazdé oko stanoven vysledny stupeit zénétu 0
(fyziologicky nalez) az 4 (zavazny nalez). V pokusech s probiotiky byla zménéna metodika.
Stanovili jsme celkové hodnoceni pro kazdou mys jako aritmeticky primér ndlezu na obou

odich.
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Obr. 3: Klinické hodnoceni EAU pomoci fotoaparatu napojeného na otoskop.

Stupenl zanétu

Sitnicové infiltraty

Infiltrace terce

zrakového nervu

Zmény sitnicovych

cév

Strukturalni zmény

sitnice

1-4 malé 1éze nebo

1 linearni léze

minimalni

roz§itené cévy bez
perivaskularniho

opouzdieni

zanét ¢i atrofie na

< V4 plochy sitnice

5-10 malych 1ézi
nebo 2-3 linearni

1éze

mirna

Ny

roz§ifené cévy a 1-

4 mirna opouzdieni

zanét ¢i atrofie na
Y4 az % plochy

sitnice

> 10 malych 1ézi
nebo > 3 linedrnich

1ézi

stiedni

>4 mirna
opouzdieni nebo 1-
3 stfedné tézka

opouzdreni

panretinalni atrofie
s <3 linearnimi

1ézemi (jizvami)

splyvajici linearni

1éze

zavazna

> 3 stiedné tézka
opouzdieni nebo >

1 tézké opouzdieni

panretinalni atrofie
s > 3 linearnimi

lézemi (jizvami)

Tab. 1: Klinické hodnoceni — skorovaci tabulka.
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Obr. 4: Klinické hodnoceni — fotografie fundu: A: Fyziologicky nalez; B: Typické zmény pfi
EAU: Sipky ukazuji maly sitnicovy infiltrat (bild), linearni 1ézi (modrd), stfedni infiltraci terce
zrakového nervu (zelend); C: vyrazné opouzdieni sitnicové cévy, tj. vaskulitidu (Cervena),

krvaceni pti vaskulitidé (zlutd); D: atrofickou sitnici s uzavienymi cévami (fialova).

3.4  Histologické hodnoceni EAU

28./35. den po indukci byly mysi usmrceny, mysi bulby enukleovany a hned poté
ponoieny do Tissue-TEK O.C.T. COMPOUND (Sakura Finetek, USA, Inc., Torrance, CA,
USA) a zamraZeny v 2-methylbutanu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v tekutém dusiku.
Vzorky byly dale uchovavany v teploté -70 °C do ptipravy histologickych preparati. Bulby
byly poté nakrdjeny na kryostatu (Leica CM 1850, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Némecko) pfi teploté -17 az — 21 °C na fezy o tlouStce 7 um, které byly vedeny ve

3 Urovnich: v obou periferiich a centraln¢ v oblasti zrakového nervu. Poté byly fezy nabarveny
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metodou hematoxylin-eosin (Obr. 5). Nasledn¢ vzorky vyhodnotili 2 zkuSeni oftalmologové
s vyuzitim standardniho systému hodnoceni stupné zanétu (Tab. 2) (Obr. 6 a 7) (Heissigerova
et al. 2016). Na zdklad¢ publikovanych kritérii histologického hodnoceni byl pro kazdé oko
stanoven vysledny stupen zanétu 0 (fyziologicky ndlez) az 4 (zdvazny nalez). V piipade
probiotik jsme zménili metodiku (viz klinické hodnoceni), tj. hodnoceni pro kazdou mys bylo

stanoveno jako aritmeticky priimér nalezu na obou ocich.

. 5

Obr. 5: Zpracovani mrazenych bulbl. A: Krajeni zamrazenych bulbli na kryostatu; B:

Barveni metodou hematoxylin-eosin.

Obr. 6: Histologické hodnoceni — fyziologicky nalez na fezu bulbem bez EAU.

3.5 Podavani antibiotik u EAU
Mysim bylo podavano Sirokospektré antibiotikum metronidazol 500 mg/l (B. Braun,
Praha, Ceska republika), ktery byl rozpu§tén v pitné vodé. Mysim v kontrolni skupiné byla

podéavana pitna voda bez metronidazolu. Voda byla myS$im vyménovana kazdé 3 dny k prevenci
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kontaminace (Klimesova et al. 2013, Zakostelska et al. 2016). Podéavani metronidazolu bylo

zahdjeno bud’ 1 nebo 2 tydny pted indukci s pokracovanim do konce pokusu.

Obr. 7: Histologické hodnoceni — typické zmény pti EAU: Sipky ukazuji bunécnou infiltraci

sklivee (modrd), cévni stény pii vaskulitidé (oranzova), retindlni zahyby, tzv. foldy (zelend),

atrofii fotoreceptort (zlutd).

mirna - - - - -
v fasnatém
télesu/sitnici/cévnatce
- misty/mirna mirna misty - -
bunky 2 avice cév | mirnd/stiedni 2 1-2 mirna/stiedni
v predni komote
- 10-50 % vyrazna >2 >2 tézka
(> 60 %)
subretindlni exsudat > 50 % zavazna rozsahlé >2 tézka
nebo (> 60 %)
odchlipeni

Tab. 2: Histologické hodnoceni — skorovaci tabulka.
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3.6 Imunohistochemicky priikaz lymfocyti a makrofagu

Imunohistochemické vysetieni bylo provedeno pouze v pokusech s metronidazolem.
Pro tuto analyzu byly nahodn¢ vybrany 3 mysi z kazdé¢ skupiny. Pfitomnost T-lymfocytt (CD3
molekula) na mrazenych fezech sitnice mysi s EAU z bulbli odebranych post mortem 35. den
jsme prokazovali tfistupnovou imunoperoxiddzovou reakci. Pomoci CD3 protilatky (Rabbit
Polyclonal Anti-Human CD3, Dako Denmark A/S, Glostrup, Dansko) v fedéni 1:200 v PBS a
1,5% normalnim kozim séru byly za vizualizace pomoci sekundarni biotinylované krali¢i
protilatky (Dako Denmark A/S, Glostrup, Dansko) a soupravy Vectastain Elite ABC HRP kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) detekovany CD3 pozitivni buiiky (obr. 8).

Pozitivnimi kontrolami byly fezy sleziny s primdrni i sekundarni protilatkou,

negativnimi kontrolami fezy sleziny bez primarni protilatky.

Obr. 8: Imunohistochemicky pritkkaz T-lymfocyti (zelena Sipka) na fezu sitnici s EAU.

K imunohistochemickému pritkazu makrofagti byla v imunoperoxiddzové reakci
pouzita protilatka F4/80 (Rat Monoclonal [BMS8] Anti-Mouse F4/80, Abcam, Cambridge,
Velka Britanie) v fedéni 1:100 v PBS a 1,5% normalnim kozim séru (obr. 9). Vizualizace vazby
byla provedena pomoci sekundarni biotinylované krysi protilatky (Abcam, Cambridge, Velka

Britanie) a soupravy Vectastain Elite ABC HRP kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA).
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Obr. 9: Imunohistochemicky prikaz makrofagti (Cervena Sipka) na fezu sitnici s EAU.

3.7 Podavani probiotik u EAU

Probiotické ziva bakterie EcO (sérotyp O83:K24:H31; Dyntec spol. s.r.o., Terezin,
Ceska republika) nebo Ziva ¢ autoklavovana (121 °C, 30 min, 0,12 MPa) EcN (sérotyp
06:K5:H1; Ardeypharm GmbH, Herdecke, Germany) byly pouzity pro nase experimenty. Ob&
bakterie (EcN, EcO) byly kultivovany v Lennoxov¢ verzi bujonu Luria Bertani (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Na spektrofotometru byly v 600 nm (Asoo) zméteny optické denzity pro
zjisténi ristovych kiivek specifickych pro kmen, poté byly denzity porovnany pocitanim
jednotkek tvoticich kolonie (CFU) po 24hodinové kultivaci na 0,5% agarovych destickach
piipravenych ze stejného bujonu. Dale byly cCerstvé bakteridlni suspenze rozpustény ve
sterilnim fyziologickém roztoku (0,9% NaCl; ARDEAPHARMA, as., Sevétin, Ceska
republika) k dosaZeni cilové koncentrace 10'° ml™!. Mysim jsme podévali davku o objemu 100
ul (10° bakterii) této suspenze. Pravideln& jsme monitorovali Zivotnost zminénych bakterii
kultivaci na agarovych pidach. Alikvéty s probiotiky byly uchovavany pii teploté 4-8 °C po
dobu maximaln¢ 2 tydnt. Pfimo pted vlastni aplikaci probiotik byl obsah alikvot rozmichan
pomoci sterilniho fyziologického roztoku. Probiotika byla poddvana gavazi orogastrickou
sondou 3krat tydné (Obr. 10) s vyuzitim jednoho ze Ctyf typti pokusnych rezimi a kontrolam
byl podavan fyziologicky roztok (Obr. 11): (a) dva tydny pied EAU indukci s pokraCovanim
do konce experimentu (kombinace prevence a terapie, 18 davek); (b) pouze dva tydny pied
EAU indukeci (prevence, 6 davek); (c) od 1. dne po EAU indukei az do konce pokusu (¢asné a
pozdni terapie, 12 davek); (d) posledni dva tydny pokusu (pozdni terapie, 7 davek). Kontrolni
skuping¢ bylo podavano 100 pl fyziologického roztoku (placebo/sham). Pro studium vlivu EcN
na imunitni systém pied rozvojem ptiznaklit EAU byl proveden pokus v rezimu podavani
probiotik v kombinaci prevence a terapie s ukoncenim a usmrcenim mysi 7 dni po EAU indukci
(9 davek).
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3.8  Analyza populaci lymfocyti v lymfatickych uzlinach
Po indukci EAU byl proveden odbér mezenteridlnich (mLN), inguindlnich (iLN)

