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Abstrakt

Cilem této prace bylo ziskat nové poznatky o vlivu a mechanismech plisobeni
mikroorganismi v procesu autoimunitni uveitidy. K dosazeni cild byl vyuzit mysi
model experimentalni autoimunitni uveitidy (EAU), u kterého byl testovan vliv
peroralné podavaného Sirokospektrého antibiotika metronidazolu, dale vliv
probiotickych bakterii Escherichia coli O83: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 imunologickéa analyza lymfatickych uzlin a Peyerovych
plati stfevni sliznice. Zhodnoceni efektu metronidazolu prokazalo signifikantni snizeni
zanétlivé aktivity v pfipadé zahajeni jeho podavani 1 a 2 tydny pted indukei. V pfipadé
probiotik byl prokazan protektivni efekt pouze u zivé EcN, a to jen v pfipadé podavani
2 tydny pted indukei ¢i od indukce EAU. Preventivni ucinek EcN byl doprovazen
snizenim odpovédi T-lymfocytt specifickych pro interfotoreceptorovy retinoid-vazajici
protein ve spadovych lymfatickych uzlindch mista imunizace 7 dni od indukce a
cervikalnich uzlinach, jakmile byly patrné klinické projevy nitroocniho zanétu. EcN
navic zvys$ila protizanétlivou odpovéd’ v Peyerovych platech tenkého stfeva, vedla ke
zvySeni exprese stievnich antimikrobialnich peptidd a sniZzeni produkce indukovatelné
syntazy oxidu dusnatého v makrofazich. Ziskané vysledky dokazuji vyznamny vliv
mikrobiomu v imunitni regulaci procestt v oku. Pfiznivy vliv vykazuje jak podavani
metronidazolu, tak probiotika EcN, i kdyz oba ovliviiuji mikrobiom odlisnym
mechanismem. Dalsi vyzkum v této oblasti by mohl pfinést nové terapeutické moznosti,

a tim piispéet ke snizeni vyskytu slepoty u pacientii s uveitidou.

Klic¢ova slova: antibiotika, metronidazol, probiotika, Escherichia coli Nissle 1917,

mikrobiom, mikrobiota, experimentalni autoimunitni uveitida



The role of microorganisms and other factors in the process of autoimmune uveitis

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



1. Uvod

Uveitidou oznacujeme nitroo¢ni zanét postihujici duhovku, fasnaté téleso a cévnatku.
Jedna se o onemocnéni, které postihuje prfedevs§im populaci v mlad$im a stfednim veéku,
tedy jedince v produktivnim véku, u nichz miize zpiisobit az ztratu zraku.

Pri¢inou uveitidy mohou byt infekce, imunitné podminéné procesy, operace ¢i Urazy
oka. Pfiblizné u 40 % piipadd se pfi¢ina nepodafi objasnit, oznacuji se tedy jako
idiopatické. Takeé tzv. uvealni maskujici syndromy se manifestuji klinicky obdobné jako
uveitidy. Jednd se vSak o skupinu nezanétlivych benignich ¢i malignich o¢nich
onemocnéni. V soucasné dobé se stile vice pozornosti vénuje roli mikroorganismui
v procesu neinfekéni uveitidy. Predpoklada se, ze mohou spustit zanét autoimunitni
povahy. Vzhledem k prukazu zmén ve slozeni stfevni mikrobioty (dysbidza) u
nékterych imunitné podminénych onemocnéni vcetné uveitidy se testuji moznosti
manipulace se stievni mikrobiotou, napt. zménou diety, antibiotiky, prebiotiky,
probiotiky a fekalni transplantaci. Vzhledem k relativné vzacnému vyskytu a vysoké
heterogenité onemocnéni je velmi obtizné provadét klinické studie s cilem hledani
novych moznosti 1é¢by uveitid, proto byly vytvoreny zvifeci modely onemocnéni. Tyto
modely ndm umoziuji studium etiopatogeneze a testovani novych terapeutickych
moznosti. Bezmikrobni stav ¢i redukce mikrobidlni naloze u mySiho modelu uveitidy
vedly ke snizeni stupné nitroo¢niho zanétu, tudiz se testuji dalsi moznosti manipulace
se sttevni mikrobiotou, které by mohly byt v budoucnu vyuzity v terapii uveitid. Cilem
lé¢by imunitné podminénych uveitid je minimalizovat az Uplné potla¢it zanétlivou
aktivitu, a tim pfedchazet rozvoji zrak ohrozujicich komplikaci spojenych s uveitidou,
zachovat centralni zrakovou ostrost a ulevit pacientovi od subjektivnich obtizi.
V soucasné dobé se v terapii uplatiuji 1éky inhibujici imunitni odpovéd’ na riznych
urovnich, nejcastéji kortikoidy a imunosupresiva, které mohou zplsobit zavazné
nezadouci Ucinky, dale biologicka terapie. Vyzkum v oblasti uveitid se zaméfuje na

