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Seznam zkratek

ACAID odchylka imunity v pfedni komote oka (anterior chamber associated immune
deviation)

AIRE autoimunitni regula¢ni gen (autoimmune regulator)

APC antigen prezentujici bunika (antigen presenting cell)

CFA kompletni Freundovo adjuvans

CF cyklofosfamid

DMSO dimethylsulfoxid

EAE experimentalni autoimunitni encefalomyelitida

EAU experimentalni autoimunitni uveitida

EBV virus Epstein-Barrové

EIU uveitida indukovana endotoxinem (endotoxin induced uveitis)

GF bezmikrobni (germ-free)

HEL lysozym slepic¢iho vajicka (hen egg lysozyme)

HHV lidsky herpes virus (human herpes virus)

HLA antigeny MHC u ¢loveéka (human leucocyte antigen)

IFN interferon

IL-10 interleukin 10

ILC lymfoidni buiiky vrozené imunity (innate lymphoid cells)

ILM vnitini limitujici membrana (internal limiting membrane)

IRBP vazebny protein v interfotoreceptorové matrix (interphotoreceptor retinoid

binding protein)

LPS lipopolysacharid

MDSC myeloidni supresorové buiky (myeloid-derived suppressor cells)

MHC hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)

MMF mykofenolat mofetil

a-MSH alfa-melanocyty stimulujici hormon

NK ptirozeni zabije¢i (natural killer cell)

NOD neobézni mysi s diabetem (non-obese diabetic)

PAMP molekularni struktury spojené s patogeny (pathogen associated molecular
pattern)

PBS fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate, aktivator proteinkinasy C



PMN
PT
PTFE
RPE
RPMI
RS
SLE
Tc
TCR
TGF
Treg
Th
TNF
uv
VIP

polymorfonuklearni leukocyt

pertusovy toxin

polytetrafluor etylen

retindlni pigmentovy epitel

Roswell Park Memorial Institute (médium pro bunééné kultury)
roztrouSend skler6za mozkomisni

systémovy lupus erythematodes

cytotoxicky T lymfocyt (T cytotoxic cell)

receptor T lymfocytt (T cell receptor)

transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)
regulac¢ni T lymfocyt

pomocny T lymfocyt (T helper cell)

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
ultrafialové (zafeni)

vazoaktivni intestinalni peptid



Abstrakt

Uvod: Autoimunitni uveitida postihuje zejména stiedni vékovou kategorii a pies stale se
rozvijejici terapeutické moznosti zptisobuje tézké postizeni zraku. Vzhledem k Siroké klinické
variabilité¢ je studium autoimunitni uveitidy v humanni mediciné limitované, proto byly
vyvinuty experimentalni modely. Cilem nasi prace bylo zavést reprodukovatelny model
experimentalni autoimunitni uveitidy v Ceské republice a dale na tomto modelu sledovat
zastoupeni CD3+ a F4/80+ bun¢k v sitnici, zhodnotit vliv mikrobialniho prostiedi na intenzitu
nitroo¢niho zanétu a testovat terapeutické moznosti.

Material a metody: Mysim kmene C57BL/6J byl aplikovén sitnicovy antigen (IRBP 1-20,
interphotoreceptor retinoid binding protein) potencovany kompletnim Freundovym adjuvans a
pertusovym toxinem, ktery vyvold mirnou zadni autoimunitni uveitidu. MyS$i pochézely
Z konvencéniho a gnotobiotického (bezmikrobniho) chovu. Intenzita uveitidy byla hodnocena
podle standardizovanych protokolt in vivo biomikroskopicky a post mortem histologicky
na fezech barvenych hematoxylin eozinem. Vzorky tkani byly analyzovany také
imunohistochemicky a pritokovou cytometrii. Standardni sledovaci doba experimentu byla 35
dnd. Mysi s uveitidou z konvenéniho chovu byly 1é¢eny peroralnimi antibiotiky (metronidazol
a ciprofloxacin) podavanymi profylakticky tyden pred indukci a ode dne indukce. Také byl
testovan uc¢inek 1é¢by uveitidy mykofenolat mofetilem, cyklofosfamidem a golimumabem.
Vysledky: V naSich laboratornich podminkach byl zaveden model experimentalni autoimunitni
uveitidy, byla ovéfena jeho stabilita a reprodukovatelnost. Na histologickych fezech sitnici
zpracovanych na imunohistochemii byla v ¢ase zaznamenana stoupajici koncentrace CD3+ a
F4/80+ bun¢k a charakteristické usporddani zanétlivych lozisek, CD3+ buiky v centru a
mikrobidlnim prostfedi: U mySi léCenych profylakticky peroralnimi antibiotiky a
u bezmikrobnich mysi. Byl potvrzen G¢inek mykofenolat mofetilu a cyklofosfamidu v 1écbé
experimentalni autoimunitni uveitidy.

Zavér: Model experimentdlni autoimunitni uveitidy je vhodny pro studium
imunopatogenetickych mechanismil i terapeutickych moznosti v zédkladnim vyzkumu, coz

muze piispét k efektivni 1é¢bé nitroocnich zanéti v huméanni medicing.

Kli¢ova slova: experimentalni autoimunitni uveitida, autoimunitni onemocnéni, C57BL/6,
imunologické privilegium, mikrobiom, CD3+, F4/80+, hematoretinalni bariéra, autotolerance,

bezmikrobni, gnotobioticky, mykofenolat mofetil



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

Abstract

Introduction: Uveitis in 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 implement 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. The uveitis intensity was evaluated in vivo
biomicroscopically and post mortem histologically on hematoxylin eosin stained sections
according to the standard protocol. The 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.

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.
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Key words: experimental autoimmune uveitis, autoimmune disease, C57BL/6, immune
privilege, microbiome, CD3+, F4/80+, hematoretinal barrier, self-tolerance, germ-free,

gnotobiotic, mycophenolate mofetil
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Kapitola 1

UVOD DO PROBLEMATIKY
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1 UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1 Uveitida — definice a klasifikace

Uveitida je nespecificky nazev pro nitroo¢ni zanét duhovky, rasnatého (cilidArniho)
téliska a/mebo cévnatky. Uveitida je charakterizovana typickymi znamkami zanétu, tj.
zanétlivym exsudatem a bunikami v pfedni komote a/nebo ve sklivei a/nebo v choroidee a
v ptilehlych tkanich.

Uveitida postihuje predevsim stfedni v€kovou kategorii, prevalence je 40 piipadi
na 100 000 obyvatel [Kuchynka a kol., 2007] a ptedstavuje desetiprocentni podil na slepoté
Vv rozvinutych zemich [Suttorp-Schulten a Rothova, 1996; Durrani et al., 2004].

Pracovni skupina pro standardizaci nazvoslovi uveitid (Standardization of Uveitis
Nomenclature — SUN) déli uveitidy podle nékolika kritérii [Jabs et al., 2005].

Podle anatomickych projevii:
e piedni
¢ intermedialni
e zadni
e panuveitida
Podle pficiny:
e infekeni
e neinfekéni
e idiopaticka
e maskujici syndrom
Podle priibéhu:
e akutni
e chronicka

e recidivujici

Piedni uveitida se vyskytuje 4krat Castéji nez zadni a postihuje struktury predniho
segmentu - duhovku a fasnaté téleso (iritida, iridocyklitida; obrazek 1). Projevy zanétu jsou
patrné piredevsim v pfedni komote.

Intermedialni uveitida predstavuje zanétlivé postizeni sklivce (vitritida), zadni ¢asti

fasnatého téliska a periferni sitnice.
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Zadni uveitida postihuje pfedevsim zadni struktury oka. Projevuje se bunécnou infiltraci
sklivce, zdnétem retinalnich cév (vaskulitidou), zanétlivou infiltraci sitnice a/nebo cévnatky
(retinitidou, retinochoroiditidou, choroiditidou).

Panuveitida zahrnuje nitroo¢ni postiZeni pfedniho i zadniho segmentu oka zanétem.

