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Abstrakt

Uvod: Autoimunitni uveitida postihuje zejména sttedni vékovou kategorii a
pres stale se rozvijejici terapeutické moznosti zpiisobuje t€zké postiZzeni zraku.
Vzhledem k siroké klinické variabilité¢ je studium autoimunitni uveitidy
Vv humanni medicin¢ limitované, a proto byly vyvinuty experimentalni modely.
Cilem na$i prace bylo zavést reprodukovatelny model experimentdlni
autoimunitni uveitidy v Ceské republice a dale na tomto modelu sledovat
zastoupeni CD3+ a F4/80+ bunck v sitnici, zhodnotit vliv mikrobialniho
prostiedi na intenzitu nitroo¢niho zanétu a testovat terapeutické moznosti.
Material a metody: Mysim kmene C57BL/6J byl aplikovan sitnicovy antigen
(IRBP 1-20, interphotoreceptor retinoid binding protein) potencovany
kompletnim Freundovym adjuvans a pertusovym toxinem, ktery vyvola
mirnou zadni autoimunitni uveitidu. MySi pochazely z konvenéniho a
gnotobiotického (bezmikrobniho) chovu. Intenzita uveitidy byla hodnocena
podle standardizovanych protokold in vivo biomikroskopicky a post mortem
histologicky na fezech barvenych hematoxylin eozinem. Vzorky tkani byly
analyzovany také imunohistochemicky a pratokovou cytometrii. Standardni
sledovaci doba experimentu byla 35 dnt. Mysi s uveitidou z konvenéniho
chovu byly lé¢eny peroralnimi antibiotiky (metronidazol a ciprofloxacin)
podavanymi profylakticky tyden pted indukci a ode dne indukce. Také byl
testovan ucinek 1é¢by uveitidy mykofenolat mofetilem, cyklofosfamidem a
golimumabem.

Vysledky: V naSich laboratornich podminkiach byl zaveden model
experimentalni autoimunitni uveitidy, byla oveéfena jeho stabilita a
reprodukovatelnost. Na histologickych fezech sitnici  zpracovanych
na imunohistochemii byla v ¢ase zaznamenana stoupajici koncentrace CD3+ a
F4/80+ bunek a charakteristické usporadani zanétlivych lozisek, CD3+ bunky
v centru a F4/80+ bunky na jejich periferii. Byla prokdzana nizsi intenzita
zanétu u mysi Vredukovaném mikrobidlnim prostfedi: u mysi lécenych
profylakticky peroralnimi antibiotiky a u bezmikrobnich mysi. Byl potvrzen
ucinek mykofenolat mofetilu a cyklofosfamidu v 1écbé experimentalni
autoimunitni uveitidy.

Zavér: Model experimentalni autoimunitni uveitidy je vhodny pro studium
imunopatogenetickych mechanismi i terapeutickych moznosti v zédkladnim
vyzkumu, coz mize prispét k efektivni 1é¢b& nitroo¢nich zanéti v humanni
medicing.



The Mechanisms of Pathogenesis of Experimental Autoimmune Uveitis
and Possibilities of Their Regulation

Abstract

Introduction: Uveitis is an intraocular inflammation affecting mostly people
of working age. Uveitis is responsible for severe visual impairment despite of
expanding new therapeutics. Because of the clinical heterogeneity of uveitis,
which limits studies in human medicine, the animal models of uveitis were
established. The goal of our project was to set up a reproducible model of
experimental autoimmune uveitis in Czech Republic, to observe the frequency
of CD3+ and F4/80+ cells in retina on this model, to assess the influence of
microbial environment on intensity of intraocular inflammation and to test the
therapeutical possibilities.

Material and methods: The C57BL/6J mice were immunized by retinal
antigen (IRBP 1-20, interphotoreceptor retinoid binding protein) enhanced by
complete Freund’s adjuvant and pertussis toxin, and mild posterior
autoimmune uveitis was induced. The mice were bred in conventional and
germ-free (gnotobiotic) conditions. Uveitis intensity was evaluated in vivo
biomicroscopically and post mortem histologically on hematoxylin eosin
stained sections according to the standard protocol. Mouse tissues were
analyzed also by imunohistochemistry and by flow cytometry. Each
experiment was performed for 35 days. The conventional mice with uveitis
were treated with oral antibiotics (metronidazole and ciprofloxacin) starting a
week before induction and at the day of induction. Furthermore, the effect of
mycophenolate mofetil, cyclophosphamide and golimumab was tested on this
model.