ziskani novych poznatkti o mechanismech vzniku uveitid a klade si za kol vyvoj nové



cilené 1é¢by, ktera by umoznila snizit riziko vyskytu nezddoucich tc¢inka a vedla by ke

snizeni vyskytu slepoty vzniklé nasledkem uveitidy.

2. Cile prace

Cilem nasi prace bylo studium vlivu mikroorganismti a dalSich faktori v procesu
autoimunitni uveitidy. Byl testovan vliv Sirokospektrého antibiotika metronidazolu a
kolonizace stfeva dvéma vybranymi probiotiky: Escherichia coli 083:K24:H31 (EcO)
a Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). Poté byl hodnocen efekt 2 typi zivych probiotik
(u jednoho navic v autoklavované form¢) podavanych v riiznych rezimech u myS$iho
modelu experimentdlni autoimunitni uveitidy (EAU). Byla porovnavana intenzita
zanétlivé aktivity uveitidy klinicky in vivo a histologicky post mortem. V piipadé
experimentli s metronidazolem byly provedeny imunohistochemické analyzy infiltrace
mysich bulbl T-lymfocyty a makrofagy, v probiotickych experimentech imunologické
analyzy spadovych lymfatickych uzlin, Peyerovych platd a stfevniho obsahu a u mysi

s probiotikem stimulace lymfocytt z lymfatickych uzlin.

Cile prace:
Na mysim 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 lymfocyti a jejich aktivity po stimulaci pomoci T-bunééného
receptoru (TCR) a interfotoreceptorového retinoid-vazajiciho proteinu (IRBP)
v lymfatickych uzlinach po podavani EcN
6. rozdily v produkci cytokinti a antimikrobialnich peptidii v Peyerovych platech

pii podavani EcN



7. zmeény v po¢tu myeloidnich bun¢k a B-lymfocytd v lymfatickych uzlinach pii
podavéani EcN

8. typ imunitni odpovédi v pocatecni fazi rozvoje zanétu

3. Material a metody

Experimentalni zviiata

K na$im pokustim byly pouzity mysi samice imbredniho kmene C57BL/6J ve véku 6 az
8 tydnt, které jsme ziskali z chovu Centra pro experimentalni biomodely 1. 1ékatské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Mysi, u kterych byly zjistény kongenitalni vady,

napf. mikroftalmus ¢i katarakta, byly vyfazeny z experimentd.

Indukce EAU

EAU byla u samic mysiho kmene C57BL/6J indukovéana dle standardniho protokolu
subkutanni injekci 500 pg IRBP 1-20 v emulzi v poméru 1:1 s kompletnim Freundovym
adjuvans (CFA) obsahujicim 3,3 mg/mL teplem-usmrcené bakterie Mycobacterium
tuberculosis H37Ra. Suspenze byla aplikovana standardné subkutanné do obou zadnich
koncetin. Soucasné bylo intraperitonealné aplikovano 1,2 pg pertussového toxinu (PT)

rozpusténého ve fosfatovém pufru (PBS).