() prfedni uveitida
@ intermedialni uveitida

choroidea
sitnice
pars plana
ciliarni télisko
duhovka

@ zadni uveitida

Cocka
rohovka

sklivec

skléra zrakovy nerv

MW

Obrazek 1- Struktury oka na schématu pii¢ného fezu a anatomické déleni uveitid

Pti¢inou uveitidy mohou byt infekce (20 %), autoimunitni mechanismy (30 %) nebo traz.
Témét u poloviny piipadl vSak etiologii nezjistime. Piiblizné u 25 % pacientil se uveitida poji
se systémovym onemocnénim typu sarkoidozy, ankylozujici spondylitidy, roztrouSené
mozkomisni sklerozy (RS), systémového lupus erytematodes (SLE), granulomatdzy
s polyangiitidou (dfive oznafovana jako Wegenerova granulomatéza) apod. Maskujici
syndromy jsou skupinou benignich i malignich chorob projevujicich se pod klinickym obrazem
uveitidy.

Akutni uveitida trvda méné nez 3 mésice a zacind nahle. Chronicka uveitida mize probihat
mésice 1 roky. O recidivuyjici uveitidé hovotime pfi opakovanych epizodach zanétu, které jsou
oddéleny minimélné tfim&si¢nim obdobim remise bez 1é¢by [Rihova a kol., 2009].

Nase prace se vénuje problematice chronické zadni uveitidy autoimunitni etiologie

na my$im modelu experimentalni autoimunitni uveitidy (EAU).
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1.2  Modely experimentalni autoimunitni uveitidy

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

Prvni model uveitidy u potkand [Lalive, 1968] vyuzival aplikaci Freundova adjuvans
obsahujiciho mykobakteria a pozdé&ji i endotoxinu [Forrester et al., 1980]. Od té doby byl
vyvinut model autoimunitni uveitidy u morcat, koni a primata imunizaci jednim ze sitnicovych
antigenti — arrestinem neboli S-antigenem v kompletnim Freundové adjuvans [Wacker a
Kalsow, 1973; Hirose et al.,, 1989]. Jeho aplikace experimentalnimu zvireti vyvolava
onemocnéni s klinickym obrazem velmi podobnym uveitidé u lidi. Vysoké koncentrace T
lymfocytu specifickych proti retinalnim antigeniim, zejména proti S-antigenu byly zjistény i
u pacientt s uveitidou [Caspi, 2008]. U bézné pouzivanych kment mysi vSak S-antigen
zanétlivé ofni onemocnéni nevyvolavd. Az po objevu intraretindlniho vazebného peptidu
(IRBP) byl vyvinut experimentalni model autoimunitni uveitidy u mysi [Caspi et al., 1988].
Od té doby vznikly cetné varianty prvniho zékladniho mySiho modelu, ktery spociva
v subkutanni aplikaci antigenu (IRBP).

Modely EAU mohou byt rozdéleny na dvé skupiny: uveitidy indukované imunizaci a
uveitidy spontanni.

Modely EAU indukované antigeny vyuzivaji retinalnich antigent k imunizaci zvirat.
K vyvolani uveitidy je nezbytné ptidat bakteriadlni adjuvans pertusovy toxin (PT) a kompletni
Freundovo adjuvans (CFA) obsahujici teplem usmrcené mykobakterie. Buniky nespecifické
imunity (monocyty, dendritické buiky, neutrofily a yd T lymfocyty) rozpoznaji mikrobidlni
receptory, coz vyvola prozanétlivy stav vedouci k aktivaci mechanismt specifické imunity
[Caspi, 2010]. V nasich experimentech byla EAU indukovana pomoci IRBP 1-20 humanniho
pivodu. Protein IRBP se nachazi v sitnici Vv interfotoreceptorové matrix, ktera slouzi
k transportu derivatli vitaminu A mezi fotoreceptory a retindlnim pigmentovym epitelem
(RPE). Strukturu proteinu IRBP tvoii ¢tyfi evoluéné staré domény, o kterych se predpoklada,
ze vznikly genovou duplikaci [Agarwal et al., 2012].

Mezi modely indukované EAU patii krom¢ indukce sitnicovymi peptidy (IRBP nebo
arrestinem) také adoptivni pfenos T lymfocytli (Thl nebo Th17) z imunizovanych déarct
(adoptivni transfer) a EAU indukovana injekci dendritickych buné€k, které in vitro zraly

Vv pfitomnosti antigenu. Indukovany model EAU piedstavuje také imunizace adoptivnim
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transferem u HLA-DR3 transgennich mysi, tzv. ,humanizovana™ forma EAU. U modela
imunizovanych adoptivnim transportem ptevazuje specificky typ imunity.

Model spontanni EAU vzniké u geneticky manipulovanych mysi, napiiklad transgenni
,.knockout” mysi, kterym chybi gen pro autoimmunitni regulator (AIRE) [Caspi, 2010]. AIRE
je transkripcni faktor kontrolujici ektopickou expresi tkanovych antigentt v thymu, vcéetné
nékolika retinalnich antigenti. Ztrata exprese retindlnich antigeni v thymu brani negativni
selekci T lymfocyt namifenych proti retindlnim antigentim, které tak putuji do periferie a
zpusobuji u mysi spontanni EAU [Caspi, 2006]. Dalsi typ spontanni uveitidy piedstavuji
transgenni mysi exprimujici retinalni neo-autoantigen (HEL, hen egg lysozyme; lysozym
slepi¢iho vajicka) [Lambe et al., 2007].

Podle typu aplikovaného antigenu a podle typu inbredniho kmene vznik4 u potkant a
mysi rizny typ uveitidy. Nékteré modely EAU maji akutni téZky zanét v prednim i zadnim
segmentu oka a mohou slouzit jako model humanni panuveitidy. Piikladem je EAU u potkant
indukovana arrestinem [de Kozak et al., 1981] nebo u mysi kmene B10.RI1l indukovana pomoci
IRBP 161-180 [Jiang et al., 1999; Silver et al., 1999]. Zatimco u jinych modelti EAU se vyvola
mirna chronicka uveitida postihujici zadni segment oka, napiiklad u mysi kmene C57BL/6 je
EAU indukovana pomoci IRBP 1-20 [Avichezer et al., 2000; Broderick et al., 2002] nebo
adoptivnim transferem T lymfocytd [Caspi et al., 1986; Hu et al., 1990; Shao et al., 2006].

Pro studium pfedni uveitidy je nejb&zné€jsi model uveitidy indukované endotoxinem
(EIU, endotoxin induced uveitis).

Uveitidu Ize vyvolat pouze u nékterych kmeni mysi. Kmeny mysi s haplotypem H-2
MHC jsou citlivé k vyvolani EAU, coz pfipomina silnou asociaci uveitidy s HLA u lidi. Kmeny
my$i nachylné k EAU maji haplotypy H-2° (C57BL/10 a C57BL/6), H-2X (B10.BR) a H-2'
(B10.RI1). Hierarchie citlivosti k EAU indukované retinalnim antigenem IRBP je B10.RIIl >
B10.BR > C57BL [Caspi et al., 1992]. MHC je zodpovédny pouze za Cast genetické
predispozice K uveitidé. Na penetranci a intenzitu onemocnéni maji zasadni vliv dalsi geny.
Utinky téchto genti jsou komplexni a zahrnuji obecnd viechny aspekty imunitni odpovédi
vcetné hormondalni odpovédi na stres nebo urovné exprese ektopickych tkanovych antigenii
v thymu. Patogeneze uveitidy je vysledkem spoluplisobeni riznych genetickych vlivl a vlivl
zevniho prostiedi [Caspi et al., 1992].

Experimentalni autoimunitni uveitida u mysi pfedstavuje reprodukovatelny model EAU,
ktery otevira dal§i moznosti v oblasti vyzkumu zadni uveitidy autoimunitni etiologie. Uveitida

indukovana IRBP antigenem u mysi kmene C57BL/6 je mirna a chronicka a blizce pfipomina
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autoimunitni uveitidu u lidi s vitritidou, retinitidou, vaskulitidou a dal§imi znaky (obrazek 2)
[Forrester et al., 1990, Forrester et al., 1992]. Vyhodou u tohoto modelu je relativné dlouha
doba aktivity zdnétu od 21. do 35. dne. Minimalni ¢i zddné postizeni predniho segmentu

umoznuje pii biomikroskopii dobrou vySetiitelnost sitnice 1 pti vysoké aktivité zanctu.