Results: The model of experimental autoimmune uveitis was established in
our laboratory and its stability and the reproducibility was verified. On
histological sections after imunohistochemical staining, the increasing
concentration of CD3+ and F4/80+ cells in time was observed as well as the
characteristic arrangement of retinal infiltrates with CD3+ cells in the center of
the infiltrates and F4/80+ cells at its periphery. The lower inflammation
intensity was proved in reduced microbial environment: in mice treated
prophylactically by antibiotics and in germ-free mice. The effect of
mycophenolate mofetil and cyclophosphamide was confirmed in treatment of
experimental autoimmune uveitis.
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Conclusion: The model of experimental autoimmune uveitis is an ideal tool to
study the immunopathological mechanisms and therapeutical possibilities in

basic research. This can contribute to effective treatment of intraocular
inflammation in human medicine.



Uvod

Uveitida je nespecificky nazev pro nitroo¢ni zanét duhovky, fasnatého
(ciliarniho) téliska a/nebo cévnatky.

Uveitida postihuje pfedevSim stfedni vékovou kategorii, prevalence je 40
pfipadd na 100 000 obyvatel a piedstavuje desetiprocentni podil na slepoté
Vv rozvinutych zemich.

Existuje vice moznosti klasifikace uveitid. Na zéklad¢ klinického prab&hu se
déli uveitidy na akutni a chronické. Anatomicka klasifikace rozliSuje uveitidy
predni, intermedialni, zadni a panuveitidu. Podle pficiny se d¢li na infekend,
neinfekéni, idiopatické a maskujici syndrom. Az v 50 % ptipadi zistava
pfi¢ina neznama. NaSe prace se vénuje problematice chronické zadni uveitidy
autoimunitni etiologie na mys$im modelu experimentalni autoimunitni uveitidy
(EAU).

Vzhledem k tomu, ze autoimunitni uveitida u lidi je relativné vzacné a
heterogenni onemocnéni, byly pied 40 lety vyvinuty zvifeci modely ke studiu
patogeneze uveitidy, jejich genetickych souvislosti i terapeutickych moznosti.

Modely EAU indukované antigeny vyuzivaji retinalnich antigend
k imunizaci zvitat. Uveitida indukovana IRBP antigenem u myS$i kmene
C57BL/6 je mirna a chronicka a blizce piipomina autoimunitni uveitidu u lidi
s vitritidou, retinitidou, vaskulitidou a dal§imi znaky. Vyhodou u tohoto
modelu je relativné dlouha doba aktivity zanétu od 21. do 35. dne. Minimalni
¢i zadné postizeni pfedniho segmentu umoznuje pii biomikroskopii dobrou
vySettitelnost sitnice 1 pii vysoké aktivité zanétu.

Spoustéci mechanismus autoimunitnich onemocnéni spojeny se ztratou
autotolerance dosud nebyl pIné objasnén. Nekteré hypotézy oznaduji
u geneticky predisponovanych jedinci za iniciatora onemocnéni infekci.
Za dulezity regulaéni prvek pro udrZzeni imunologické homeostazy je
mikroflora. V celé fadé experimentalnich modelli autoimunitnich onemocnéni
bylo prokazano, ze Vv bezmikrobnich podminkach nedochazi k rozvoji
onemocnéni nebo je jeho pribéh atenuovan. Proto nas zajimalo, zda
redukované mikrobidlni prostfedi u téchto mysi méni aktivitu EAU.