Klinické hodnoceni EAU

V celkové intraperitonedlni anestezii a po dilataci zornic mydriatiky ve formé kapek,
bylo in vivo pomoci otoskopu pfilozeného na rohovku provedeno biomikroskopické
klinické vySetfeni ocniho pozadi mysSi. K otoskopu byl pfipojen fotoaparat s
piedsazenou spojnou ¢ockou o optické mohutnosti +4 dioptrie. Na rohovku byl pro

ptilozeni otoskopu aplikovan viskozni ocni gel.



Histologické hodnoceni EAU

28./35. den po indukci byly mysi usmrceny cervikalni dislokaci, mys$i bulby
enukleovany post mortem a zamrazeny v tekutém dusiku. Zamrazené bulby v -70 °C
byly poté nakrajeny na kryostatu na fezy o tloustce 7 um, které byly vedeny ve 3
urovnich: v obou periferiich a centralné¢ v oblasti zrakového nervu. Poté byly fezy

nabarveny metodou hematoxylin-eosin.

Podavani antibiotik u EAU

Mys$im bylo podavano Sirokospektré antibiotikum metronidazol 500 mg/l, ktery byl
rozpus$tén v pitné vodé. Voda byla mysim vyménovana kazdé 3 dny k udrzeni u€inku.
Podévani metronidazolu bylo zahdjeno bud 1 nebo 2 tydny pred indukei

s pokra¢ovanim do konce pokusu.

Imunohistochemicky priukaz lymfocyti a makrofagu

Pfitomnost T lymfocyti (membranové struktury lymfocyti 3 - CD3 molekula) na
mrazenych fezech sitnice mys$i sEAU jsme prokazovali tfistupiiovou
imunoperoxidazovou reakci. Pomoci CD3 protilatky v fedéni 1:200 v PBS a 1,5%
normalnim kozim séru byly za vizualizace pomoci sekundarni biotinylované kralici a
soupravy Vectastain Elite ABC HRP kit detekovany CD3 pozitivni buiiky. Pozitivnimi
kontrolami byly fezy sleziny s primarni i sekundarni protilatkou, negativnimi
kontrolami dale fezy sleziny bez primarni protilatky. K imunohistochemickému prukazu
makrofagli byla v imunoperoxidazové reakci pouzita protilatka F4/80 v fedéni 1:100
v PBS a 1,5% normalnim kozim séru. Vizualizace vazby byla provedena pomoci

sekundarni biotinylované krysi protilatky a soupravy Vectastain Elite ABC HRP kit.

Podavani probiotik u EAU

Probiotické bakterie ziva EcO (sérotyp O83:K24:H31) nebo ziva ¢i autoklavovana EcN

(sérotyp O6:K5:H1) byly pouzity pro nase experimenty. Ob¢ bakterie (EcN, EcO) byly
10



kultivovany v Lennoxové verzi bujonu Luria Bertani. MySim jsme podavali davku o
objemu 100 pl (10° bakterif) této suspenze. Alikvoty s probiotiky byly uchovavéany pfi
teploté 4-8 °C po dobu maximalné¢ az 2 tydnt. Probiotika byla podavana gavazi
orogastrickou sondou 3krat tydné s vyuzitim jednoho ze Ctyt typli pokusnych rezimt a
kontrolam byl podavan fyziologicky roztok: (a) dva tydny pfed EAU indukci
s pokracovanim do konce experimentu (kombinace prevence a terapie, 18 davek); (b)
pouze dva tydny pifed EAU indukci (prevence, 6 davek); (c) od 1. dne po EAU indukci
az do konce pokusu (¢asna a pozdni terapie, 12 davek); (d) posledni dva tydny pokusu
(pozdni terapie, 7 davek). Kontrolni skupiné bylo podavano 100 pl fyziologického
roztoku (placebo/sham). Pro studium vlivu EcN na imunitni systém pifed rozvojem
priznaktt EAU byl proveden pokus v rezimu podavani probiotik v kombinaci prevence

a terapie, ale pokus byl ukoncen a mysi byly usmrceny 7 dni po EAU indukei (9 davek).