miznich uzlin a cLN, poté byly pfipraveny suspenze jednotlivych bun€k (Kostovcikova et al.
2019). Daéle byly 7 dni po indukci EAU provedeny odbéry: 2 cm ilea bez Peyerovych plath
s naslednou izolaci bunék zlamina propria mucosae mechanickou dezintegraci a
enzymatickym natravenim dle dfive uvetejnénych protokold (Cossarizza et al. 2017, Qiu et
Sheridan 2018). Pratokova cytometrie (FACS) byla provedena dle nésledujiciho postupu:
bunécéné suspenze byla omyta v PBS, oznafena ve fixaénim barvivu Fixable Viability Dye
(ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA), dale fixovana a permeabilizovdna pomoci
eBioscience™ Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (ThermoFisher Scientific).
Nespecifické barveni bylo blokovano 10% mysSim sérem a protilatkou anti-CD16/CD32 (Fc
receptory) a suspenze byla nabarvena bud’ pomoci markerti na T buiiky nebo monocyty a
makrofagy s vyuZitim fluorescenéné znacenych protilatek.
Burniky byly definovény:

e Monocyty/makrofagy: CD45+CD11¢c-B220-CD3-CD49b-Ly-6G-SSClo

e Neutrofilni granulocyty CD45+CD11c-B220-CD3-CD49b-Ly-6G+

e B-lymfocyty CD45+CD11c-B220+

e Makrofagy CD45+F4/80+CD11b+CD11b+, M1 (CD38+Erg2+) a M2 (CD38-

Erg2+), markery byly zvoleny dle diive publikovanych dat.
AR

Obr. 10: Postup podavani probiotik. A: Technika manipulace s mysi; B: Aplikace probiotik
gavazi orogastrickou sondou.
(foto prevzato z: https://www.semanticscholar.org/paper/Delivery-of-the-Porcupine-Inhibitor-

WNT974-in-Mice.-Zhang-Lum/a99879140af43b1289719c8867e49f0e9e42e22f/figure/2)
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Obr. 11: Rezimy podavani probiotik v¢etné casové osy pritbéhu experimenti.

Pro analyzu intracelularni produkce cytokind byly buiiky (2 x 10° bunék v kompletnim
RPMI) inkubovany 18 hodin na desti¢ce s navazanym 5 pg/ml anti-CD3¢ a 4 pg/ml anti-CD28
(ob¢ z Biolegend) nebo 40 hodin s 20 pg/ml IRBP a smés 3 pg/ml Brefeldinu A a 2 pmol
Monensinu (obé od ThermoFisher Scientific) byla ptidana k poslednim 4 hodindm inkubace.

Bunkky byly poté omyty, dile oznaCeny s fixacni barvou Fixable Viability Dye
(ThermoFisher Scientific), fixovany a permeabilizovany pomoci eBioscience™ Intracellular
Fixation & Permeabilization Buffer Set (ThermoFisher Scientific), blokovany pomoci
protilatek anti-CD16/CD32 a nabarveny pro CD3, CD4, CD8 (vSe Biolegend), IFN-y, IL-17 a
TNF-a (vSe ThermoFisher Scientific). Data z FACS byla ziskédna s vyuzitim LSRII (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) a zanalyzovana vyuzitim programu FlowJo software (Tree

Star Inc., Ashland, OR, USA).

3.9  Analyza produkce cytokinii ve stievé

Po indukci byly provedeny odbéry vzorkt stieva: 3 Peyerovy platy distalni ¢asti tenkého
stteva a jedna tfi-milimetrova punch biopsie distalni ¢asti tlustého stteva (Kverka et al. 2011).
Vzorky byly poté zvaZzeny a kultivovany v 500 ul kompletniho RPMI média (Merck; Cat#
RO883) obsahujiciho 10% tepelné inaktivované fetdlni bovinni sérum (Biochrom GmbH,
Berlin, Germany; Cat# S 0115) a 1% antibioticko-antimykoticky roztok (Merck) ve zvlh¢eném
inkubatoru (37 °C, 5% CO2) po dobu 48 hodin. Poté byly odebrany supernatanty a uchovany
do analyzy pii teploté —20 ‘C. Nasledné bylo provedeno méfeni cytokini ve tkafiové kultuie
supernatantli s vyuzitim odpovidajicich enzymovych imunoassayovych (ELISA) setl pro mysi
TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-33 a S1I00AS8 (vSe Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA; Cat# DY410,
DY406, DY401, DY3626 and DY3059) dle instrukci vyrobce.
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3.10 Analyza regula¢nich genu ve stievé

Pti ukonceni experimentu, tj. 28. den po indukci, byly provedeny biopsie kolon a ilea,
které byly uchovany v RNALater (Qiagen, Hilden, Germany) pfi teploté —20 ‘C do dalsi
analyzy. Dale byla provedena homogenizace tkané pomoci keramickych kuli¢ek v Lysing
Matrix D na FastPrep-24 (obé MP Biomedicals, Solon, OH, USA) a byla provedena extrakce
celkové RNA pomoci TRI reagent (Zymo Research, Irvine, CA, USA). RNA byla nasledné
zpracovana pomoci TURBO deoxyribonukleové kyseliny-free (DNA-free) Kitu (ThermoFisher
Scientific) k odstranéni DNA. Dale byla zmétfena koncentrace a kvalita RNA ve vzorku pomoci
NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific). VSechny vzorky byly potom nafedény do stejné
koncentrace RNA a 500 ng RNA bylo transkribovano do komplementarni DNA (cDNA)
pomoci SuperScript IV Reverse Transcriptase kit (ThermoFisher Scientific), Oligo(dT) 12-18
primerti (Generi Biotech s.r.0., Hradec Kralové, Ceské republika) a rekombinantniho inhibitoru
ribonukleazy RNaseOUT™ (ThermoFisher Scientific). Byla provedena kvantitativni
polymerazova feté¢zova reakce (PCR) s pomoci gp SG PCR Master Mix (Generi Biotech,
Hradec Kralové, Ceska republika) a specifickymi primery na LightCycler® 480 Real-Time
PCR systému (Roche, 2019) k ureni zmén v expresi mediatorové ribonukleové kyseliny
(mRNA). Parametry PCR byly nasledujici: 3 minuty pii teploté 95 °C, 39 cykld 30 sekund pfi
94 °C, 40 sekund pti 60 °C a 1 minuta pii 72 "C. Data byla normalizovéna dle referen¢niho genu
pro eukaryoticky elongacni faktor 2 (Eef2) a relevantni kontrolni skupiny. Zmény v genové

expresi byly spocitany dle metody delta delta Ct (2—AACt).