Soucasna imunoterapie autoimunitni uveitidy pouzivana v klinické praxi je
vzhledem k jejim nespecifickym ucinkiim casto nedostatecné efektivni a byva
provdzena  zavaznymi  nezddoucimi  uCinky.  Imunosupresivni a
imunomodulaéni terapie se zaméfuje na ovlivnéni T lymfocytt, zanétlivych
cytokinti a obecné proliferujicich bunék. Mnoho novych biologik zavedenych
v praxi bylo vyvinuto nebo ovéfovano na zvitecich modelech autoimunitnich
nebo zanétlivych onemocnéni, véetné¢ EAU.
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Hypotézy a cile prace

Cilem nasi prace bylo zavedeni reprodukovatelného modelu EAU u mysi
v Ceské republice a studium autoimunitniho zanétu v sitnici v priibéhu zadni
uveitidy vCetné moznosti jeho ovlivnéni. Intenzita zanétu byla posuzovana
na zéklad€ klinického a histologického hodnoceni uveitidy. Byl provadén
imunohistochemicky prikaz imunokompetentnich bun¢k v misté zanétu a
jejich kvantifikace v riznych fazich uveitidy. Byla porovnana intenzita zanétu
u bezmikrobnich mysi a u mysi 1é€enych peroralnimi antibiotiky. Dil¢im cilem
bylo farmakologické ovlivnéni zanétu.

. Za ptedpokladu, Ze v naSich laboratornich podminkach zavedeme
stabilni a reprodukovatelny model EAU pomoci IRBP antigenu, budeme
hodnotit,
A. jaké faktory ovliviuji uspé€Snou indukci uveitidy u mysiho
modelu EAU
B. zda koreluji stupné klinického a histologického hodnoceni
intenzity zanétu

Il.  Je obecné znamé, ze T lymfocyty a makrofagy jsou nejpocetnéj$imi
imunokompetentnimi bunkami v sitnici u mysi s EAU. Nasim cilem je
kvantifikovat zastoupeni T lymfocyti a makrofag v sitnici v riznych fazich
uveitidy.

I1l. U nékterych autoimunitnich onemocnéni byl popsan vliv stfevniho
mikrobiomu na intenzitu zanétu. Predpokladame, ze mikrobiom ma vyznam
také u EAU. Budeme posuzovat jeho vliv na intenzitu uvetidy véetné ovlivnéni
poctu imunokompetentnich bunék.

IV. Utinek mykofenoldt mofetilu neni v 1é¢bé autoimunitni uveitidy
jednoznaény. NaSim cilem je testovat ucinnost mykofenolat mofetilu
na modelu EAU, porovnat jeho ucinek s cyklofosfamidem a objasnit, zda je
mykofenolat mofetil indikovan pro terapii uveitid.



Material a metody
Experimentalni zvirata

Ve studii byly pouzity mysi inbredniho kmene C57BL/6J ve véku 6 aZz 8
tydnti, v konvenénim chovu pouze samice, Vv gnotobiotickém chovu
u bezmikrobnich mysi samice i samci.

Indukce EAU

Aplikace sitnicového peptidu IRBP, ktery puasobi jako autoantigen, byla
provadéna podle standardniho protokolu. Subkutdnné bylo aplikovano 500 g
IRBP 1-20. Pro rozpusténi peptidu byl pouzit dimethylsulfoxid (DMSO).
IRBP byl emulzifikovan skompletnim Freundovym adjuvans (CFA)
obsahujicim mykobakterie. Reaktivita imunitniho systému byla podpofena
intraperitonealni aplikaci pertusového toxinu (PT), rozpusténého v PBS
(phosphate buffered saline).

Klinickeé vySetreni uveitidy

Biomikroskopické vySetfeni zvitat in vivo bylo provadéno pomoci otoskopu.
Mysi byly vysetiovany v celkové intraperitonealni anestezii, pro rozsifeni
zornice byla aplikovana mydriatika do spojivkového vaku. Na rohovku
pokrytou vrstvou viskomaterialu byl ptikladan otoskop ptipojeny k zevnimu
zdroji svétla a k fotoaparatu s predsazenou ¢ockou +4,0 dioptrie.

Histologické zpracovani materialu

Zvirata byla usmrcena cervikalni dislokaci podle etickych pravidel danych
zakonem. OC¢i byly enukleovany bezprosttedné post mortem 35. den
po indukci EAU. O¢i byly vlozeny do gelového média a zamrazeny ve 2-
methylbutanu v atmosféfe tekutého dusiku. Vzorky zmrazené na -70°C byly
krajeny na mikrotomu na 7 pm silné fezy. Rezy byly krajeny vzdy z periferie a
z oblasti optického nervu obou o¢i a barveny hematoxylin eozinem podle
standardniho protokolu. Vzorky byly odebrany z obou o¢i, vzhledem k tomu,
7e zanét muze byt asymetricky.