Analyza populaci lymfocyti v lymfatickych uzlinach

Po indukci EAU byl proveden odbér mezenteridlnich (mLN), inguinalnich (iLN) a
cervikalnich (cLN) miznich uzlin, poté byly pfipraveny suspenze jednotlivych bunék.
Dale byly 7 dni po indukci EAU provedeny odbéry: 2 cm ilea bez Peyerskych platd
s naslednou izolaci bun¢k zlamina propria mucosaec mechanickou dezintegraci a
enzymatickym natravenim dle diive uvefejnénych protokold. Poté byla provedena
pratokova cytometrie (FACS) dle nasledujiciho postupu: bunééna suspenze byla omyta
v PBS, oznacena ve fixa¢nim barvivu, dale fixovana a permeabilizovana. Nespecifické
barveni bylo blokovano 10% mySim sérem a protilatkou anti-CD16/CD32 (Fc
receptory). Suspenze byla poté nabarvena bud pomoci markerd na T bunky nebo
monocyty a makrofagy s vyuzitim fluorescen¢né znaCenych protilatek. Pro analyzu
intracelularni produkce cytokini byly buiniky inkubovany 18 hodin na destice s
navazanym 5 pg/ml anti-CD3¢ a 4 pg/ml anti-CD28 nebo 40 hodin s 20 pg/ml IRBP a
smés 3 pg/mL Brefeldinu A a 2 pmol Monensinu byla pfidana k poslednim 4 hodinam

inkubace. Builky byly poté omyty, dale oznaeny s fixa¢ni barvou, fixovény a

11



permeabilizovany a blokovany pomoci protilatek anti-CD16/CD32 a nabarveny pro
CD3, CD4, CD8, interferon y (IFN-y), interleukin typu 17 (IL-17) a tumor nekrotizujici
faktor o (TNF-a). Data z FACS byla ziskana s vyuzitim LSRII a zanalyzovana vyuzitim

programu FlowJo software.

Analyza produkce cytokiniu ve stievé

Po indukci byly provedeny odbéry vzorki stieva: 3 Peyerovy platy distalni casti tenkého
stieva a jedna tfi-milimetrova punch biopsie distalni ¢asti tlustého stfeva. Vzorky byly
poté zvazeny a kultivovany v 500 pl kompletniho RPMI média obsahujiciho 10%
tepelné inaktivované fetalni bovinni sérum a 1% antibioticko-antimykoticky roztok ve
zvlhéeném inkubatoru po dobu 48 hodin. Poté byly odebrany supernatanty a uchovany
do analyzy pfi teploté —20 °C. Nasledné bylo provedeno méteni cytokinti ve tkanové
kultufe supernatantti s vyuzitim odpovidajicich enzymovych assayovych (ELISA) seti

pro mysi TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-33 a SI00AS.

Analyza regulac¢nich gent ve stievé

Pfi ukonceni experimentu tj. 28. den po indukci byly provedeny biopsie kolon a ilea,
které byly uchovany v RNALater pfi teplot¢ —20 ‘C do dalsi analyzy. Dale byla
provedena homogenizace tkané pomoci keramickych kulicek a extrakce celkové
ribonukleové kyseliny (RNA), ktera byla dale zpracovana k odstranéni
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Potom byla zméfena jeji koncentrace a kvalita.
Vsechny vzorky byly nasledné nafedény do stejné koncentrace RNA a 500 ng RNA bylo
transkribovano do komplementarni (cDNA). Byla provedena kvantitativni
poylmerazova fetézova reakce (PCR) k uréeni zmén v expresi informacni ribonukleové
kyseliny (mRNA). Data byla normalizovana 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—AACY).
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Analyza kolonizaé¢ni schopnosti probiotik