Clovék

Fyziologicky ndlez

Uveitida

Obrazek 2 - Srovnani klinického a histologického obrazu zadni autoimunitni uveitidy
u ¢lovéka a u mysi kmene C57BL/6, obrazky histologie humanni sitnice pievzaty z publikace
Caspi, 2010
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1.3 Principy autoimunitnich onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni mohou byt rozdélena na systémova a organové specificka.
Jedna se vzdy o celkovou poruchu mechanismi tolerance. Nékdy dochazi k manifestaci vice
autoimunitnich chorob u jednoho pacienta. Celkova incidence autoimunitnich onemocnéni je
kolem 5 % [Hoftejsi et al., 2013].

Autoimunitni onemocnéni piedstavuje poruchu tolerance imunitniho systému vici
bunikam vlastni tkané. Za fyziologickych podminek lymfocyty nereaguji na antigeny vlastnich
bun¢k. Centralni tolerance na autoantigeny je ustanovena u nezralych lymfocytt, které se
s antigenem setkaji v centralnich lymfatickych organech, v thymu a v kostni dieni. Zralé
lymfocyty se setkaji s antigenem v sekundarnich lymfatickych organech nebo v periferni tkani
(periferni tolerance) [Abbas et al., 2014].

Pro T lymfocyty, které¢ hraji hlavni roli u zadni uveitidy autoimunitni etiologie, se
centralni tolerance ustanovuje v thymu nebo v kostni dieni pozitivni a negativni selekci
(klonélni delece) autoreaktivnich lymfocytl. Pfi vzniku autoimunitnich onemocnéni se
predpoklada zejména selhani periferni tolerance, ktera probiha v perifernich tkanich (v oku)
nebo v regionalnich uzlinach. Periferni tolerance je udrZzovana nékolika zpusoby:

e delece — eliminace autoreaktivnich klont, které hynou apoptézou

e anergie — funkéni tlum lymfocyti v disledku chybéni kostimula¢niho signalu

e ignorance — neschopnost lymfocyti rozpoznat autoantigen, jelikoz je autoantigen
exprimovan na vlastni tkani v podprahovém mnoZstvi

e suprese — potlaceni autoreaktivnich lymfocytl jinymi imunokompetentnimi bunikami a

jejich produkty (zejména T regula¢nimi lymfocyty)

K prolomeni mechanismi autoimunity je obvykle nutné ptisobeni nékolika faktord, a to
kombinaci faktorti vnitinich (genetickych) a faktori zevniho prostiedi. Multifaktorialni
charakter autoimunitnich onemocnéni dokazuji studie incidence u jednovajecnych dvojcat nebo
vyskyt autoimunit jen u ¢asti inbrednich kmenti experimentalnich zvitat v zavislosti na vn¢jSich
podminkach [Hofejsi et al., 2013]. Z vnitinich faktorti podilejicich se na autoimunité jsou to
asociace s glykoproteiny MHC (HLA), poruchy gent kodujicich cytokiny a gent regulujicich
apoptézu (Fas, FasL, Bcl-2, CTLA-4, Bim), polymorfismy genli kdédujicich T receptor
lymfocytl (TCR) a té€zké fetézce imunoglobulinil a také hormonalni faktory (vys$si incidence
autoimunitnich onemocnéni u Zen). Zevni faktory vzniku autoimunit zahrnuji infekce, stres,

l€ky a jiné chemikalie a UV zareni [Hotejsi et al., 2013].
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Uveitidy u lidi jsou casto asociovany S HLA geny. Obzvlast’ silnd je asociace
u sympatické oftalmie a Vogt-Koyanagi-Harada syndromu (HLA DR4 a HLA DQ4) a
,,birdshot* retinochoroidopatie (HLA A29). Slabsi asociace s HLA geny je u Behgetovy
choroby (HLA B51) nebo u pfedni uveitidy provazejici ankylozujici spondylitidu (HLA B27).
Protoze HLA molekuly II. tfidy se ti¢astni prezentace antigenu, piedpoklada se, Ze asociace

s HLA slouzi k rozpoznavani urcitych antigenti a epitopt [Caspi, 2010].
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1.4 Imunologie oka

V oku neprobihaji imunologické reakce jako ve vétSing ostatnich organii. Oko patii spolu
s mozkem a varlaty mezi imunoprivilegované tkané. Je tak zajisténa homeostaza chranici
normalni funkce v tkanich s limitovanou moznosti regenerace. Tato ochrana ma vsak své
nevyhody. Pfi silné imunitni odpovédi a prolomeni tohoto mechanismu je takovy organ vice
ohrozen destrukci, protoze jeho piirozené ochranné mechanismy jsou slabé oproti plné
imunokompetentni tkani, ktera rychle odstrani cizi antigen a obnovi svou integritu [Caspi,
2010].
Mechanismy imunologického privilegia funguji na nékolika urovnich a tvofi je [Forrester
a Xu, 2012]:
¢ intraokuldrni imunomodulatory (ACAID; anterior chamber associated immune
deviation)
e hematookularni bariéra
e indukce T regulacnich lymfocytt (Treg)

e nepiitomnost lymfatickych cév

Pfedni komora oc¢ni obsahuje komorovou tekutinu, u které byly prokazany
imunosupresivni G¢inky. V ptedni komofte jsou pfitomny protizanétlivé cytokiny (TGF-B, IL-
intestinalni peptid (VIP), somatostatin aj. ACAID je odchylka imunity v pfedni o¢ni komofe,
kdy pfi aplikaci antigenu do pfedni o¢ni komory je potladena systémova bunéfna imunitni
reakce proti tomuto antigenu [Strelein a Cousins, 1990]. Na povrchu cytotoxického lymfocytu
(Tc) se nachazi protein Fas-ligand (FasL), ktery se vaze na apoptoticky receptor Fas
(CD95) pritomny na povrchu bunék rohovky, duhovky, ciliarniho téliska a RPE. Dochazi
k apoptotické smrti Tc lymfocytu, coz omezuje v prostfedi oka imunitni reakce zalozené na Tc
lymfocytech [Hofejsi a kol., 2013].

Nitroo¢ni kompartment je oddéleny od krevniho a lymfatického obéhu hematookularni
bariérou. Hematookularni bariéra ma 2 slozky:

e hematovitredlni bariéru — tésné spoje epitelu cilidrniho téliska a tésné spoje
endotelovych bun¢k duhovkovych cév
e hematoretinalni bariéru (obrazek 3) — tésné spoje mezi buitkami RPE a endotelovymi

buitkami sitnicovych cév
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Obrazek 3 - Schéma hematoretindlni bariéry
Hematoretinalni bariéra je zajisténa tésnymi spoji mezi endotelovymi buiikami cév a tésnymi

spoji mezi buitkami RPE. ILM — vnitini limitujici membrana (internal limiting membrane).

Sitnicové cévy zasobuji vnitini vrstvy sitnice (gangliové a bipolarni bunky). Zevni vrstvy
sitnice jsou zasobovany Zivinami transportovanymi z krve z fenestrovanych propustnych
choroidalnich cév pies bunky RPE. Buiiky RPE reguluji obousmérny transport tekutin, zivin a
odpadnich latek mezi zevnimi vrstvami sitnice (fotoreceptory) a mezi vysokotlakym
velkoobjemovym choroidalnim krevnim feciStém.

Porucha hematoretinalni bariéry tedy mize nastat na dvou tirovnich, v sitnicovych cévach

nebo ve vrstvé bunék RPE [Forrester a Xu, 2012].