Imunohistochemicky prikaz T lymfocyti a makrofagi byl proveden
na mrazenych fezech tfistupfiovou metodou s primarni kralici protilatkou proti
CD3 antigenu a krysi protilatkou proti F4/80 antigenu. Anti-CD3 polyklonalni
protilatka detekuje specificky T lymfocyty. Anti-F4/80 je monoklonalni
protilatka, kterd krom¢ makrofdgi barvi zktizené mikroglie i malou frakci
dendritickych bunék.
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Pratokova cytometrie K detekci imunokompetentnich bunék byla provedena
z mezenterialnich a krénich uzlin.

Hodnoceni intenzity uveitidy

Posouzeni stupné uveitidy je zalozeno na hodnoceni biomikroskopickém in
vivo nebo histologickém post mortem ve skale 0 (zadny zanét) az 4 (silny
zanét) a po imunohistochemickém barveni byla provedena kvantitativni
analyza CD3+ a F4/80+ buné¢k. Klinické znamky zdnétu na sitnici predstavuje
vaskulitida, sitnicové infiltraty, edém optického nervu a v pokrocilé fazi atrofie
sitnice. Mezi histologické znamky zadni uveitidy patii retinalni zahyby,
zaneétliva loziska v sitnici, Casto lokalizovana v blizkosti ciliarniho téliska,
vaskulitida, vitritida, neovaskularizace sitnice, V pokroc¢ilé fazi ztrata
fotoreceptort.
Lécba antibiotiky

Pro snizeni mikrobidlni naloze byly mySi Vv konvenénim chovu léCeny
Sirokospektrymi antibiotiky (ATB) metronidazolem a ciprofloxacinem v pitné
vodé podle zavedenych postupl. Byly pouzity dva rezimy lécby: zahajeni
tyden pied indukci uveitidy a zahajeni v den indukce uveitidy. Léc¢ba trvala
po celou dobu experimentu.

Lécba EAU

Byly srovnavany 4 skupiny lé¢enych mysi s kontrolami. Dvé skupiny 1é¢ené
mykofenolat mofetilem (MMF) intraperitonealné denné v davce 30 mg/kg a 50
mg/kg. Dalsi skupina mysi byla 1éCena cyklofosfamidem (CF)
intraperitonealn¢ v jediné davce 100 mg/kg. Posledni skupina byla léCena
golimumabem subkutanné 1x tydné v davce 70 mg/kg. Kontrolni skupiny
byly 2: skupina s EAU bez 1é¢by a skupina s sham 1é¢bou (aqua pro
injectione aplikovana intraperitonealng).

Statisticka analyza

Data byla zpracovana pomoci programu GraphPad Prism. K porovnani mezi
skupinami byl pouzit neparametricky Mann-Whitneylv test a Kruskaltv-
Walistv test. Hodnota p < 0,05 byla hodnocena jako signifikantni.
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Vysledky
Zastoupeni CD3+ a F4/80+ bunék v sitnici béhem zdanéetu

Pocet T lymfocytti a makrofagl V sitnici Vv pritbéhu zanétu stoupa, vyrazny
narust je 25. den od indukce, kdy klinicky zaznamenavame vrchol uveitidy.
Postupné dochazi ke kumulaci zanétlivych bunék a v pozdni fazi zanétu,
v naSem sledovani 60. den, je jejich pocet nejvyssi. Infiltrace sithice T
lymfocyty podle nasich vysledki nastava od 10. dne po indukci, infiltrace
makrofagy az od 20. dne po indukci. Celkovy pocet T lymfocytl proti
makrofagiim je v pozdni fazi vice nez dvojnésobny.

Viiv mikrobialni flory na pribéh zanetu

Redukované mikrobialni prostiedi u bezmikrobnich mysi a mysi 1écenych
profylakticky antibiotiky tyden pfed indukci a po dobu experimentu snizuje
intenzitu nitroo¢niho zanétu.

Intenzita nitroo¢niho zanétu byla sledovana ve 3 skupinach: A) bezmikrobni
mysi, B) mysi l1éCené peroralnimi antibiotiky (metronidazol a ciprofloxacin)
V pitné vodé podavanymi profylakticky, tj. tyden pted indukci EAU a po dobu
experimentu, C) mysi 1é¢ené ATB od dne indukce EAU po dobu experimentu.
Intenzita zanétu byla porovnana s kontrolni skupinou konvenénich mysi
s EAU.