Probiotické bakterie EcN nebo EcO byly podavany gavazi mySim kmene C57BL/6J
(jedna davka = 10° Zivych bakterii na jednu my$ ve 100 pl fyziologického roztoku; EcN
n =5; EcO n = 4) ke zhodnoceni jejich schopnosti kolonizovat stfevo mysi. K prevenci
mozné kontaminaci mezi skupinami mysi s jednotlivymi probiotiky, byly mysi s EcN a
EcO chovany oddélené. Po 48 hodinach od gavaze probiotik byly mysi usmrceny a byl
odebran stfevni obsah z ilea, céka a kolon. Poté probéhlo vazeni jednotlivych vzorki,
izolace DNA a byla provedena PCR. Pocty probiotik byly upraveny na jednotky tvorici

kolonie (CFU) na gram vzorku a statisticky zanalyzovany.

Tvorba a kultivace makrofagi odvozenych z kostni di‘ené

U mysi kmene C57BL/6J ve véku 10 tydnt byl proveden odbér kostni diené z femuru,
nasledné byly pfipraveny suspenze jednotlivych bunék. Jednotlivé buiky byly
kultivovany a pasazovany. Poté byly makrofagy odvozené z hostni dfené¢ (BMDM)
stimulovany lyzatem probiotické bakterie o koncetraci 1, 10, 100 nebo 1000 pg/ml bud’
EcN nebo EcO ve zvlhé¢eném inkubatoru (37 °C, 5% CO2) po dobu 24 hodin.

Statisticka analyza

K analyze dat z klinického a histologického hodnoceni stupit zanétu mysich o¢i byl
pouzit poéitacovy program GraphPad Prism verze 8.1.1. Ke zhodnoceni rozdili mezi
skupinami s podavanym placebem a antibiotiky/probiotiky byl pouzit neparametricky
test Mann Whitney. K otestovani rozdili mezi lyzaty s EcO a EcN na BMDM byl pouzit
2-way ANOVA s Bonferroniho metodou nasobného testovani a za signifikantni p-

hodnotu (p-value) bylo povazovano p < 0.05.
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4. Vysledky

Zhodnoceni efektu metronidazolu u EAU

Metronidazol, Sirokospektré antibiotikum, ktery byl mySim podavan peroralné v pitné
vode¢, vedl ke signifikantnimu snizeni stupn¢ zanétu u mysiho modelu EAU klinicky i
histologicky, jak pfi zahdjeni podavani 1 tyden pted indukei (p < 0,05), tak i pti zahajeni
2 tydny pted indukei s pokracovanim do konce pokusu (p < 0,0001)(Obr. 1, Graf 1).

Obr. 1: Klinické a histologické hodnoceni u mysi lécenych 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 ter¢e 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

14



Sipky ukazuji vitritidu (modra) a ¢etné retinalni 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 l1écenych

metronidazolem, kde je nalez bez zanétlivych zmén.
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Graf 1: Vliv metronidazolu na stupen zanétu u EAU. Antibioticka 1é¢ba byla zahajena
2 tydny pied indukci. Klinické hodnoceni 21. a 28. den od indukce, histologické
hodnoceni 35. den od indukce (metronidazol 20 o¢i, kontroly 12 oc¢i). Signifikantni

vysledky jsou oznaGeny jako * (p < 0,05) a **** (p < 0,0001). Cervené je zobrazen

median.