Imunologické privilegium nitroocniho prostiedi, resp. autotolerance je zajiSténa také
prostiednictvim T regulacnich lymfocytu. Treg lymfocyty vznikaji diferenciaci z CD4+
lymfocytli po rozpoznani autoantigenu. Pochazeji z vétsi ¢asti z thymu nebo z perifernich
lymfatickych organti. Treg lymfocyty jsou produkovany v disledku exprese transkripcniho
faktoru Foxp3, ktery vznika v prostfedi cytokinu TGF-8 a IL-2. Treg lymfocyty inhibuji
aktivaci naivnich T lymfocytu a jejich diferenciaci v efektorové bunky [Abbas et al., 2014].
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Negativni dusledek imunologického privilegia je mozné demonstrovat u lidi
na prikladu sympatické oftalmie, zrak ohrozujiciho autoimunitniho onemocnéni. Sympaticka
oftalmie je akutni nitroocni zanét vznikajici na zdklad¢ penetrujiciho o¢niho poranéni nebo
nitroo¢ni operace jednoho oka nasledovany tydny, mésice i roky destruktivnim zanétem
druhého oka. Pfedpoklada se autoimunizace ocnimi antigeny uvolnénymi z poranéného oka,
které docestuji do drénujici uzliny a aktivuji autoreaktivni T lymfocyty. U pacienti se
sympatickou oftalmii byla potvrzena piitomnost o¢nich antigeni - S-antigenu a proteinu
asociovaného s melaninem [Gery a Strelein, 1994].

Pozitivni dusledek imunologického privilegia je ocefiovan u vynikajicich vysledkl
transplantace rohovky. Transplantované rohovky jsou Casto funk¢ni celozivotné bez nutnosti

imunosuprese.

Rezidentni buriky v oku, které se ucastni imunitni reakce, jsou endotelové bunky cév,
RPE, endotelové bunky rohovky a buiiky glie v sitnici (Miillerovy buiiky a mikroglie). V sitnici
za fyziologickych podminek nejsou imunokompetentni bunky pfitomny, jsou zastoupeny
buitkami pigmentového epitelu a buikami mikroglie. Buiiky nespecifické imunity (rezidentni
tkanové makrofagy a dendritické bunky) jsou fyziologicky pfitomny v uvee, v rohovce,
spojivce a periokularni fascii [Forrester a Xu, 2012]. Odpovidaji na zanét zménou povrchovych
receptort MHC 1. a Il. tfidy a adhezivnich molekul. Adhezivni molekuly umozni migraci
leukocytli do mista zanétu. Pfedpoklada se, Ze rezidentni buiiky maji spiSe imunosupresivni nez
imunostimula¢ni t¢inky [Roberge et al., 1988; Caspi et al., 1987; Hooper et al., 1991].
Makrofagy se za fyziologickych podminek nachazeji v oku v uvealni tkani. Zajist'uji
ochranu tkané fagocytézou tkanovych odpadnich latek, naopak dysregulace pii patologickém
stavu vede k jejich aktivaci. Makrofagy jsou antigen prezentujici buiiky nesouci MHC I1. tiidy
pro T lymfocyty. Makrofagy vznikly v kostni dfeni a jako monocyty cirkuluji v krevnim obéhu
a vycestuji do tkan¢ [Chan a Li, 1998]. Makrofagy se stavaji funk¢énimi az po aktivaci signaly
od Th lymfocyti (INF-y, TNF-B) a mikrobialnimi produkty, napt. endotoxinem. Aktivované
makrofagy produkuji velké mnozstvi cytokinil a ristovych faktorti (IL-1, IL-6, TNF-a, TNF-8

TGF-B, defensiny, oxid dusnaty, aj.), které moduluji imunitni reakci. Makrofagy s fenotypem

O % L4

1 (zanétlivé) jsou aktivované klasickou cestou pomoci LPS a IFN- v a produkuji vysoké hladiny
prozanétlivého IL-12. Makrofagy s fenotypem 2 (hojivé) podporujici reparaci tkani a

neovaskularizaci jsou aktivované alternativni cestou a produkuji vysoké hladiny

-----
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aktivovany produkci glukokortikoidl nebo prostaglandind [Forrester et al., 2015; Caspi, 2013].

Mikroglie jsou specializované makrofagy v sitnici a centralnim nervovém systému.
Funkci mikroglie je odstranovat poSkozené a odumielé bunky ze sitnice [Gayathri et al., 2014].
Mikroglie jsou pro vidéni vyznamné béhem vyvoje, pfi infekci, zranéni a v procesu reparace a
regenerace. Pravdépodobné vznikaji z prekurzori zloutkového vacku v casném obdobi vyvoje,
Vv dospélosti jsou doplnovany z monocyti kosni dfené. Mikroglie jsou vyrazné rozvétvené
bunky, imunologicky piedstavuji klidové makrofagy. V sitnici maji téla bun€k na rozhrani
vrstvy nervovych vldken a gangliovych bungk, ve vnitini nuklearni vrstvé a v zevni plexiformni
vrstvé. Vybeézky mikroglie se neustale pohybuji a jejich sit’ prostupuje celou vrstvou sitnice.
Po poranéni sitnice jsou aktivovany a chovaji se jako toulavé fagocytujici buitkky. Aktivované
mikroglie produkuji cytokiny a chemokiny, ale nemaji funkci antigen prezentujicich bunék
[Forrester et al., 2015]. Aktivace mikroglie je zasadni pfi patologii vékem podminéné makularni
degenerace, Alzheimerové chorobé nebo RS [Madeira et al., 2015].

Dendritické buiiky (DC) jsou hlavni antigen prezentujici buniky (APC) naivnim T
lymfocytim. DC jsou hlavnimi bunikami spojujicimi nespecifickou a specifickou imunitni
odpovéd. Rezidentni, nemigrujici DC se nachézeji v sekundéarnich lymfatickych organech
(slezina, lymfatické uzliny). Migrujici DC vznikaji v kostni dieni a migruji do tkdn¢ (do uvey),
kde jako sentinelové bunky hlidaji patogeny a dal$i nebezpecné signaly a transportuji antigen
do sekundarnich lymfatickych tkani, kde aktivuji specifickou imunitni reakei (T a B lymfocyty).
Jejich hlavni funkci je prezentace antigenu T lymfocytim, dalsi funkci je udrzovat homeostazu
a toleranci indukci Treg lymfocyti [Forrester et al., 2015; Jiang et al., 1999].

Dendritické buiiky rozeznavame myeloidni (stimuluji Thl lymfocyty), lymfoidni
(aktivuji Th2 lymfocyty), folikularni (podporuji diferenciaci B lymfocytll) a plazmacytoidni
(propojuji nespecifickou a specifickou imunitni odpovéd’) [Abbas et al., 2014].

Na rozvoji EAU se podileji mechanismy specifické i nespecifické imunity. Bunky
nespecifické imunity, naptiklad y6T lymfocyty, NK buiiky a monocyty/makrofagy jsou dilezité
nejen jako cilové efektorové bunky zanétlivého poskozeni tkané, ale také jako aktivni Gcastnici
formujici odpovéd efektorovych T lymfocytd, kterd vede k uveitidé. Hlavnimi butikami
spojujicimi nespecifickou a specifickou imunitni odpovéd’ jsou DC prezentujici antigen T
lymfocytim.

Druhou vyznamnou skupinou bunék propojujici specifickou a nespecifickou imunitu jsou
»~innate lymphoid cells* (ILC). ILC jsou skupinou lymfoidnich buné¢k, které nesou

charakteristiky lymfocytii, neexprimuji ale zadny receptor (ani o8 ani y3), ani u nich nedochazi
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ke klonalni selekci a expanzi. ILC jsou protipolem T lymfocyti v nespecifické imunité. Reaguji
rychle na signaly z poSkozenych a infikovanych bun€k. Produkuji stejné cytokiny jako T
lymfocyty (ILC1 produkuje INFy jako Thl lymfocyty; ILC2 produkuje IL-4 jako Th2
lymfocyty; ILC3 produkuje 1L-22/1L-17 jako Th17 lymfocyty). Podskupinou ILC1 jsou NK
bunky. Produkované cytokiny ovliviiuji myeloidni bunky a reguluji aktivitu rezidentnich
tkanovych dendritickych bungk, které jsou zasadni v komunikaci mezi ILC a T lymfocyty. ILC
aktivuji rezidentni tkanové dendritické bunky k migraci do regionalnich lymfatickych uzlin,
kde se odehrava specificka reakce s T lymfocyty [Eberl et al., 2015; Forrester et al., 2015].