3.11 Analyza kolonizacni schopnosti probiotik

Probiotické bakterie EcN nebo EcO byly podavany gavazi mySim kmene C57BL/6J
(jedna davka = 10° Zivych bakterii na jednu mys ve 100 pl fyziologického roztoku; EcN n = 5;
EcO n = 4) ke zhodnoceni jejich schopnosti kolonizovat stfevo mys$i. K prevenci mozné
kontaminace mezi skupinami mysi s jednotlivymi probiotiky byly mysi s EcN a EcO chovany
odd¢lené. Po 48 hodinach od gavaZze probiotik byly mysi usmrceny a byl odebran stfevni obsah
zilea, céka a kolon. Poté probéhlo véazeni jednotlivych vzorkl, izolace DNA pomoci
MasterPure DNA Purification Kit (Epicentre, Madison, WI, USA) a dosazeni koncetrace 5
ng/ul. Sériova fedéni vzorku DNA z 5 x 10® CFU originalnich suspenzi byla pouzita jako
standardy. Déle byly 4 ul tohoto templatu smichany s gb SG PCR Master Mix (Generi Biotech
s.r.0.) a specifickymi primery. Parametry PCR byly: 4 minuty pfi 95 'C, 40 cyklt po 30
sekundéch pti 94 °C, 30 sekund pii 61 “C a 60 sekund pii 72 “C. Poéty probiotik byly upraveny

na CFU na gram vzorku a statisticky zanalyzovany.

38



3.12 Tvorba a kultivace makrofagi odvozenych z kostni di‘ené

U mysi kmene C57BL/6J ve véku 10 tydnti byl proveden odbér kostni diené z femuru.
Dle dfive popsaného postupu byly nésledné ptipraveny suspenze jednotlivych bunék (Zhang et
al. 2008). Poté byly buiikky 6 dni kultivovany v diferencia¢nim médiu kostni dien¢ (DM)
s pasazovanim/vyménou kultury kazdé 4 dny. DM se skldda z kompletniho RPMI média
(Merck) obsahujiciho 10% teplem-inaktivované fetalni bovinnni sérum (Biochrom GmbH), 1%
antibioticko-antimykoticky roztok (Merck), 50 pmol 2-merkaptoetanolu (Merck) a bylo
obohaceno o 1929 bunécné (ATCC CCL-1) podminéné médium. L929 bunécné podminéné
medium obsahuje kolonie-stimulujici faktor 1 (CSF-1) a bylo vyrobeno 10denni kultivaci L929
bun¢k v kompletnim RPMI médiu trvajici 10 dni. 6. den kultivace byly adherujici buiky
odebrany a pasazovany na 96F-well desticky v mnozstvi 1 x 10° bungk/ml a inkubovéany pies
noc, aby mély builky ¢as adherovat ke stén¢ desticky. Nasledujici den byly makrofagy
odvozené z kostni dten¢ (BMDM) stimulovany lyzatem probiotické bakterie o koncetraci 1, 10,
100 nebo 1000 pug/ml bud’ EcN, nebo EcO ve zvlh¢eném inkubdtoru (37°C, 5% CO2) po dobu
24 hodin. Kazdy lyzat byl pfipraven pruichodem 3krat French Pressem, poté byl lyofilizovan,

re-suspendovan v kompletnim RPMI médiu a testovan pro sterilitu.

3.13 Statisticka analyza

K analyze dat z klinického a histologického hodnoceni stupné zanétu jsme pouZili
pocitacovy program GraphPad Prism (verze 8.1.1.; GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
V pokusech s metronidazolem jsme provadéli analyzu skupin o¢i. U probiotickych pokust jsme
zménili metodiku a provadéli analyzu skupin mysi. Zde jsme u kazdé mysi ziskali vyslednou
hodnotu aritmetickym primérem obou oc¢i. Ke zhodnoceni rozdili mezi skupinami
s podavanym placebem a antibiotiky/probiotiky byl pouZit neparametricky test Mann-Whitney.
K otestovani rozdill mezi lyzaty s ECO a EcN na BMDM byl pouzit 2-way ANOVA
s Bonferronitho metodou nasobného testovani a za signifikantni p-hodnotu (p-value) bylo
povazovano p < 0.05. Data jsou zobrazena formou jednotlivych bodii s medianem v pokusech
s metronidazolem a aritmetickym primérem klinickych a histologickych stupniti zanétu
v pokusech s probiotiky, jako geometricky primér (Usecka) nebo geometrickd standardni
odchylka (chybova tsecka) u dat ukazujicich expresi regulacnich genli a jako aritmeticky

prumér (Gsecka) nebo standardni odchylka (chybova usecka) u ostatnich graft.
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4 VYSLEDKY
4.1  Efekt metronidazolu u EAU na stupeii zanétu

Metronidazol, Sirokospektré antibiotikum, ktery byl mySim podavan peroralné v pitné
vodé, vedl k signifikantnimu snizeni stupné zanétu u mysiho modelu experimentalni uveitidy
klinicky i histologicky, jak pfi zahajeni podavani 1 tyden pted indukci (Graf 1), tak i pfi zahdjeni
2 tydny pted indukci (Graf 2) s pokracovanim do konce pokusu oproti kontrolni skupiné
s pitnou vodou bez antibiotika.

Pti klinickém hodnoceni 21. 1 28. den bylo patrné sniZeni stupn¢ zanétu ve skupiné mysi
s metronidazolem oproti kontrolam.

Histologické vysetfeni ukazalo 35. den pouze minimalni ¢i zddné znamky zanétu ve
skupiné s metronidazolem oproti skupiné kontrolni, kde byl zanét vysokého stupné (Obr. 12 a
13).
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Graf 1: Vliv metronidazolu na stupenl zdnétu u EAU. Antibiotickd 1écba byla zahajena 1 tyden
ptred indukei. Klinické hodnoceni 21. a 28. den od indukce, histologické hodnoceni 35. den od
indukce (metronidazol 14 oci, kontroly 14 o¢i). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako

* (p <0,05), ** (p < 0,005). Cervené je zobrazen median.
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Obr. 12: Klinické a histologické hodnoceni u mysi lé€enych metronidazolem se zah4jenim 1
tyden pied indukci EAU a u kontrol. A: Foto fundu 28. den u kontrolni skupiny, kde malé Sipky
ukazuji sitnicové zmeény, tj. vyraznéjsi infiltraci ter¢e zrakového nervu (zelend), linearni 1ézi
(modrd) a vyraznéjsi opouzdieni cév (Cervend); B: Histologicky preparat barveny metodou
hematoxylin-eosin 35. den u kontrolni skupiny, na némz vétsi Sipky ukazuji vitritidu (modra) a
cetné retindlni zahyby (zelend); C: Foto fundu 28. den u skupiny, kdy byl mySim
podavan metronidazol, kde Sipky oznacuji mirnou infiltraci terée zrakového nervu (zelend),
dale rozsifené a mirn¢€ opouzdiené cévy (Cervena); D: Histologicky preparat barveny metodou
hematoxylin-eosin 35. den u mysi lé€enych metronidazolem, na némz vétsi Sipky ukazuji

vaskulitidu a infiltraci sitnice (oranzova).
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Graf 2: Vliv metronidazolu na stupen zanétu u EAU. Antibioticka 1é¢ba byla zahéjena 2 tydny

ptred indukci. Klinické hodnoceni 21. a 28. den od indukce, histologické hodnoceni 35. den od

indukce (metronidazol 20 o¢i, kontroly 12 o¢i). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p

<0,05) a **** (p < 0,0001). Cervené je zobrazen median.
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Obr. 13: Klinické a histologické hodnoceni u mysi lé€enych metronidazolem se zahajenim 2
tydny pfed indukci EAU a u kontrol. A: Foto fundu 28. den u kontrolni skupiny, kde malé Sipky
ukazuji sitnicové zmény, tj. infiltraci terCe zrakového nervu (zelend), linearni 1éze (modra) a
vyraznéjsi opouzdieni cév (Cervend); B: Histologicky preparat barveny metodou hematoxylin-
eosin 35. den u kontrolni skupiny, na némz vétsi Sipky ukazuji vitritidu (modrd) a ¢etné retindlni
zahyby (zelend); C: Foto fundu 28. den u skupiny, kdy byl mysim podavan metronidazol, kde
je nalez bez zanétlivych zmén; D: Histologicky preparat barveny metodou hematoxylin-eosin

35. den u mysi lécenych metronidazolem, kde je nalez bez zanétlivych zmén.

4.2  Vliv metronidazolu na infiltraci sitnice T-lymfocyty a makrofagy
Imunohistochemické vysetieni oc¢i 35. den od indukce prokdzalo 11% snizeni poctu
CD3+ T-lymfocytl a 35% snizeni poctu F4/80+ makrofagi u mysi, u kterych bylo zahajeno
podavani metronidazolu 1 tydny pted indukci ve srovnani proti kontrolni skuping (Obr. 14).
V ptipadé zahajeni podavani metronidazolu 2 tydny pifed indukci byl rozdil jesté
vyrazngjsi, tj. 83% pokles poctu CD3+ T-lymfocytl a 81% pokles F4/80+ makrofagh (Obr. 15).