Pii klinickém hodnoceni 21. i 28. den bylo patrné sniZeni stupné zanétu ve skupiné mysi
s metronidazolem oproti kontrolam. Histologické vySetieni ukazalo 35. den pouze
minimalni ¢i zadné znamky zanétu ve skupiné s metronidazolem oproti skupiné

kontrolni, kde byl zdnét vysokého stupné.
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Vliv metronidazolu na infiltraci sitnice T lymfocyty a makrofagy

Imunohistochemické vySetfeni o¢i 35. den od indukce prokédzalo 11 % sniZeni poctu
CD3+ T lymfocytt a 35% snizeni poc¢tu F4/80+ makrofaglh u mysi, u kterych bylo
zahédjeno podavani metronidazolu 1 tydny pfed indukci ve srovnani proti kontrolni
skuping. V pfipad¢é zahajeni podavani metronidazolu 2 tydny pied indukei byl rozdil
vice signifikantni, tj. 83% pokles poctu CD3+ T lymfocyti a 81% pokles F4/80+

makrofagt. Data byla ziskana spocitanim jednotlivych bunék.

Schopnost probiotik EcN a EcO kolonizovat stievo

Obé probiotické bakterie EcN i EcO kolonizuji stievo. Nachazime je u kolonizovanych
mys$i ve vzorcich z ilea, céka a kolon v podobném mnozstvi az 48 hodin po podani
probiotik. Proto by podavani zivych probiotik kazdé dva dny mélo vést k trvalému
vystaveni jejich ptisobeni. Po 5 dnech jiZ ale nebylo mozné zachytit pfitomnost jak EcO,
tak EcN ve stievech mysi, coz ukazuje, Ze ani jedno ze zminénych probiotik

nekolonizuje tenké nebo tlusté stfevo po delsi dobu.

Zhodnoceni vlivu Zivych probiotik EcO a EcN na intenzitu EAU

Kolonizace probiotikem EcO neméla protektivni uc¢inek u EAU, dokonce vykazovala
tendenci ke zvySeni intezity zanétu a navic vedla u mysi k vysoké mortalité (55,6 %)
Naopak pfi podavani zivého probiotika EcN se zahajenim 2 tydny pred indukci ¢i od
indukce do$lo k vyznamnému snizeni stupné zanétu jak klinicky (p < 0,01), tak
histologicky (p < 0,01)(Graf 2). V piipadé zahajeni podavani EcN 2 tydny po rozvoji
zanétu, tj. v rezimu pozdni terapie, kdyz jsou patrné znamky rozvoje uveitidy, jiz nebyl
pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinami jak v klinickém, tak v histologickém

hodnoceni.
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Graf 2: Vliv zivé probiotické bakterie EcN na stupen zanétu u EAU. Podavani probiotik
zahajeno 2 tydny pfed 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 pokustt). Signifikantni vysledky jsou oznaceny jako

*(p<0,01)a*** (p<0,001). Cervené je zobrazen aritmeticky prameér.

Zhodnoceni ucinku autoklavovanych probiotik EcN u EAU
Pii podavani autoklavované EcN (aEcN) nebyl pozorovan signifikantni rozdil mezi
skupinami jak klinicky, tak histologicky ve vSech rezimech podavani. Z toho vyplyva,

ze protektivni Ui¢inek je zavisly na zivych probiotickych bakteriich.

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

Peroradlné¢ podédvand EcN nevedla u mys$i k vyznamnym rozdiliim v zastoupeni
regulacnich T-lymfocytt (Treg), pomocnych T-lymfocyt typu 17 (Th17) a vrozenych

lymfoidnich bunék typu 3 (ILC3) v mLN ani cLN 28. den od indukce EAU, coz
17



naznacuje, ze ani jeden typ t€chto buné€k nehraje roli v protektivnim uc¢inku probiotické
bakterie EcN. Po stimulaci bun¢k izolovanych 28. den po indukci EAU z mLN a cLN
od mysi s EcN a kontrol pomoci anti-CD3/anti-CD28, tj. TCR stimulantem, vykazovaly
obé¢ skupiny mysi podobnou schopnost produkovat typické prozanétlivé cytokiny. U
mysi s EcN byl pozorovan jen maly vzestup poctu cytotoxickych T-lymfocyti (Tc)
s expresi TNF-a (p <0,05), ale nebyl doprovazen zvysenim produkce cytokint. Pfi
testovani odpovédi na pfitomnosti IRBP u bunék izolovanych z iLN, mLN a cLLN od
mys$i lécenych probiotikem EcN 28. den od indukce bylo zjisténo, ze obecné tyto T-
lymfocyty méné 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 (v8e p <0,05). Vzhledem
k tomu, ze EcN vede ke snizeni odpovédi viic¢i IRBP in vitro u T-lymfocytt po indukci
EAU pomoci IRBP a neni mezi skupinami rozdil v zastoupeni T-lymfocytli, mtize se