U bezmikrobnich mysi byla v histologickém hodnoceni intenzita zanétu
ve srovnani s kontrolni skupinou signifikantné nizsi (p < 0,0001). Kombinace
Sirokospektrych antibiotik snizi mikrobialni naloz ve stfevé a vyznamné zméni
slozeni mikrobioty. Lécba ATB tyden pted indukci vedla k signifikantnimu
snizeni zé&nétu pii klinickém vySetfeni oproti neléenym kontrolam,
S nejvetsim rozdilem pozorovanym 35. den (p = 0,011). Toto bylo potvrzeno
histologickym hodnocenim 35. den, kdy intenzita zanétu byla vyznamné
snizena (p = 0,023).

U mysi lécenych antibiotiky ode dne indukce uveitidy po celou dobu
experimentu nebyl pozorovan statisticky signifikantni rozdil v histologickém
hodnoceni intenzity zanétu oproti kontrolni skupiné (p = 0,294).

Kvantitativni analyza CD3+ a F4/80+ bun€k v sitnici 35. den po indukci
po imunohistochemickém barveni ukazuje u bezmikrobnich mysi oproti
kontrolam signifikantné niz§i pocet T lymfocytd (p < 0,05), i sniZzeni poctu
makrofagi (p = 0,093).

Pii prutokové cytometrii bylo zaznamendno v drénujici kréni uzliné
U bezmikrobnich my$i mensi procento Thl a Thl7 lymfocytd a vétsi
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akumulace Foxp3+Tregs oproti Kontrolnim my$im. Vétsi pocet Thl a Thl7
lymfocytd v kréni uzling u kontrolnich myS$i je pravdépodobné vysledkem
migrace bunék ze zanétlivé uveoretiny. Zastoupeni CD4+TNF-a+ T lymfocyth
bylo podobné v obou skupinach. Vysetieni populace bun¢k v mezenterialnich
lymfatickych uzlindch neukazalo rozdily mezi bezmikrobni a kontrolni
skupinou mysi. Tyto vysledky naznacuji, Ze zvySeni prozanétlivych T
lymfocytl v drénujici kréni uzlin€ vznikd v dusledku organové specifického
onemocnéni oka.

Ucinek 1ékii na intenzitu zanétu

Cyklofosfamid prokazal 100% ucinnost na sniZeni intenzity EAU (p <
0,0001), také mykofenolat mofetil v davce 30 mg/kg ukazal signifikantni
sniZeni zanétu (p < 0,05). Vys$si davka mykofenolat mofetilu 50 mg/kg snizila
intenzitu zanétu, ale vysledek nebyl statisticky signifikantni. Lécba
golimumabem neprokazala Gi¢inek na snizeni zanétu u mysi. Z histologického
hodnoceni je ziejmé, Ze golimumab zptlsobil spiSe vyssi intenzitu zanétu, coz
muizeme vysvétlit jeho huméannim ptivodem.
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Diskuze

Experimentalni autoimunitni uveitida u mysi pfedstavuje reprodukovatelny
model, ktery otevird dal$i moZnosti v oblasti vyzkumu zadni uveitidy
autoimunitni etiologie.

Vyhodou modelu chronické EAU u mysi C57BL/6 je relativné dlouha doba
aktivity zanétu trvajici priblizné 3 az 4 tydny. Biomikroskopicky byla u nasich
mysi nejvyssi intenzita zanétu kolem 25. dne po indukci. Histologicky byla
nejveétsi kumulace zanétlivych zmén 35. den po indukci. NaSe pozorovani
koreluji s vysledky jinych autort, kteti zaznamendvaji vrchol zanétu kolem 25.
dne po indukci.