Data byla ziskéna spocitanim jednotlivych bunék na histologickych preparatech.
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Obr. 14: Imunohistochemicky prikaz T-lymfocytd (CD3") a makrofagti (F4/80+) v sitnici
mys$i lécenych metronidazolem 35. den od indukce oproti kontrolam. Lécba antibiotiky byla
zahgjena 1 tyden pfed indukci EAU. A: Imunohistochemicky preparat s prikazem T-lymfocyth
(zelené Sipky) v kontrolni skupiné; B: Ve skupiné€ s metronidazolem doSlo ke sniZeni infiltrace
sitnice T-lymfocyty (zelené Sipky); C: Imunohistochemicky preparat prukazu makrofagi
(¢ervené Sipky) v kontrolni skuping; D: Ve skupiné s metronidazolem doslo ke snizeni infiltrace
sitnice makrofagy (Cervené Sipky); Zminéné buiiky se vyskytuji ve sklivcei, dale ve formé shlukii

¢i jednotlivych bunék ve vrstvach sitnice.
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Obr. 15: Imunohistochemicky priikkaz T-lymfocytd (CD3") a makrofagh (F4/80+) v sitnici
mys$i lécenych metronidazolem 35. den od indukce oproti kontrolam. Lécba antibiotiky byla
zahajena 2 tydny pted indukci EAU. A: Imunohistochemicky preparat s prikazem T-lymfocyti
(zelené Sipky) v kontrolni skupiné; B: Ve skupiné€ s metronidazolem doSlo ke sniZeni infiltrace
sitnice T-lymfocyty (zelené Sipky); C: Imunohistochemicky preparat prukazu makrofagi
(¢ervené Sipky) v kontrolni skuping; D: Ve skupiné s metronidazolem doslo k vyznamnému

snizeni infiltrace sitnice makrofagy.

4.3  Schopnost probiotik EcN a EcO kolonizovat stievo

Prokazali jsme, ze obé probiotické bakterie EcN i1 EcO kolonizuji stfevo. Nachazime je
u kolonizovanych mysi ve vzorcich z ilea, céka a kolon v podobném mnozstvi az 48 hodin po
podani probiotik (Obr. 16). Proto by podavani Zivych probiotik kazdé dva dny mélo véstk jejich
trvalému pasobeni. Po 5 dnech jiz nebylo mozné zachytit piitomnost EcO, ani EcN ve stfevech
mysi, coz ukazuje, Ze ani jedno ze zminénych probiotik nekolonizuje tenké nebo tlusté stievo

po delsi dobu.
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Obr. 16: Kolonizace stfeva probiotiky EcO a EcN — ob¢ bakterie pietrvavaji ve stteve v ileu a

kolon alespon 48 hodin od jejich podani.

4.4  Vliv zivych probiotik EcO a EcN na intenzitu EAU

Kolonizace probiotikem EcO neméla protektivni u¢inek u EAU, dokonce vykazovala
tendenci ke zvyseni stupné zanétu a navic vedla u mysi k vysoké mortalité (55,6 %)(Graf 3,
Obr. 17). Naopak pii podavani zivého probiotika EcN se zahajenim 2 tydny pted indukci ¢i od
indukce doslo k vyznamnému sniZeni stupné zanétu jak klinicky, tak histologicky oproti
kontrolni skupiné s podavanym fyziologickym roztokem (Graf 4-6, Obr. 18). V pifipadé
zahajeni podavani EcN 2 tydny po rozvoji zanétu, tj. rezZim pozdni terapie, kdy jsou jiz patrné
znamky rozvoje uveitidy, nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinami v klinickém ani

v histologickém hodnoceni (Graf 7).
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Graf 3: Vliv zivé probiotické bakterie EcO na stupent zanétu u EAU. Podédvani probiotik

zahdjeno 2 tydny pted indukci s pokrac¢ovanim do konce pokusu, tj. v rezimu cely pokus.
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Klinické hodnoceni 21. a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce

(placebo 13 mysi, EcO 8 mysi, 2 pokusy). Cervené je zobrazen aritmeticky pramér.
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Graf 4: Vliv zivé probiotické bakterie EcN na stupeit zanétu u EAU. Podéavani probiotik

zahajeno 2 tydny pted indukci s pokracovanim do konce pokusu, tj. v rezimu cely pokus.

Klinické hodnoceni 21. a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce

(placebo 26 mysi, EcN 28 mysi, 5 pokusti). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p <

0,01) a *** (p <0,001). Cervené je zobrazen aritmeticky pramér.
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Obr. 17: Klinické a histologické hodnoceni u mysi, kterym byla poddvana peroralné Ziva
probiotickd bakterie EcO. Podavéani probiotik bylo zahajeno 2 tydny pfed indukci EAU
s pokra¢ovanim do konce pokusu, tj. v rezimu cely pokus. A: Foto fundu 27. den u kontrolni
skupiny, kde malé Sipky ukazuji sitnicové zmény, tj. sitnicové infiltraty (bild), mirné
opouzdieni cév (Cervend), linearni 1ézi (modrd); B: Histologicky preparat barveny metodou
hematoxylin-eosin 35. den u kontrolni skupiny, na némz vétsi Sipky ukazuji mirnou vitritidu
(modrd) a retinalni zahyb (zelend); C: Foto fundu 27. den u skupiny, kdy bylo mys$im podavano
probiotikum, kde malé Sipky ukazuji mirnou infiltraci terée zrakového nervu (zelend),
vyraznéj$i opouzdieni cév (Cervend) a vice sitnicovych infiltrath (bild); D: Histologicky
preparat barveny metodou hematoxylin-eosin 35. den u mysi lé¢enych probiotikem, kde Sipky

ukazuji retindlni zahyb (zelena) a bunécnou infiltraci vnitinich vrstev sitnice (oranzova).
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Graf 5: Vliv zivé probiotické bakterie EcN na stupeit zanétu u EAU. Podéavani probiotik
zah4jeno 2 tydny pied indukci s pokracovanim do indukce, tj. v rezimu prevence. Klinické
hodnoceni 21. a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce (placebo 8
mys$i, EcN 13 mysi, 2 pokusy). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p <0,01) a ** (p

<0,005). Cervené je zobrazen aritmeticky primér.
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Graf 6: Vliv zivé probiotické bakterie EcN na stupent zanétu u EAU. Podédvani probiotik

zahdjeno 1. den po indukci s pokracovanim do konce pokusu, tj. v rezimu ¢asna + pozdni
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terapie. Klinické hodnoceni 21. a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od
indukce (placebo 19 mysi, EcN 22 mysi, 3 pokusy). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako

*(p<0,01)a** (p<0,005). Cervené je zobrazen aritmeticky pramér.

Obr. 18: Klinické a histologické hodnoceni u mysi, kterym byla podavana peroralné ziva
probiotickd bakterie EcN. Podavani probiotik bylo zahdjeno 2 tydny pted indukci EAU
s pokra¢ovanim do konce pokusu, tj. v reZimu cely pokus. A: Foto fundu 27. den u kontrolni
skupiny, kde malé Sipky ukazuji sitnicové zmény, tj. sitnicové infiltraty (bild), vyraznéjsi
opouzdieni cév (Cervend) a mirnou infiltraci terce zrakového nervu (zelend); B: Histologicky
preparat barveny metodou hematoxylin-eosin 35. den u kontrolni skupiny, na némz vétsi Sipky
ukazuji mirnou vitritidu (modrd) a retindlni zdhyb (zelend); C: Foto fundu 27. den u skupiny,
kdy by mySim poddvano probiotikum, kde malé Sipky ukazuji minimélni opouzdieni cév
(Cervena); D: Histologicky preparat barveny metodou hematoxylin-eosin 35. den u mysi

1é¢enych probiotikem, kde je fyziologicky nalez.
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Graf 7: Vliv zivé probiotické bakterie EcN na stupeit zanétu u EAU. Podéavani probiotik

zahdjeno 2 tydny po indukci s pokracovanim do konce pokusu, tj. v rezimu pozdni terapie.

Klinické hodnoceni 21. a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce

(placebo 10 mysi, EcN 20 mysi, 1 pokus). Cervené je zobrazen aritmeticky pramér.

4

4.5  Ucinek autoklavovanych probiotik EcN u EAU na stupei zanétu

Pii podavani autoklavované EcN (aEcN) nebyl pozorovéan signifikantni rozdil mezi

skupinami klinicky ani histologicky ve vSech rezimech podavani (Graf 8-10, Obr. 19).