U chronického zanétu (a nddoru) jsou v tkani pfitomné myeloidni supresorové buiiky
(MDSC, myeloid-derived suppressor cells), coz jsou bunky inhibujici proliferaci a aktivaci
leukocytlh (T lymfocytl, NK bun€k, makrofagl, dendritickych bun€k). MDSC akceleruji
angiogenezi a u nadorl progresi. U chronickych onemocnéni jsou myeloidni butiky kostni diené
kromé& obvyklé diferenciace v dendritické bunky, makrofagy a neutrofily v nadprodukci
diferencovany v MSDC jako zpétnovazebny mechanismus kontroly zanétu [Tu et al., 2012].

Zanétlivé bunky se do sitnice dostavaji v disledku reakce na retindlni antigen.
V soucasnosti je u zvifat znamo nejméné 10 uveogennich antigend, napiiklad S-antigen (retinal
arrestin), IRBP, rhodopsin, opsin, phosducin, recoverin, Rpe65 (RPE), melanin (duhovka,
choroidea), TRP1 a TRP2 (choroidea), cockové proteiny a mnoho dalSich. Relativni
nedostupnost retindlnich antigeni v oku za hematookularni bariérou neumoziluje vytvorit
periferni toleranci, proto jsou T lymfocyty aktivovany nahodnym setkanim s antigenem z oka

nebo prostiednictvim mikrobialni mimikry [Caspi, 2014].
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1.5 Imunitni reakce v pribéhu autoimunitni uveitidy a jejich ovlivnéni

Ochrana o¢niho povrchu a jeho antibakteridlni aktivita je udrzovana latkami obsazenymi
V slzném filmu, muciny a antibakteridlnimi substancemi produkovanymi imunitnimi butikami
a bunikami o¢niho povrchu. Vnitini kompartment oka pfedstavuje sterilni prostfedi oddélené
od imunitniho systému vysoce efektivni hematookuldrni bariérou, kterd brani volnému
pruchodu bun¢k a velkych molekul do oka a z oka. Limitovany pfistup imunitnich bunék
do oka tak brani ustanoveni periferni tolerance k tkanoveé specifickym antigeniim
lokalizovanym v Oku a netolerantni (autoreaktivni) T lymfocyty pietrvavaji v cirkulaci. Pokud
vznikne aktiva¢ni stimul, mikrobialni (mimikry) nebo endogenni (napt. trauma), mohou byt
tyto autoreaktivni T lymfocyty aktivovany k autoimunitni reakci proti oku. Hematookularni
bariéru mohou prostoupit pouze aktivované T lymfocyty [Xu et al., 2007].

Jak je mozné, Ze oko, které je dikladné chranéno pfed minimalnim poSkozenim, miize
byt atakovano autoreaktivnimi lymfocyty? Oko je schopné konvertovat aktivované
autoreaktivni T lymfocyty na Treg lymfocyty nebo je deaktivovat. Nicméné autoreaktivni T
lymfocyty, které byly aktivovany pred vstupem do oka, jiz nemlze oko ovlivnit. Takové T
lymfocyty odolavaji inhibi¢nim faktorim v oku a zpusobuji zanét [Zhou et al., 2012]. Dalsi
negativni disledek imunologického privilegia oka je protekce nitroo¢nich tumort.

Autoimunitni uveitida je bunéénd T lymfocyty zprostiedkovana specificka imunitni
reakce. Na destrukci tkan€ se ucastni také mechanismy nespecifické imunity, zejména
prostiednictvim makrofagl (obrazek 4).

Pfi nitroo¢nim zanétu autoimunitni povahy jsou nejdillezit€jSimi bunkami zajist'ujicimi
specifickou reakci organizmu proti antigennimu podnétu aktivované T lymfocyty. Ve formé T
cytotoxickych lymfocyti (CD8+, Tc) ptimo usmrcuji buriky nesouci rozpoznany antigen. T
pomocné lymfocyty (CD4+, Th) stimuluji jiné bunikky imunitniho systému (napf. makrofagy)
k destrukci tkang, dale reguluji prabéh imunitni odpovédi, zajist'uji interakce mezi bunikami
imunitniho systému produkei cytokini a zajidt'uji pamétovou reakci organizmu [Rihova a kol.,
2009]. Podle produkce cytokini se rozlisuje vice typu Th (CD4+) lymfocyta (tabulka 1).
Predpoklada se, ze za rozvoj EAU jsou zodpovédné Thl a Th1l7 lymfocyty, naopak Th2 a
Treg lymfocyty chrani proti EAU [Jiang et al., 1999; Forrester et al., 2015]. PoSkozeni tkani
zanétem je zptisobeno Tc a Thl lymfocyty, jejich cytokinovymi produkty a aktivaci makrofagt
[Hotejsi et al., 2013]. Thl lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny IL-2, TNF-B a IFN-y.
Th17 lymfocyty produkuji IL-17, ktery pfitahuje do mista zdnctu neutrofily, ale také monocyty
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[Abbas et al., 2014]. Podle klasifikace zavedené Coombsem a Gellem se jedna o IV. typ

imunopatologické reakce bunééné zprostiedkované.
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Obrazek 4 - Mechanismus autoimunitni uveitidy
Autoreaktivni T lymfocyty specifické proti retindlnim antigenim unikly mechanismim
centrdlni a zaroven periferni tolerance. Tyto T lymfocyty se proménily diky aktivaci antigen
prezentujici buniky (zejména dendritické bunky) v aktivované autoreaktivni T lymfocyty.
Po klonalni expanzi v lymfatické uzlin€ migruji do oka pfes poruSenou hematookularni bariéru
a pritahuji zanétlivé leukocyty (lymfocyty, polymorfonuklearni leukocyty (PMN) a monocyty)
z krevniho obéhu. Vysledny zanét vede k tkanovému poskozeni a uvolnéni o¢nich antigend a

spousti regulaéni mechanismy, které v oku vedou k manifestaci uveitidy.
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Tabulka 1 - Druhy CD4+ lymfocytd u autoimunitnich onemocnéni

Typ CD4+ lymfocyt Hlavni produkované | Hlavni funkce ve specifické
cytokiny imunitni odpovédi
Th1 lymfocyty IL-2 - prozanétlivé ucinky klasickou
TNF- aktivaci makrofagt
IFN-y - stimuluji B lymfocyty
Kk produkci protilatek
Th2 lymfocyty IL-4 - protizanétlivy efekt, hojeni a
IL-5 fibroza v tkéni alternativni
IL-6 aktivaci makrofagt
IL-10 - stimuluji B lymfocyy k produkci
protilatek
Th17 lymfocyty IL-17A - Siroké spektrum prozanétlivych
IL-17F ucinki véetné chemotaxe
IL-22 neutrofilii a monocytli do mista
zanétu
T regula¢ni lymfocyty IL-10 - inhibice aktivace naivnich T
TGF-B lymfocyti a jejich diferenciace
IL-35 Vv efektorové bunky

Znalosti zdkladnich mechanismii patogeneze uveitidy umoziuji cilené¢ vyuzivat
imunoterapii. Mnoho novych biologik zavedenych v praxi bylo vyvinuto nebo ovéfovano
na zvifecich modelech autoimunitnich nebo zanétlivych onemocnéni, véetné EAU. Projekt
mapovani genomu (Human, Mouse, Rat Genome Project) odhalil, ze 99 % mysich genii ma
obdobné sekvence jako u lidi a 75-80 % jsou identické ekvivalenty. Dale se zjistilo, ze téméf
vSechny geny asociované s chorobami u lidi jsou u mysi a potkanti ortologni. Obrovska
geneticka podobnost mezi ¢lovékem a laboratornim hlodaveem umozZiuje pouZivani zvitecich
modeltl, které mohou poskytnout cenné informace na experimentalni i klinické urovni [Caspi,
2014].