jednat vliv antigenni prezentace a primingu T-lymfocytt.

Analyza imunitni odpovédi v poc¢atecni fazi rozvoje EAU

snizeni produkce TNF-q, IL-1p a SI00A8 v buiikach kultivovanych Peyerovych plata
(p <0,05) bez jejich vyznamného snizeni v kolon a ileu. Dale dochazi k signifikantnimu
snizeni zastoupeni makrofagi v ileu a mLN u EcN proti kontroldm (p <0,05). Zaroven
se vileu ani jedné skupiny, dale v mLN EcN lécené skupiny nevyskytuji zadné M2
makrofagy (p <0,01). T-lymfocyty v lymfatickych uzlinach drénujicich misto imunizace
neprodukuji IFN-y a IL-17 v odpovédi na stimulaci IRBP in vitro (p <0,05). EcN lyzat
indukuje vyznamné mensi produkci IL-1p nez EcO lyzat (p <0,001). Tyto data
kdy dochazi k prezentaci antigenu a aktivaci efektorovych T-lymfocytt ve spadovych
lymfatickych uzlinach mista imunizace predtim, nez efektorové T-lymfocyty piekroci
hemato-retindlni 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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Analyza produkce cytokini a antimikrobialnich peptidi v Peyerovych platech

Ziva EcN neméni produkci prozanétlivych cytokinti v kolon, ale snizuje produkci TNF-
a, IL-1P, IL-33 a S1I00AS8 v supernatantech kultivovanych Peyerovych plati (p <0,05,
IL-33 p <0,01). Ziva EcN zvysila expresi genti antimikrobilnich peptidii Defas, Muc13
a Tjp v ileu (p <0,05), které mohou mit vliv na integritu stfevni bariéry a mohou hrat

rrrrr

vzestup exprese toll-like receptoru typu 5 (TLRS) (p <0,01).

Analyza myeloidnich bunék a B-lymfocyti v lymfatickych uzlinach

V ptipadé podavani probiotik EcN v rezimu cely pokus nebyly 28. den po indukci
zaznamenany rozdily mezi skupinami v po¢tu monocyti/makrofagi v mLN pii jejich
analyze pomoci FACS. Bylo vsSak pozorovano snizeni poc¢tu makrofagh
s indukovatelnou syntazou oxidu dusnatého (iNOS) u mysi 1é¢enych probiotikem EcN
(p <0,05). Tento rozdil byl zjistén pouze v mLN, ale ne v cLN. Vzhledem k tomu, Ze
nebyl pozorovan rozdil v zastoupeni poctu neutrofilnich granulocyti ani B-lymfocyti
v lymfatickych uzlindch ani v expresi CD40 u B-lymfocyti mezi skupinou s EcN a
kontrolami, lze vyvozovat, ze B-lymfocyty velmi pravdépodobné nehraji roli v ucinku

probiotik EcN
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7. Souhrn
Vysledky naSeho vyzkumu splnily stanovené cile prace a potvrdily vyznam

mikroorganismi v procesu autoimunitni uveitidy.

1. Peroralni podavani Sirokospektrého antibiotika metronidazolu v monoterapii
vedlo u mysiho modelu uveitidy k vyznamnému snizeni intenzity zanétu pfi
zahajeni 1 tyden pfed indukci. Pii zahdjeni podavani 2 tydny pied indukci byl
jeho ucinek vice signifikantni. Pravdépodobné se zde uplatiiuje vliv antibiotika
metronidazolu na slozeni stfevni mikrobioty, ktera hraje vyznamnou roli
v procesu autoimunitni uveitidy.