Z toho vyplyva, ze protektivni ucinek je zavisly na zivych probiotickych bakteriich.
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Graf 8: Vliv aEcN na stupen zanétu u EAU. Podéavani probiotik zahdjeno 2 tydny pied indukei
s pokracovanim do konce pokusu, tj. v rezimu cely pokus. Klinické hodnoceni 21. a 27. den od
indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce (placebo 9 mysi, aEcN 13 mysi, 2 pokusy).

Cervené je zobrazen aritmeticky pramer.
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Graf 9: Vliv aEcN na stupen zanétu u EAU. Podéavani probiotik zahajeno 2 tydny pted indukci

s pokracovanim do indukce, tj. v rezimu prevence. Klinické hodnoceni 21. a 27. den od
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indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce (placebo 6 mysi, aEcN 10 mysi, 1 pokus).

Cerveng je zobrazen aritmeticky primer.

Obr. 18: Klinické a histologické hodnoceni u mysi, kterym byla podavana peroraln¢ aEcN.
Podavani probiotik bylo zahdjeno 2 tydny pred indukci EAU s pokrac¢ovanim do konce pokusu,
tj. v rezimu cely pokus. A: Foto fundu 27. den u kontrolni skupiny, kde malé Sipky ukazuji
sitnicové zmeény, tj. sitnicové infiltraty (bild), mirné¢ opouzdieni cév (Cervenda) a minimalni
infiltraci terCe zrakového nervu (zelend); B: Histologicky preparat barveny metodou
hematoxylin-eosin 35. den u kontrolni skupiny, na némz v¢étsi Sipky ukazuji mirnou vitritidu
(modrd), retinalni zahyb (zelend), bunécnou infiltraci v zevnich vrstvach (oranzova) a atrofii
fotoreceptorti; C: Foto fundu 27. den u skupiny, kdy by myS$im podavéano probiotikum, kde
malé Sipky ukazuji minimalni opouzdieni cév (Cervend), fibrézu pted ter€em zrakového nervu
(fialovd) a misty sitnicové infiltraty (bild). D: Histologicky preparat barveny metodou
hematoxylin-eosin 35. den u mysi 1é¢enych probiotikem, kde Sipky ukazuji vitritidu (modrd),

vice retindlnich zahybi (zelend) a drobnou infiltraci v zevnich vrstvach sitnice.
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Graf 10: Vliv aEcN na stupen zanétu u EAU. Podavani probiotik zahdjeno 1. den po indukci
s pokracovanim do konce pokusu, tj. v rezimu ¢asna a pozdni terapie. Klinické hodnoceni 21.
a 27. den od indukce, histologické hodnoceni 28. den od indukce (placebo 15 mysi, aEcN 17

mysi, 2 pokusy). Cervené je zobrazen aritmeticky pramér.

4.6  Analyza populaci lymfocytu v lymfatickych uzlinach a jejich aktivity po stimulaci
pomoci TCR a IRBP

Peroralné poddvana EcN nevedla u mysi k vyznamnym rozdilim v zastoupeni Treg,
Th17 a pfirozenych lymfoidnich buniek typu 3 (ILC3) v mLN ani cLN, coZ naznacuje, Ze ani
jeden typ téchto bun€k nehraje roli v protektivnim ucinku probiotické bakterie EcN (Graf 11).

Po stimulaci bunék izolovanych z mLN a cLN od mysi s EcN a kontrol pomoci anti-
CD3/anti-CD28, tj. TCR stimulantem, vykazovaly ob& skupiny mysi podobnou schopnost
produkovat typické prozanétlivé cytokiny. U my$i s EcN byl pozorovéan jen maly vzestup poctu
Tc s expresi TNF-a (Graf 12A), ale nebyl doprovazen zvySenim produkce cytokint (Graf 12B).

Pti testovani odpovédi na ptitomnosti IRBP u bunék izolovanych z iLN, cLN a mLN od
mysi lécenych probiotikem EcN 28. den od indukce bylo zjisténo, Ze obecné tyto T-lymfocyty
mén¢ odpovidaji na IRBP stimulaci in vitro, coz bylo statisticky signifikantni v iLN pro IFN-y
a TNF-a, v mLN pro IFN-y a v cLN pro IL-17. Vzhledem k tomu, ze EcN vede ke sniZeni
odpovédi vuci IRBP in vitro u T-lymfocyti po indukci EAU pomoci IRBP a neni mezi
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skupinami rozdil v zastoupeni T-lymfocytli, mlize se jednat vliv

primingu T-lymfocyta (Graf 13).
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Graf 11: Analyzy poc¢tu T-lymfocyti: Treg, Th17 a ILC3 vmLN a cLN ve skupinach

s placebem (22 mysi) a probiotikem EcN (23 mysi) 28. den po indukci.
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Graf 12: A: Analyza exprese prozanétlivych intracelularnich cytokinli pomoci FACS po

aktivaci Th nebo Tc vmLN nebo cLN pomoci anti-CD3/CD28; B: Analyza cytokinil

v supernatantech aktivovanych T-lymfocytl izolovanych z mLN a cLN pomoci ELISA. Ke

kvantifikaci rozdil byl pouzit neparametricky test Mann-Whitney. Signifikantni vysledky jsou

oznaceny jako * (p <0,05). Data vychdzeji z vysledkii 5 nezavislych experimenti (dohromady

24 mysi na skupinu). Data jsou z 28. dne po indukci EAU.
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Graf 13: Analyza odpovédi Th na stimulaci antigenem IRBP pomoci FACS v iLN, mLN a cLN
28. den po indukci. Ke kvantifikaci rozdili byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test.
Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p <0,05) (5-8 mysi na skupinu).

4.7  Analyza produkce cytokinii a exprese antimikrobidlnich peptidi v Peyerovych
platech

Ziva EcN nezménila produkei prozanétlivych cytokini v kolon, ale snizila produkci
TNF-a, IL-1pB, IL-33 a SIO0AS v supernatantech kultivovanych Peyerovych plata (Graf 14).

Ziva EcN zvysila expresi gent antimikrobialnich peptidti Defa5, Mucl3 a Tjp v ileu,
v Peyerovych platech (Graf 15).

V kolon byl pozorovan mirny vzestup exprese toll-like receptor typu 5 (TLRS)(Graf
16).
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Graf 14: Analyza proteinll v supernatantech kultivovanych bunék z Peyerovych plati a vzorki

colon 28. den po indukci. Data vychazeji z vysledkd 5 nezavislych pokusti (dohromady 25

mysi). Ke kvantifikaci rozdilt byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test. Signifikantni

vysledky jsou oznaceny jako * (p <0,05), ** (p <0,01).
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Graf 15: Analyza exprese genl antimikrobialnich peptidi ve stfeve 28. den po indukci. Data

vychézeji z vysledkl 5 nezavislych pokust (dohromady placebo 25 mysi, EcN 27 mysi). Ke

kvantifikaci rozdil byl pouzit neparametricky test Mann-Whitney. Signifikantni vysledky jsou

oznaceny jako * (p <0,05).
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Graf 16: Analyza exprese TLRS v ileu a kolon 28. den po indukci EAU. Data vychazeji z 5
nezavislych experimentli (skupiny po 3-8 mysich) s vyuzitim neparametrického testu Mann-

Whitney. Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p <0,05), ** (p <0,01).

4.8  Analyza myeloidnich bunék a B-lymfocyti v lymfatickych uzlinach

V ptipad€ podavani probiotik EcN v rezimu cely pokus nebyly 28. den po indukci
zaznamenany rozdily mezi skupinami v po¢tu monocytl/makrofaghi v mLN pfi jejich analyze
pomoci FACS.

Bylo vSak pozorovano snizeni poctu makrofagl s indukovatelnou syntdzou oxidu
dusnatého (iNOS) u mysi lécenych probiotikem EcN. Tento rozdil byl zjistén pouze v mLN,
ale ne cLN.

Vzhledem ktomu, Ze nebyl pozorovan rozdil v zastoupeni poctu neutrofilnich
granulocytli ani B-lymfocyta v lymfatickych uzlinach ani v expresi CD40 u B-lymfocyti mezi
skupinou s EcN a kontrolami, 1ze vyvozovat, Ze B-lymfocyty velmi pravdépodobné nehraji roli

v ucinku probiotik EcN (Graf 17).
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Graf 17: Analyza myeloidnich bunék ve mLN a cLN 28. den po indukci. Data vychazeji
z vysledkil 2 nezavislych pokusii (dohromady 11 mysi na skupinu). Ke kvantifikaci rozdila byl
pouzit neparametricky Mann-Whitney test. Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako * (p

<0,05).