Imunosupresivni a imunomodula¢ni terapie se u autoimunitni uveitidy zamétuje
na ovlivnéni T lymfocytl, zanétlivych cytokinil a obecné proliferujicich bun¢k. Lécba namifena
proti T lymfocytim vyuziva monoklonalni protilatky proti IL-2 receptoru nebo latky zasahujici
do signalni drahy IL-2, napt. cyklosporin A, tacrolimus a mykofenolat mofetil [Caspi, 2010].
Velka ¢ast 1€kt patii do skupiny anti-TNF-a. TNF-a je hlavnim mediatorem imunitni reakce
zprostredkované T lymfocyty. Protilatky nebo adhezivni molekuly (fuzni proteiny jejich
receptorti se vazi k lidskému imunoglobulinu) rozpoznéavaji TNF-a v solubilni form& nebo

vazany na membrany a neutralizuji jeho aktivitu [Forrester et al., 2015]. Soucasna imunoterapie
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pouzivand v klinické praxi je vzhledem k jejim nespecifickym uc¢inkiim cCasto nedostate¢né
efektivni a byvé provazena zavaznymi nezadoucimi ucinky.

Silny imunosupresivni uc¢inek ma cyklofosfamid (CF), coz je alkylacni cytostatikum,
které inhibuje replikaci DNA a eliminuje nejen proliferujici, ale také nékteré klidové lymfoidni
bunky. U lidi je imunosupresivni G¢inek CF jiz dlouho znam. Vzhledem Kk zavaznym
nezédoucim ucinkiim je CF vyhrazen pro pacienty, u kterych selhal jiny imunomodulaéni
rezim, nebo jako 1é¢ba prvni volby u Zivot ohrozujicich onemocnéni [Suelves et al., 2013; Khan
etal., 2013].

Nejisty ucinek v 1é¢bé autoimunitni uveitidy ma mykofenolat mofetil (MMF). MMF je
antimetabolit, ktery reverzibilné€ inhibuje syntézu purinu nezbytného pro riist B a T lymfocytu.
Uspéchy 1ééby MMF u neinfekéni uveitidy u lidi jsou publikovany v nékolika kazuistickych
sdélenich: Siepmann [2006], Teoh et al. [2008], Doycheva et al. [2011] nebo Daniel et al.
[2010]. Jeho ucinek vSak neni tak vyrazny jako pii 1é¢bé onemocnéni rohovky [Zierhut et al.,
2005]. Jako uspésna se v literatufe uvadi i mala efektivita 1é¢by.

Lékem ze skupiny anti-TNF-a je golimumab, ktery ma vyhodu, oproti jinym preparattim,
aplikaci subkutanné jednou meési¢né. Slibné vysledky u lidi jsou popsany v sérii kazuistik
u pacientl s t€zkou autoimunitni uveitidou [Miserocchi et al., 2013].

Efektivni 1écba autoimunitni uveitidy by idealné inhibovala slozku specifické imunity
(T a B lymfocyty), slozku nespecifické imunity (monocyty-makrofagy, neutrofily) a cytokiny,
které ob¢ slozky produkuji. Nicméné lécba zaméfena na produkty vice skupin
imunokompetentnich bungk, jako naptiklad adhezivni molekuly, cytokiny a jejich receptory,
muze mit nezadouci nasledky v inhibici antimikrobialni a protinadorové obranyschopnosti.

V terapii uveitid je odklon od nespecifické imunosuprese smérem k cilené biologické
1écbé. Biologicka 1écba je nepiesny pojem, predstavuje postupy zaloZzené na monoklonélnich
protilatkach a proteinech piisobicich jako aktivatory nebo inhibitory specifickych molekul a
procest v imunitnich, ale i jinych fyziologickych dé&jich. Monoklonalni protilatky se pouzivaji

-----

antiinfekéni prostfedky, ale i v terapii nadorovych onemocnéni [Hofejsi a kol., 2013].
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1.6  VIiv mikrobiomu na imunitni reakce

Stievni mikroflora je povazovana za dulezity regulacni prvek pro udrzeni imunologické
homeostazy a autoimunity. V celé fadé experimentalnich modeld autoimunitnich onemocnéni
bylo prokazano, ze v bezmikrobnich podminkach nedochézi k rozvoji onemocnéni nebo je jeho
prubéh atenuovan [Tlaskalova-Hogenova et al., 2011].

Pojem mikrobiota piedstavuje slizniéni a kozni mikrofloru, coz jsou nepatogenni
komenzalni mikroorganismy, jejichz genom se oznacuje terminem mikrobiom. Mikrobiota
pomaha pfi procesu traveni, ristu a obranyschopnosti. Z vyzkumi vyplyva, ze lidské télo
obsahuje 10krat vice bakterii, plisni a jinych mikroorganismt nez lidskych bunék. V lidském
tlustém stieve Zije 10 bakterii (kazdy z nas ma ve stfevé 1,3 kg bakterii), ale jsou tam také
viry, plisn¢ a paraziti. Ve zdravém lidském stievé jsou pfitomny 3 hlavni bakterie rodi:
Firmicutes, Actronobacteria a Bacteroides. VétSina bakterii (asi 70 %) je =zatim
nekultivovatelnych. Stfevni mikrobiom je vysoce specificky pro kazdého jedince [Sladka,
2013].

Tradice Ceské ,,gnotobiotické Skoly* se rozvijela od roku 1960 pod vedenim prof. MUDr.
Jaroslava Sterzla v Biologickém tstavu Ceskoslovenské akademie véd v Dolech na Novém
Hradku. V bezmikrobnich podminkach zde byla chovana selata, postupné byly
do gnotobiotického stavu ptevedeni potkani, kralici a mySi. Na téchto modelech 1ze studovat
vliv mikrobioty na etiopatogenezi lidskych chorob.

Spoustéci mechanismus autoimunitnich onemocnéni spojeny se ztratou autotolerance
dosud nebyl pln€ objasnén. Jedna hypotéza oznafuje za iniciatora u geneticky
predisponovanych jedinct infekei, u které vzhledem k podobnosti ciziho a vlastniho antigenu
dochazi k jejich zktizené reakci [Blank et al., 2007]. Dalsi hypotéza piedpoklada, ze tkanové
poskozeni béhem infekce vede k uvolnéni autoantigeni, které aktivuji buniky vrozené imunity
nebo B lymfocyty a dale vedou k aktivaci autoreaktivnich T lymfocytt [Saiga et al., 2011; Van
Eden et al., 2007].

Neékdy je uveitida soucasti systémovych onemocnéni, u kterych se predpoklada infekce
jako spoustéci mechanismus. To plati napt. o sarkoidéze, RS a ankylézujici spondylitidé
(morbus Bechtérev). Vznik a rozvoj RS se dava do souvislosti s infekci Chlamydiophila,
lidskym herpesvirem 6 (HHV-6) a virem Epstein-Barrové (EBV) [Pawate a Sriram, 2010].
Nicméné patrani po infekéni pfi¢in€ je u idiopatické uveitidy a uveitidy u systémovych

onemocnéni Casto bezvysledné.
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Modely autoimunitnich onemocnéni byly vyvinuty na zékladé¢ imunizace evolu¢né
konzervovanymi autoantigeny spolu s jednim nebo vice adjuvanty, které obsahuji infekéni
agens, napiiklad teplem usmrcené mykobakterie a PT [Caspi et al., 1988]. Adjuvanty aktivuji
mechanismy vrozené imunity pies receptory asociované s patogeny (PAMP; pathogen
associated molecular pattern), zahrnujici nejméné Ctyfi tfidy receptorti, zejména Toll-like
receptory a lektiny C [Abbas et al., 2014]. Pro indukci autoimunitnich onemocnéni jsou
adjuvanty zcela nezbytné, coz znaci dulezitost infekcniho agens pii aktivaci autoimunity. Tento
poznatek vybizi ke studiu vlivu mikrobiomu na vnimavost K autoimunitnim onemocnénim.

Studie nespecifickych stfevnich zanétd prokazala niz$i intenzitu onemocnéni
u bezmikrobnich mysi, coz potvrdilo roli sttevniho mikrobiomu pro zachovani imunologické
rovnovahy [Biwas et al., 2011]. Tyto studie byly rozsifeny na dal$i autoimunitni onemocnéni a
pro tento ucel jsou gnotobiotické mysi velmi cenné [Hrncir et al., 2008; Tlaskalova-Hogenova
et al., 2011]. Pozoruhodné je, ze citlivost vi¢i autoimunitnim onemocnénim zavisi na typu
choroby: naptiklad experimentadlni autoimunitni encefalomyelitida (EAE) indukovana
glykoproteinem myelinem méla u bezmikrobnich mysi lehéi pribéh [Lee et al., 2011], zatimco
diabetes mellitus u NOD mysi ma t&€z8i prubéh [Denou et al., 2015].