2. Imunohistochemickd analyza bunééné infiltrace mySich oc¢nich bulbd 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 zanétu, naopak zpusobila nesignifikatni mirné
zvySeni stupné zanétu, které bylo navic doprovazeno vysokou mortalitou.
Prokazali jsme vsSak protektivni ucinek pfi podavani zivé EcN v pfipad¢
zahajeni podavani 2 tydny ptfed indukei ¢i od indukce EAU do konce pokusu.
V piipadé zahdjeni az po rozvoji klinickych znamek zanétu, tj. 2 tydny po
indukci EAU, probiotikum protektivni uc¢inek nevykazovalo. Pravdépodobné
se muze jednat o regulaci na urovni prezentace antigenu T-lymfocytim a
indukce zanétu.

4. Zhodnoceni efektu autoklavované probiotické bakterie ECN u EAU v rtiznych
rezimech podavani nevykazovalo vyznamny rozdil mezi skupinami, je tedy pro
protektivni efekt nutné zivé probiotikum a jeho produkty.

5. Pii zhodnoceni populaci lymfocyta (Th17, ILC3 a Treg) v cLN a mLN nebyly
pii podavani probiotika EcN zjistény mezi skupinami rozdily, proto tyto buiiky
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pravdépodobné nehraji vyznamnou roli v u¢inku EcN. Pii stimulaci Th, Tc a
ostatnich bunék (CD3") pomoci TCR vykazovaly buiiky ze skupiny mysi
lécenych EcN podobny potencial k produkci typickych prozanétlivych faktori
jako u kontrolni skupiny. Pfi IRBP stimulaci téchto bungk, které byly izolovany
z lymfatickych uzlin, vykazovaly buiiky ze skupiny s EcN nizsi reaktivitu vaci
IRBP in vitro.

6. Ziva EcN snizila produkci nékolika prozanétlivych faktort (TNF-a, IL-1p, IL-
33, S100A8) a zvysila expresi nékterych genl pro antimikrobialni peptidy
(Defa5, Mucl3, Tjp) v Peyerovych platech, coz mtze hrat v roli v integrité
stievni bariéry.

7. Ziva EcN zpuisobila pokles produkce iNOS makrofagy v mLN, a tim sniZeni
zastoupeni prozanétlivych M1 makrofagli. Nebyly pozorovany rozdily
v poctech neutrofilnich granulocytt ani B-lymfocytti mezi skupinami.

8.V nasich pokusech jsme zjistili redukci IRBP indukovanych IFN-y"CD4" a IL-
17A*CD4" T-lymfocyti v iLN drénujicich misto imunizace 7. den po indukci,
tj. v pocatecnich fazich rozvoje EAU, ale nedoslo ke zménam v poctu téchto
bunék v cLN ani mLN. 28. den jsme zjistili snizeni po¢tu IRBP indukovanych
ve stfeveé 7. den podobné jako 28. den, tj. snizeni produkce TNF-a, IL-1P a
S100A8 v buiikach kultivovanych Peyerovych platt, dale sniZzeni zastoupeni
makrofaghh vileu a mLN proti kontrolam. T-lymfocyty v lymfatickych
uzlinich drénujicich misto imunizace neprodukuji IFN-y a IL-17 v odpovédi

na stimulaci IRBP in vitro. Tyto data naznacuji, Ze protizanétlivy efekt EcN

zacina béhem prodromalnich fazi vyvoje EAU.

Dosazené vysledky poukazuji na vyznamnou roli stfevniho mikrobiomu v procesu
autoimunitni uveitidy, dale naznacuji mozné mechanismy regulace osy stfevo-oko a

oteviraji moznosti imunomodulaéni strategie pro prevenci nitroo¢niho zanétu.
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