4.9  Analyza imunitni odpovédi v pocatecni fazi rozvoje EAU

Ziva EcN indukovala protizanétlivé zmény ve stievé 7. den podobné tém 28. den. Doslo
k  signifikantnimu  snizeni produkce TNF-a, IL-1B a S100A8 v buikéch
kultivovanych Peyerovych plath bez jejich vyznamného sniZeni v kolon a ileu (Graf 18A).

Déle doslo k signifikantnimu sniZeni zastoupeni makrofagh v ileu a mLN u EcN proti
kontrolam. Zarovei se v ileu ani jedné skupin ani v mLN EcN lé¢ené skupiny nevyskytovaly
zadné M2 makrofagy. T-lymfocyty v lymfatickych uzlinach drénujicich misto imunizace
neprodukovaly IFN-y a IL-17 v odpovédi na stimulaci IRBP in vitro (Graf 18B,C, 19).

EcN lyzat indukoval vyznamné mensi produkcei IL-1p nez EcO lyzat (Graf 20). Tato
data naznacuji, Ze protizanétlivy efekt ECN za¢ina béhem prodromalnich fazi vyvoje EAU, kdy
dochazi k prezentaci antigenu a aktivaci efektorovych T-lymfocytl ve spadovych lymfatickych

uzlindch mista imunizace ptedtim, neZ efektorové T-lymfocyty piekroci hemato-retinalni
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bariéru a vstoupi do cilového organu. Zda se, Ze tyto systémové ucinky jsou sekundarni po

primarnich ucincich EcN v Peyerovych platech.
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Graf 18: A: Analyza produkce prozanétlivych faktorii v nestimulovanych Peyerovych platech
7. den po indukci pomoci ELISA (placebo 9 mysi, EcN 8 mysi); B: Analyza produkce IFN-y a
IL-17 stimulovanymi Th v iLN na typickém te¢kovaném grafu (dot plot) se zaméfenim na zivé
CD3+CD4+buiky; C: statisticka analyza pomoci FACS (placebo 8 mysi, EcN 3 mysi). Ke
kvantifikaci rozdil byl pouZit neparametricky Mann-Whitney test. Signifikantni vysledky jsou
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Graf 19: Analyza poctu makrofagu a jejich posunu k M1 7. den po indukci EAU v ileu, mLN
a iLN. Rozdily byly kvantifikovany neparametrickym testem Mann-Whitney. Signifikantni
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vysledky jsou oznaceny jako *(p <0,05), **(p <0,01). Ileum neobsahovalo Cistou M2

populaci.
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Graf 20: Analyza produkce IL-18 v BMDM indukovana lyzaty EcO a EcN. Rozdily mezi EcO
(4 vzorky) a EcN (4 vzorky) byly analyzovany 2way ANOVA s Bonferroniho testem
mnohocetnych porovnani (n=4). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako ** (p <0,01), ***

(p <0,001).
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5 DISKUZE

Vzhledem ke stale neobjasnénym mechanismim vedoucim k rozvoji autoimunitnich
onemocnéni véetné uveitid, a popsanym zméndm ve slozeni sttevni mikrobioty u nékterych
znich, se souasny vyzkum s narGstajicim zajmem vénuje roli mikroorganismi v jejich
etiopatogenezi. Stfevni mikrobiota hraje vyznamnou roli ve vyvoji a regulaci funkci imunitniho
systému (Kverka and Tlaskalova-Hogenova 2017). Testuji se moznosti manipulace se stfevni
mikrobiotou s cilem hledani novych moznosti 1é¢by téchto onemocnéni.

V nasich minulych pokusech u mysiho modelu EAU bylo prokézano, Ze bezmikrobni stav
¢i redukce mikrobidlni naloze peroralni 1écbou kombinace Sirokospektrych antibiotik
(metronidazolu s ciprofloxacinem) se zahajenim podavani 1 tyden pted indukei a pokracovanim
do konce pokusu, vedly k vyznamnému snizeni stupné zanétu. U bezmikrobnich mysi doslo ke
snizeni infiltrace sitnice T-lymfocyty a redukci Thl a Thl7 lymfocyth ve spaddovych
lymfatickych uzlinach (Heissigerova et al. 2016).

Obdobny protektivni efekt meéla kombinace Sirokospektrych antibiotik (ampicilin,
neomycin, vankomycin, metronidazol) v ptipad¢ peroralniho podavani se zahajenim 1 tyden
pied indukci a pokracovanim do konce pokusu. Intraperitonealni aplikace téchto antibiotik
nevedla ke zmirnéni uveitidy. Protektivni u€inek byl provazen zvysSenim poctu Treg v lamina
propria mucosae stfevni sliznice a extraintestinalnich tkanich, dale doslo ke snizeni Thl
lymfocytt a prozanétlivych cytokinti (Nakamura et al. 2016).

Nasim dal§im zamérem bylo otestovat vliv samotného metronidazolu, ktery kromé svych
antimikrobialnich U¢inkli vykazuje dle literatury i pfimé imunosupresivni G¢inky, tj. redukci
po¢tu ruznych cytokinli, leukocytti, dale je schopen stimulovat ¢i inhibovat proliferaci
lymfocytt a produkci protilatek (Shakir et al. 2011).

Metronidazol byl myS$im podévan per os v pitné vodé€ ad libitum se zahdjenim 1 ¢i 2 tydny
pted indukci s pokracovanim do konce pokusu. Zjistili jsme, ze jeho podavéani vedlo
k vyznamnému sniZeni stupné EAU pii zahajeni 1 tyden pfed indukci. Pti zahdjeni podavani
metronidazolu 2 tydny pied indukci byl rozdil mezi skupinami vice signifikantni. U¢inek byl
doprovazen snizenou infiltraci sklivce a sitnice T-lymfocyty (CD3+) a makrofagy (F4/80).

Kromé mys$iho modelu uveitidy byly podobné ucinky metronidazolu zaznamenany napf.

u myS$iho modelu psoriazy indukovaného imiquimodem, kde ale nebyl pozorovéan rozdil
v ptipad¢ bezmikrobniho stavu, coZ poukazuje na ucinek metronidazolu cestou zmény slozeni
mikrobioty. Protektivni i¢inek metronidazolu byl u konvencnich mysi provéazen snizenim poctu

Th17 lymfocytt ve spadovych lymfatickych uzlinach (Stehlikova et al. 2019).
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U potkaniho modelu Crohnovy choroby, tj. indometacinem indukovaného stievniho zanétu,
vedlo podavani metronidazolu ke snizeni tize zanétu a snizeni produkce TNF-a. Zde se
predpokladal ucinek cestou snizeni po¢tu anaerobnich bakterii, a tim produkce TNF-a (Colpaert
etal. 2001).

Zmény sttevniho mikrobiomu pfi podavani metronidazolu byly popsany napt. u potkand,
kde doslo ke zvyseni zastoupeni bifidobakterii a enterobakterii, navic se zvysila tloustka stievni
sliznice (Pelissier et al. 2010). U pst se snizila diverzita stfevniho mikrobiomu zejména
s poklesem zastoupeni bakterialniho kmene Fusobacteria (Pilla et al. 2020).

V pokusech s mys$im modelem kolitidy bylo zjiSténo, Ze pti provedeni fekalni transplantace
vzorku, ktery byl pod vlivem metronidazolu, doslo ke zmirnéni zndmek stfevniho zanétu a
prodlouzeni stfeva, zaroven se zvysilo zastoupeni bakterii kmene Lactobacillus, coz bylo
provazeno zvysenou produkci protizanétlivého cytokinu IL-10 (Strati et al. 2021).

Z vySe uvedeného vyplyva, ze terapeutické ucinky metronidazolu jsou pravdépodobné spise
zplisobeny zménami sttevniho mikrobiomu nez jeho imunosupresivnim pisobenim.

V nésledujicich experimentech jsme se zabyvali vice klinicky relevantnim pfistupem, tedy
manipulaci se stfevni mikrobiotou pomoci probiotik u mysiho modelu EAU. Cilem bylo
otestovat vliv vybranych probiotickych bakterii, u kterych byly v ptipad€ jinych autoimunitnich
onemocnéni ¢i jejich zvifecich modell, napt. idiopatickych stievnich zanétl, roztrousené
skler6zy mozkomisni a alergického astmatu, prokdzany protizanétlivé ucinky (Kokesova et al.
2006, Secher et al. 2017, 2018, Zwicker et al. 2018).

Probiotika EcO a EcN byla myS$im podavana peroralné gavazi 3x tydné. Testovali jsme jak
ziva, tak autokldvovana probiotika v riznych rezimech podavani.