Horai et al. [2015] a Nakamura et al. [2014] popsali snizeni intenzity EAU
u konvenénich mys$i po redukci stfevni mikrobioty kombinaci peroralné¢ podéavanych
Sirokospektrych antibiotik. Novéjsi prace ze stejné laboratoie [Horai et al., 2015] prezentuj
model spontanni uveitidy u IRBP-transgennich mysi 1éCenych antibiotiky a u GF mysi. Tento
model spontanni uveitidy je bliz§i humanni uveitidé nez model s CFA, nicméné mysi maji
vysoké koncentrace IRBP-specifickych CD4+ T lymfocyti. Ve skute¢nosti je u kontrolnich
mysi s EAU a u lidi koncentrace specifickych T lymfocytl nizké aZ nedetekovatelna [Tubo et
al., 2013].

Dosud nejsou publikovany prace zabyvajici se intenzitou EAU u bezmikrobnich mysi
na modelu, kde je aktivace T lymfocytd indukovana mykobakteriemi v CFA a je zavisla
na aktivaci vrozené imunity. Proto nas zajimalo, zda redukované mikrobialni prostiedi

u téchto mysi méni aktivitu EAU.
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2 CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem na$i prace bylo zavedeni reprodukovatelného modelu EAU u mysi v Ceské
republice a studium autoimunitniho zanétu v sitnici v pribéhu zadni uveitidy véetné moznosti
jeho ovlivnéni. Intenzita zanétu byla posuzovana na zakladé klinického a histologického
hodnoceni uveitidy. Byl provadén imunohistochemicky prikaz imunokompetentnich bunék
V misté zanétu a jejich kvantifikace v riznych fazich uveitidy. Byla porovnana intenzita zanétu
u bezmikrobnich mysi a u mysi léCenych perordlnimi antibiotiky. Dil¢im cilem bylo

farmakologické ovlivnéni zanétu.

Hypotézy a cile:

. Za ptedpokladu, ze v naSich laboratornich podminkach zavedeme stabilni a
reprodukovatelny model EAU pomoci IRBP antigenu, budeme hodnotit,
A) jaké faktory ovliviiuji Gspé$nou indukei uveitidy u mysiho modelu EAU

B) zda koreluji stupné klinického a histologického hodnoceni intenzity zanétu

Il.  Jeobecné zndmé, ze T lymfocyty a makrofagy jsou nejpo€etnéjSimi imunokompetentnimi
bunikami v sitnici u my$i s EAU. Nasim cilem je kvantifikovat zastoupeni T lymfocytl a

makrofagul v sitnici v riiznych fazich uveitidy.

I1I. U néekterych autoimunitnich onemocnéni byl popsan vliv stfevniho mikrobiomu
na intenzitu zan&tu. Predpokladdme, ze mikrobiom mé vyznam také u EAU. Budeme posuzovat

jeho vliv na intenzitu uvetidy véetné€ ovlivnéni poctu imunokompetentnich bunék.
IV. Utinek mykofenolat mofetilu neni v 1é¢bé autoimunitni uveitidy jednoznaény. Nagim

cilem je testovat ucinnost mykofenoldt mofetilu na modelu EAU, porovnat jeho ucinek

s cyklofosfamidem a objasnit, zda je mykofenolat mofetil indikovan pro terapii uveitid.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Experimentalni zvirata

Mysi v pokusech pochazely ze dvou chovnych zafizeni. VétSina zvifat pochdzela
z chovného zafizeni Centra pro experimentalni biomodely 1. Iékatfské fakulty Univerzity
Karlovy v Praze. Ve studii byly pouzity samice inbrednich kment mysi C57BL/6J ve staii 6 az
8 tydnil. Pouziti laboratornich zvitat pro tento projekt bylo schvaleno odbornou komisi pro praci
S pokusnymi zvitaty 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Se zvitaty bylo naklddano
Vv souladu se zakonem ¢&. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a vyhlaskou Ministerstva
zem&délstvi ¢. 419 zroku 2012 o ochran¢ pokusnych zvifat. Se zvifaty jsme pracovali
na zaklad¢ osvédceni Ministerstva zemédé€lstvi 0 odborné zpuisobilosti k navrhovani pokust a
projektu pokust.

Bezmikrobni mysi, samice 1 samci kmene C57BL/6J, pochdzely z Laboratoie
gnotobiologie Akademie véd Ceské Republiky, v.v.i. v Hradku v Orlickych horach.
Bezmikrobni mysi jsou ziskany cisafskym fezem a chovany v plastovych izolatorech Trexler
po n¢kolik generaci. Podestylka, potrava i voda byly sterilizovany gama zatenim (25 kGy) nebo
autoklavovany. Sterilita byla kontrolovana jednou tydné kultivaci izolatoru a stolice
na piitomnost aerobnich i anaerobnich bakterii, plisni a kvasinek. Kontrolni mysi z tohoto
chovu byly pravideln¢ kontrolovany podle mezinarodnich standardii (FELASA) na ptitomnost

potencidlnich patogentl.

3.2 Indukce EAU

Aplikace IRBP, ktery piisobi jako autoantigen, byla provadéna podle standardniho
protokolu [Avichezer et al., 2000; Broderick et al., 2002]. Subkutanné se aplikuje 500 ug IRBP
1-20 (fragment 1-20 proteinu IRBP, také nazyvany retinol-binding protein 3 precursor fragment
[Homo sapiens] H2N-GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD-OH, New England Peptide, Gardner,
USA). Pro rozpusténi peptidu bylo pouzito DMSO (dimethylsulfoxid) (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA). IRBP byl emulzifikovan v poméru 1:1 s CFA (Difco, USA) obsahujicim
mykobakterie. Suspenze byla standardné aplikovana do obou zadnich koncetin.
U bezmikrobnich mysi byla subkutanni injekce provedena shora na krku vzhledem k obtizné

manipulaci Vv izolatorech. Reaktivita imunitniho systému byla podpofena intraperitonedlni

34



aplikaci 0,6 az 1,2 pg PT (pertusovy toxin; List Biologicals, Campbell, USA), rozpusténého
v PBS (phosphate buffered saline).

3.3 Zasady uspésné indukce uveitidy

Model EAU je stabilni, presto je zasadni dodrzovat peélivé protokol. Uspé§na indukce
EAU je zaloZena na opatrné laboratorni pfipravé emulze s peptidem a na jeho spravné
subkutanni aplikaci.

IRBP je komer¢né ptipravovan jako velmi jemny prasek, proto se doporucuje pii ptiprave
roztoku pracovat s originalni zkumavkou v adekvatnim davkovani. Lyofilizovany peptid
adheruje elektrostaticky ke sténdm zkumavky, proto je obtizné odvazit spravné mnoZstvi.
K rozpousténi se pouziva DMSO. Tento roztok je dale rozpoustén sterilni destilovanou vodou,
pomalu ve 3 krocich. Po kazdém kroku je roztok centrifugovan po dobu nejméné 3 minut
rychlosti 500 otacek/minutu. Poté vznikne Ciry roztok bez ¢astic ¢i sedimentu. Tento roztok
mize byt uchovan pfi teploté pod -20°C nékolik mésicu i déle.

Roztok IRBP je michan v poméru 1:1 s CFA, ktery obsahuje 1 mg mykobakterii v 1 ml.
Tato suspenze je dale obohacena mykobakteriemi pfidanim 25 miligrama teplem usmrcenych
H37RA mykobakterii do 10 ml CFA. Jina moznost piipravy CFA obohaceného o aditivni
mykobakterie je odsati 7 ml ¢istého oleje po sedimentaci mykobakterii ze zkumavky s 10 ml
CFA. Prvni metodou ziskdme suspenzi o koncentraci mykobakterii 3,5 mg/ml, druhou metodou
3,3 mg/ml.