V pribéhu  zanétu  dochazi  kinfiltraci  sitnice  celou  fadou
imunokompetentnich bunék: T a B lymfocyty, dendritické bunky, makrofagy,
myeloidni supresorové bunky, neutrofily. Nejpocetnéj§imi bunkami v sitnici a
v choroidee jsou v pribéhu celé doby zanétu T lymfocyty a makrofagy, coz
odpovida nasim vysledkim imunohistochemie. Misto vstupu zanétlivych
bunék do sitnice je stale nejasné. Studie na potkanech ukazala, Ze aktivované
makrofagy pochazejici z krve jsou u EAU hlavnimi buiikami tkanového
poskozeni, které probiha pod kontrolou antigenné specifickych T lymfocytt a
TNF-a. Forrester et al. pozoroval, Ze pii uveoretinitidé makrofagy fagocytuji
zevni  segmenty fotoreceptort, coz odpovida atrofii fotoreceptort
u pokroc¢ilého stupné EAU na naSich vysledcich histologie. Tkanové poskozeni
je také zptisobeno z ¢asti volnymi radikaly, zejména oxidem dusnatym.

Podle soucasnych literarnich udajii mikrobiota vyznamné ovliviiuje néktera
autoimunitni onemocnéni. Pfitomnost mikrobioty podmiiiuje vznik kolitidy,
roztrouSené sklerdzy, artritidy nebo ankylozujici spondylitidy, naopak
u modelu typu 1 diabetu intenzitu onemocnéni snizuje. Na IRBP-indukovaném
modelu EAU redukované mikrobialni prostfedi podle naSich vysledka snizuje
intenzitu uveitidy, a to u my$i chovanych Vv bezmikrobnich podminkach i
u mysi z konvencniho chovu, které byly profylakticky 1é¢ené Sirokospektrymi
antibiotiky (metronidazol a ciprofloxacin) tyden pied indukci EAU a po dobu
experimentu.  Pokud byla u konven¢nich mysi 1écba antibiotiky zahajena
v den aplikace antigenniho peptidu a adjuvans, neméla lécba antibiotiky vliv
na intenzitu EAU. Tyto vysledky mohou mit vyznam v humanni mediciné, kde
vysvétluji nedostatecny terapeuticky vliv podavanych systémovych antibiotik
Vv 1é€beé autoimunitni uveitidy.
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Uveitida je zrak ohrozujici onemocnéni, které je terapeuticky naro¢né
ovlivnit. Imunosupresiva ani biologicka 1é¢ba nebyvaji vzdy u pacientt
S autoimunitni uveitidou ucinné. V nasi praci jsme prokazali signifikantni
snizeni o¢niho zanétu 1écbou mykofenolat mofetilem a cyklofosfamidem.
Hlavni role mykofenolat mofetilu v 1é¢bé autoimunitni uveitidy je spise
podptirna a jeho ucinek v monoterapii u zrak ohrozujicih zanéti je sporny.
Proto jsme testovali ucinek mykofenolat mofetilu na modelu experimentalni
uveitidy u mysi, kde dosud nebyl pouzit. Imunosupresivni c¢inek
cyklofosfamidu je u lidi jiz dlouho znam. Pro zavazné nezadouci Gcinky je
vyhrazen pro pacienty, u kterych selhal jiny imunomodula¢ni rezim, nebo jako
lécba prvni volby u zivot ohrozujicich onemocnéni. Zaveér naSi préace
podporuje indikaci 1é¢by mykofenolat mofetilem u zadni uveitidy autoimunitni
etiologie u lidi. Golimumab je humanizovana monoklonalni protilatka proti
TNF-a. Nase vysledky ukazuji zhorSeni uvetidy v 1éCené skupiné. ZvySeni
prozanétlivého u¢inku golimumabu miize byt vysvétleno aplikaci plné
humanizované protilatky mySim, coz vyvola silnou imunitni reakci.

15



Zavér

Tato prace se zabyvala Casti rozsahlé problematiky IRBP-indukovaného
nitroo¢niho zadnétu na myS$im modelu EAU a splnila cile stanovené v tivodu
této dizertaCni prace:

. V nasi laboratofi byl zaveden reprodukovatelny a stabilni mysi model
EAU indukovany u mysi kmene C57BL/6J sitnicovym antigenem IRBP 1-20.
Klinicky byly mysi vySetfovany in Vvivo pomoci otoskopu, byly
zdokumentovany klinické projevy uveitidy: sitnicové infiltraty, edém terce
zrakového nervu a opouzdfeni cév. Histologicky byly hodnoceny zanétlivé
zmény post mortem 35. den po indukci: retindlni zanétliva loziska, retinalni
zahyby, neovaskularizace sitnice, ser6zni amoce, vaskulitida a vitritida.
Intenzita zanétu byla posuzovana pomoci zavedenych hodnoticich tabulek
ve skéle 0 (zadny zanét) az 4 (silny zanét).