Prokézali jsme protektivni ucinek pii podavani Zivé EcN v pfipadé zahajeni podavani 2
tydny pted indukei ¢i od indukce EAU do konce pokusu. EcO naopak vedla ke zvySeni stupné
uveitidy. Navic jeji podavani vykazovalo u mysi vysokou mortalitu i piesto, Ze dle literatury
bylo jeji podavani v minulosti bezpeéné u zvifecich modelt kolitidy, astmatu, u lidi
s alergickym astmatem a nozokomidlnich ndkaz (Hrdy et al. 2018, Kokesova et al. 2006,
Lodinova-Zadnikova et al. 1991, Zwicker et al. 2018). EcO produkuje riznorodé faktory
virulence (Hejnova et al. 2005). Roli mlze hrat interakce se stfevnimi mikroorganismy
v konkrétnim chovném prosttedi. Mortalita byla patrna jiz pfed indukci EAU, tedy nemohla byt
zpusobena pouZitim silnych adjuvans (CFA a PT).

Ackoliv jsou vybrana probiotika blizce piibuznd, jejich izolaty mohou mit odlisné
mechanismy ptisobeni, tudiz miizeme ptedpokladat, ze ma kazdé sviij specificky tcinek viici

konkrétni nemoci (Ahmadi et al. 2020, Mahnic et al. 2020).
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Vzhledem k tomu, Ze na¢asovani podavani probiotik mtize ovlivnit patogenni mechanismy
onemocnéni, otestovali jsme vliv podavani EcN v preventivnich i terapeutickych rezimech:
podavani po dobu celého pokusu (od 14. dne pted indukci do 28. dne po indukci), preventivni
rezim (pouze 14 dni pied indukci), podavani od indukce EAU do konce pokusu a terapeuticky
rezim podavani od 14. dne po indukci. K poklesu stupné zanétu doslo, pokud bylo podavani
zivé EcN zahgjeno pted indukei ¢i v den indukce zanétu, coz naznacuje mozny vliv probiotika
na pocatecni setkani s antigenem a jeho prezentaci T-lymfocytim. Terapeuticky rezim, tedy
podavani probiotika po rozvoji klinickych zndmek zanétu, efekt neprokazal. Roli nehraje mensi
pocet podanych davek (kumulativni davka), jelikoz stejnd davka v preventivnim rezimu
protektivni u¢inek méla. Preventivni podavani EcN je v souladu s nedavno zjisténymi vysledky
jejiho podavani u EAE (Libbey et al. 2020).

Protektivni Uc€inek jsme prokazali pouze u Zzivé probiotické bakterie (nikoliv u
autoklavované), coz naznacuje, ze se na zmirnéni zanétu pravdépodobné podileji termo-
senzitivni faktory, delsi interakce ¢i jejich produkce probiotikem. Dale se miize jednat o pfimé
lokalni ovlivnéni imunitni reakce ve stfevé ¢i ptisobeni probiotika nebo jeho produktd, které
vedou k tvorbé napt. SCFA ¢i folatu distalné v organismu.
mikroorganismy (kompetice, interakce, inhibice), posileni bariérové funkce stfeva (protekce
pted prinikem mikrobidlnich antigenti), ovlivnéni slizni¢niho imunitniho systému (aktivace
Mondel et al. 2009, Petnicki-Ocwieja et al. 2009, Secher et al. 2018, Smith et al. 2013).

Probiotika mohou ovlivnit autoimunitni procesy, napt. indukci Treg a redukci Thl7
(Kverka et al. 2011, Martin et al. 2014, Round and Mazmanian 2010, Tanabe et al. 2008).
V nasich pokusech jsme zjistili redukci IRBP indukovanych IFN-y"CD4" a IL-17A"CD4" T-
lymfocytl v iLN drénujicich misto imunizace 7. den po indukci, ale nedoS§lo k zménam téchto
bunék v cLN ani mLN. 28. den jsme zjistili v probiotické skupiné sniZzeni IRBP indukovanych
Th17 v cLN.

Pii peroralni terapii kombinaci probiotik IRT-5 (Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus Thermophilus) byl
protektivni G€inek doprovazen vzestupem Treg, redukci IL-17 a IFN-y Tc v cLN. Zde mohl
hrat roli butyrat, ktery je silnym induktorem Treg, ale EcN ho neprodukuje (Bai et Mansell
2020, Kim et al. 2017).

Ziva EcN snizila produkci fady prozanétlivych faktord TNF-o, IL1-B, IL-33, S100A8

v Peyerovych platech, které se uplatituji v indukénich funkeich slizni€niho imunitniho systému,
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ale vmist¢ efektorovych oblasti v kolon k jejich snizeni nedoSlo. Ztoho je patrna
kompartmentalizace slizni¢ni imunity, coz je dilezité pro soucasnou imunitni regulaci a
protekci (Mowat 2003).

Zjisténi poklesu hladin IL-1B, ktery ma vyznamny vliv na setkani T-lymfocytl s antigenem
béhem casnych fazi rozvoje EAU, odpovida nasim vysledkim, kdy EcN vykazuje protektivni
ucinek v obdobi ¢asnych fazi indukce EAU (Zhao et al. 2014).

Snizeni produkce S100AS, alarminu odvozeného z myeloidnich bunék a uvoliujiciho se
jako poskozenim asociovany molekularni vzor (DAMP - damage-associated molecular
pattern), vede k poklesu aktivace makrofagl, aktivity inflamazomové drahy a snizené sekreci
IL-1pB. Tento ucinek zptsobuje snizeni urovné antigenni prezentace a odpoveédi na IRBP, a tim
vede k niz§imu stupni EAU (Wang et al. 2018).

Vyse zminéné vysledky a uG€inek S100A8 mohou mit vyznam pro lidskou formu
onemocnéni, protoze cirkulujici S100A8/A9 byly neddvno navrZzeny jako biomarkry
nitroo¢niho zanétu u pacientl s uveitidou (Wang et al. 2020). Je otdzkou, zda-li pokles
produkce S100A8 v Peyerovych platech vede ke snizeni produkce ostatnich prozanétlivych
cytokini. Lokalné produkovany S100A8/A9 je endogennim TLR4 agonistou, ktery amplifikuje
zanétlivou reakci, coz vede k udrzeni vysokych hladin TNF-a a IL-1p (Ehrchen et al. 2009,
Kim et al. 2016).

Stfevni dysbidza, zmény produkce ilealnich defenzint a zvySena stfevni permeabilita byly
prokazany u EAU (Janowitz et al. 2019). EcN zachovala stfevni epitel intaktni a dokonce vedla
k aktivaci protektivnich mechanismli ve stfevni sliznici, a tim pfedesla poskozeni, které
zpusobila enterohemoragickd nebo uropatogenni Escherichia coli (Pradhan and Weiss 2020).

EcN mitize zlepsit bariérovou funkei stieva indukci produkce antimikrobidlnich peptida,
lidského beta-defenzinu 2, pfenosem signalu cestou interakce flagellinu a TLRS, a tim pfes
signaliza¢ni kaskady NF-kB a AP-1 (Schlee et al. 2007, Wehkamp et al. 2004). Flagellin také
indukuje expresi kindzy asociované s receptorem pro IL typu 3 (IRAK3) v kultivovanych
sttevnich epitelidlnich bunikach, coz je asociovano s indukei tolerance (Oshima et al. 2010).

Posileni stievni bariéry navozené vlivem mikrobioty mize byt procesem, ktery miize mit
vliv na rGzné patologické pochody ve stievé a jatrech, dokonce by mohl mit svou tlohu
v zékladnich procesech, jako vékem podminénd propustnost stfeva (Ahmadi et al. 2020,
Cuffaro et al. 2020, Sakai et al. 2020).

Analyzy ilealni a kolonické exprese prokazaly zvySeni exprese TLRS (senzor flagellinu) a
S100A8 v kolon a SI00AS8, Defa5 a Mucl3 v ileu mysi lé€enych EcN. Krom& TLRS byly

provedeny i analyzy IRAK3, coz je negativni regulator TLR signalizace, geni pro tésné spoje
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Z0-1(Tjpl), Mucl3 a dalsich antimikrobidlnich peptidt, vCetné lidského funkéniho ortologu
beta defenzinu 2, Defb4. Vzhledem k tomu, Zze nebyly prokazany zmény v expresi dalSich
antimikrobialnich peptidd, tj. defenzini o, Reg3p a Reg3y, jsou zmény v expresi
antimikrobialnich peptidii velmi pravdépodobné selektivné specifické (Jia et al. 2000). Spolu
s mirnym zvySenim iledlni exprese Mucl3 a Tjp vysledky naznacuji zvySenou protekci stfevni
sliznice, kterd nezahrnuje negativni regulaci pomoci IRAK3.

Jinymi autory byla prok4zéna zvySena exprese SI00A8 béhem EAU, kterd pravdépodobné
chrani stievni bariéru pfed selhanim a EcN zvySuje ochranu zvySenim produkce
antimikrobialnich peptidi (Janowitz et al. 2019).

U mnoha zvitecich modeli lidskych onemocnéni byl prokazan protektivni efekt EcN na
stievni bariéru (Janowitz et al. 2019, Secher et al. 2017, Ukena et al. 2007, Wang et al. 2019).
Lze diskutovat o tom, zda peroralni podavani EcN posiluje i dal$i bariéry, napt. hemato-
retindlni, kdy t&sné spoje (tight-junctions) tvofi jejich zakladni slozku (Bhattarai 2018). Stale
nejsou znamy konkrétni mikrobidlni produkty zodpovédné za tento uc¢inek, mize se jednat napf.
o vezikuly zevni membrany (Alvarez et al. 2016). Nase data odpovidaji vysledkim u mysiho
modelu alergického astmatu, kdy EcN zabranila selhdni slizni¢ni bariéry plic (Secher et al.
2018).

Utinek EcN jak v ptipadé autoimunitniho, tak alergického zanétu, miize podporovat jeji
nezavislost na T-lymfocytech, coz bylo patrné v naSich experimentech. Navic, mikroglie
udrzuje funkci hemato-retinalni bariéry béhem pocatecnich fazi rozvoje nitroocniho zanétu,
tedy brani poSkozeni sitnice autoreaktivnimi T-lymfocyty. Lokalni selhani bariéry je dileZitou
znamkou zanétu, tudiZ potlaceni zdnétu u EAU lé¢bou pomoci EcN naznacuje mozZné posileni
této bariéry. Stale neni jasné, zda EcN ovliviiuje hemato-retinalni bariéru pfimo ¢i neptfimo.
Vzhledem k protektivnimu u¢inku EcN pouze pii podéni v obdobi kolem indukce EAU
predpokladame, Ze se jedna o nepiimé ovlivnéni.

Ziva EcN zpusobila pokles produkce iNOS makrofagy v mLN, a tim sniZeni zastoupeni
prozanétlivych M1 makrofagt. Tyto vysledky odpovidaji datim s prokazanou redukei IL-13 a
TNF-a u EcN mysi, s tim, ze oba cytokiny jsou asociovany s polarizaci makrofagi k M1
fenotypu (Mantovani et al. 2004).

Vysledky naSich pokusti prokazuji vyznamny vliv stfevni mikrobioty v procesu EAU.
Manipulace se stfevni mikrobiotou pomoci antibiotik a probiotik vedla ke snizeni stupné zanétu
u EAU, ale kazd4 ze zminénych typli manipulace plisobi na mikrobiotu jinym zplisobem.
Soucasny vyzkum se soustiedi na roli osy stfevo-oko a hledaji se zplisoby regulace imunitni

odpovédi cestou manipulace se sttevni mikrobiotou.
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Terapie autoimunitnich uveitid v humanni mediciné by v budoucnu mohla byt doplnéna
cilenou modulaci imunitni odpovédi vyuzitim vybranych probiotickych bakterii ¢i jejich
produktl, napt. i na zaklad¢ individualnich rozdili ve slozeni stfevni mikrobioty. Tato
modifikace by mohla vést k omezeni uzivanych imunosupresiv €i snizeni jejich davek, a tim 1
snizenému vyskytu nezadoucich ucinkii. Zaroven by hlubsi pochopeni mechanismii vzniku a
regulace imunitni odpovédi pomoci této modifikace mikrobioty mohly vést k cilené a ucinné

lécebné strategii, a tim 1 ke sniZeni rizika ztraty zraku.
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6 ZAVER

Vysledky naSeho vyzkumu splnily stanovené cile prace a potvrdily vyznam

mikroorganismu v procesu autoimunitni uveitidy.

1. Peroralni podavani Sirokospektrého antibiotika metronidazolu v monoterapii vedlo u
myS$iho modelu uveitidy k vyznamnému sniZeni intenzity zanétu pii zahdjeni 1 tyden
pred indukci. Pfi zahdjeni podavani 2 tydny pied indukci byl jeho ucinek vice
signifikantni. Pravdépodobné¢ se zde uplatiuje vliv antibiotika metronidazolu na slozeni
sttevni mikrobioty, kterd hraje vyznamnou roli v procesu autoimunitni uveitidy.

2. Imunohistochemicka analyza bunécné infiltrace mySich o¢nich bulbli ve skupiné
s metronidazolem prokazala snizeny pocet T-lymfocyti (CD3+) a makrofagt (F4/80)
v sitnici, coz naznacuje mozny zpusob regulace v ose stfevo-oko.

3. Ziva probioticka bakterie EcO pii peroralnim podavéani gavazi u mysi s EAU nevedla
ke snizeni stupné zanctu, naopak zptisobila nesignifikatni mirné zvyseni stupné zanétu,
které bylo navic doprovazeno vysokou mortalitou. Prokazali jsme vSak protektivni
ucinek pfi podavani zivé EcN v ptipadé zahéjeni podavani 2 tydny pted indukei ¢i od
indukce EAU do konce pokusu. V ptipadé zahdjeni az po rozvoji klinickych zndmek
zanétu, tj. 2 tydny po indukci EAU, probiotikum protektivni u€inek nevykazovalo.
Pravdépodobné se miize jednat o regulaci na trovni prezentace antigenu T-lymfocytim
a indukce zanétu.

4. Zhodnoceni efektu autoklavované probiotické bakterie ECN u EAU v riiznych reZimech
podavani nevykazovalo vyznamny rozdil mezi skupinami. Pro protektivni efekt je tedy
nutné zivé probiotikum a jeho produkty.

5. Pfi zhodnoceni populaci lymfocyti (Th17, ILC3 a Treg) v cLN a mLN nebyly pfi
podavani probiotika EcN zjiStény mezi skupinami rozdily, proto tyto bunky
pravdépodobné nehraji vyznamnou roli v t¢inku EcN. Pii stimulaci Th, Tc a ostatnich
bunck (CD3") pomoci TCR vykazovaly buniky ze skupiny mysi 1é¢enych EcN podobny
potencidl k produkcei typickych prozanétlivych faktorti jako u kontrolni skupiny. Pfi
IRBP stimulaci téchto buné¢k, které byly izolovany z lymfatickych uzlin, vykazovaly

buiiky ze skupiny s EcN nizsi reaktivitu viaci IRBP in vitro.
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6. Ziva EcN snizila produkci nékolika prozanétlivych faktort (TNF-a, IL-1B, IL-33
S100A8) a zvysila expresi nékterych genti pro antimikrobidlni peptidy (Defa5, Mucl3,
Tjp) v Peyerovych platech, coz mtize hrat v roli v integrité stfevni bariéry.

7. Ziva EcN zpusobila pokles produkce iNOS makrofagy v mLN, a tim sniZeni zastoupeni
prozanétlivych M1 makrofagii. Nebyly pozorovany rozdily v poctech neutrofilnich
granulocytd ani B-lymfocytl mezi skupinami.

8. VnaSich pokusech jsme zjistili redukci IRBP indukovanych IFN-y"CD4" a IL-
17A"CD4" T-lymfocyth viLN drénujicich misto imunizace 7. den po indukci, tj.
v pocatecnich fazich rozvoje EAU, ale nedoSlo ke zménam v poctu téchto bun¢k v cLN
ani mLN. 28. den jsme zjistili snizeni poctu IRBP indukovanych Th17 v cLN
podobné jako 28. den, tj. sniZzeni produkce TNF-a, IL-1f a S100A8 v bunkach
kultivovanych Peyerovych platt, dale snizeni zastoupeni makrofagt v ileu a mLN proti
kontrolam. T-lymfocyty v lymfatickych wuzlindch drénujicich misto imunizace

neprodukuji IFN-y a IL-17 v odpovédi na stimulaci IRBP in vitro. Tyto data naznacuji,

-----

Dosazené vysledky poukazuji na vyznamnou roli sttevniho mikrobiomu v procesu autoimunitni
uveitidy, dale naznacuji mozné mechanismy regulace osy stievo-oko a oteviraji moznosti

imunomodulac¢ni strategie pro prevenci nitroocniho zanétu.
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