A) Byla zjisténa kriticka mista v protokolu indukce, zptesnéna piiprava
reagencii a detailné popséana aplikace peptidu, coz jsou zasadni predpoklady
pro uspésnou indukci uveitidy. Dulezité faktory ovlivityjici indukei jsou vék a
pohlavi u mysi, vhodné podminky chovu a také mikrobialni prostiedi.

B) Podle nasich pozorovani je pii klinickém vySetfeni vrchol zanétu 25. den
po indukci, pti histologickém vysetfeni az 35. den. Pokud posuzujeme
intenzitu zanétu 35. den po indukci, je pfi klinickém vySetieni vys$si (stupen 3)
nez pfi hodnoceni histologickém (stupeni 2). Tyto diskrepance mohou byt
vysvétleny rozdilnym rozsahem hodnocené sitnice. Pti klinickém vySetieni je
prehlédnuta cela sitnice. Pti histologickém hodnoceni je posuzovano 8 az 10
fezl sitnice jednoho oka, nemusi byt tedy zachyceny vSechny léze. V dalsim
priabéhu nastupuji atrofické pozanétlivé zmeény, které zaznamename diive
pti klinickém vysetieni.

Il. Na IRBP-indukovaném modelu EAU u mysi kmene C57BL/6J byly
imunohistochemicky detekovany CD3+ T lymfocyty a F4/80+ makrofagy
Vv sitnici. V prubehu zanétu se jejich pocet prudce zvysuje 25. den od indukce,
v dal$im prubéhu do ukonéeni experimentu 60. den je vzestup pomalejsi.
Vyrazné zvysSeni poctu téchto zanétlivych bunék casove koreluje s vrcholem
zanétu. T lymfocyty jsou zachyceny V sitnici od 10. dne po indukci, makrofagy
se vyskytuji v sitnici od 20. dne po indukci. Celkové je pocet T lymfocytd 2x
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vys$Si nez pocet makrofagli. Charakteristické je usporadani zanétlivych lozisek
s T lymfocyty v centru a makrofagy na periferii loziska.

.V celé fadé experimentalnich modelt autoimunitnich onemocnéni bylo
prokazano, ze v bezmikrobnich podminkach nedochazi k rozvoji onemocnéni
nebo je jeho pribéh atenuovan. V této praci bylo potvrzeno, ze redukované
mikrobialni prostiedi pfed indukci EAU (bezmikrobni mySi a mysi lé¢ené
profylakticky antibiotiky tyden pied indukci) vede k niz$i intenzit¢ EAU,
zatimco antibiotika zahajena konkomitantn¢ s indukci neovliviiyji intenzitu
uveitidy. Kvantitativni analyza T lymfocytt a makrofagh v sitnici
u bezmikrobnich mysi prokazala signifikantné niz§i pocet T lymfocytl, coz
potvrzuje, ze ¢im je v sitnici niz8i pocet T lymfocytl, tim je intenzita
uveitidy niZsi.

Tato studie dokazuje blizky vztah mezi mikrobiomem a EAU a potvrzuje
vliv nespecifické imunity na vznik EAU.

IV. CF vdavce 100 mg/kg a MMF v davce 30 mg/kg signifikantné snizuji
intenzitu zdnétu na IRBP-indukovaném modelu EAU. CF je zavedené
imunosupresivum s prokazanym G¢inkem, uziti MMF bylo dosud
u autoimunitnich uveitid rozporuplné. Signifikantni vysledek v nasem
pozorovani podporuje pouziti MMF v 1é¢bé zadni uveitidy autoimunitni
etiologie v humanni medicing.

Zavedeni modelu EAU umoziiuje podrobné studovat imunopatogenetické
mechanismy zanétu a jejich cilenou regulaci, coz mize prispét k efektivni
1é¢b¢ nitroo¢nich zanétli autoimunitni etiologie v humanni mediciné. Nové
terapeutické moznosti mohou vést ke snizeni nakladti na 1écbu uveitidy a jejich
komplikaci a ke sniZeni procenta slepoty u 0sob v produktivnim véku.
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