Podle naseho pozorovani je G¢innost emulze s IRBP antigenem zavisla na dukladném
promichani. Vysledna emulze by méla byt homogenni (bez separace fazi), bild, tuhd a husta
[Stromnes a Goverman, 2006]. K promichani se uziva plastova hadicka (Tub PTFE 2xHub,
Hamilton Company, Nevada, USA) spojena na obou koncich se sklenénou Hamiltonovou
stiikackou o objemu 1 ml. Je doporuceno pracovat se sklenénou stiikackou. Plastové
(inzulinové) stiikacky o objemu 1 ml nejsou vyrobeny z PTFE (polytetrafluor etylen) a ¢astice
ulpivaji na povrchu plastové stiikacky a tim se snizuje koncentrace roztoku. Systém spojeni
stiikacka-hadicka-sttikacka musi byt zbaven bublin, jinak se pfi michéni tvofi péna. Manualni
michani trva 15 minut a odpovida promichéni 1000krat. Ultrazvukové michani emulze [Maatta
et al., 2000] zkracuje Cas pripravy, ale vyzaduje kratké pulzy, aby nedoslo k poskozeni peptidu.
Kvalita emulze mtize byt otestovana: pokud kapka emulze zlstane na hladiné studené vody

kompaktni a neroztece se do plochy, je emulze dostate¢né promichéna.
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Subkutanni aplikace 50 pl emulze do kazdé zadni koncetiny (celkem 500 pg IRBP
na mys) se provadi kratkou intradermalni jehlou (BD Microlance Hypodermic Needle 26G x
3/8%). Kratka jehla umoziuje presnéjsi a pohodIngjsi aplikaci. Jehlu je vhodné podrzet v misté
vpichu 2 az 3 sekundy, aby nedoslo k zpétnému vytékani emulze. Po aplikaci se vytvoii na kiizi
mald indurace, ktera pfetrvava viditelnda nebo hmatnd nejméné 2 tydny. Pokud neni jehla
lokalizovana spravné, miize pii intramuskularni aplikaci dojit k poskozeni svalu.

Indukce se provadi in vivo a je bolestiva, proto je vhodné indukci provadét v kratkodobé
analgezii ketaminem intraperitonealné¢ v davce 2 mg/kg (Narkamon 50 mg/ml, Bioveta,
Slovensko).

Imunitni systém je stimulovan intraperitonealni aplikaci 0,6 az 1,2 pg PT. Lyofilizovany
toxin Bordetelly pertusis, skladovany pii teploté 4°C, je rozpustén ve sterilni destilované vodé
a rozpuStény muze byt uchovan pfi teploté¢ 4°C. Bezprosttedné pred podanim PT je dale
rozpustén ve studeném PBS a transportovan na ledu. Aplikuje se intraperitonealné po kratkém
intervalu, aby teplota roztoku stoupla na pokojovou teplotu a nezpisobila teplotni Sok.

Pro uspésnou indukci EAU je dulezité dodrzovat peclivé postup piipravy PT. Podobné
podminky prace s PT jsou vyzadovany pti indukci EAE [Bernard a Carnegie, 1975].

Subkutanni instilace olejového adjuvans muze byt komplikovana vznikem ulcerace
v misté injekce [Whitehouse, 2012]. Ulcerace se obvykle vyvijeji 2 az 3 tydny po injekci a byly
pozorovany pii indukci EAE i u jinych modeld, a to s incidenci od 0,5 % do 2 %. Vétsina viedd
je malych (do 4 mm), ale mohou se vyskytnout i viedy velké a splyvajici. Po nasazeni
systémové imunosupresivni 1é¢by jsme pozorovali regresi viedi. Podle naSich pozorovani neni
korelace mezi velikosti viedi a intenzitou uveitidy.

Uspésna indukce uveitidy zavisi také na vybéru spravného kmene mysi C57BL/6J. Typ
CS57BL/6N je nositelem mutace sitnicové degenerace rd8 a mysi od narozeni postradaji v rizné
mife fotoreceptory.

Prestoze je peclivé dodrzovan protokol indukce, incidence zanétu je variabilni. Zanét
ovliviuji faktory jako vék a pohlavi. Pracujeme jako vétSina autord se samicemi ve véku 6 az
8 tydnii, zatimco napiiklad Xu et al. [2008] pracoval se samicemi ve stafi 8 az 12 tydnt. Obecné
se v pokusech pouzivaji samice, u nichz se predpoklada vétsi susceptibilita k EAU. Analogicky
autoimunitni onemocnéni prevladaji u zen.

Citlivost specifického kmene mysi k indukci EAU muaze byt ovlivnéna zevnimi
podminkami. Dlouhodobé stresované mysi maji zvysené hladiny kortikosteroidi, které uveitidu
potlacuji. U zvifat s akutni infekci mohou zvySené hladiny cirkulujicich interferonti potlacit

rozvoj EAU [Agarwal et al., 2012].
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Tyto nase osobni zkuSenosti s kliCovymi body v protokolu indukce uveitidy byly

podkladem publikace v piiloze ¢islo 2.

3.4 Klinické vySetieni uveitidy a klinické hodnoceni EAU

Hodnoceni intenzity zanétu muze byt provedeno klinicky in vivo nebo histologicky post
mortem.

Biomikroskopické vysetieni zvitat in vivo bylo provadéno pomoci otoskopu (1218AA,
Karl Storz, Tuttlingern, Némecko), pfipojeného na digitalni fotoaparat (Canon) adaptérem
(590-70, Karl Storz) a na zdroj studeného svétla (69111001, Karl Storz).

Mysi byly vySetfovany v celkové intraperitonedlni kombinované anestezii ketaminem 80
mg/kg (Narkamon 50 mg/ml, Bioveta, Slovensko) a xylazinem 5 mg/kg (Rometar 20 mg/ml,
Bioveta, Slovensko). Pro dilataci zornice byl lokaln¢ aplikovan tropikamid (Unitropic 1% oph.
gtt., Unimed Pharma, Slovensko) a phenylephrin (Neosynephrin-Pos 10 %, Ursapharm, Ceska
republika). Na rohovku pokrytou vrstvou viskomaterialu byl ptikladan otoskop ptipojeny
k zevnimu zdroji svétla a na fotoaparat s predsazenou cockou +4,0 dioptrie (obrazek 5) [Paques
et al., 2007; Copland et al., 2008, Xu et al., 2008].

Liché pocty oc¢i v nékterych sledovanych skupindch jsou dusledkem vrozenych

malformaci o¢i s atrofii bulbu, které se u inbrednich mysi vyskytuji.

Obrazek 5 - Biomikroskopie sitnice pomoci otoskopu
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Klinicky systém hodnoceni znamek zanétu zjisténych pii biomikroskopii popisuje Xu et.
al. [2008], viz tabulka 2. Hodnoti 4 parametry: velikost a tvar infiltratd sitnice, zanétlivé zmény

zrakového nervu, stupen opouzdieni cév a strukturalni zméeny sitnice (atrofie/jizventi).

Tabulka 2 - Klinické hodnoceni intenzity zanétu

Stupeni| Infiltraty sitnice fé&;\l/{_ovy Retinalni cévy Strukturalni zmény
infiltrace

1 1-4 malé 1éze nebo 1 | minimélni | rozsifené cévy zanét Ci atrofie na < 4
linearni 1éze plochy sitnice

2 5-10 malych 1ézi mirna 1-4 mala zangt ¢i atrofie mezi Y4
nebo 2-3 linearni opouzdieni a ¥a plochy sitnice
1éze

3 > 10 malych lézi stfedni >4 mald nebo 1-3 |[panretinalni atrofie s <
nebo > 3 linearni vétsi opouzdieni |3 linearnimi lézemi
1éze (jizvami)

4 linearni konfluentni |stfedni > 3 vétsi nebo 1 panretinalni atrofie s > 3
1éze velké opouzdieni |linedrnimi lézemi (jizvami)
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Znédmky zanétu na fotografiich sitnice zachycuji vaskulitidu, sitnicové infiltraty a edém

optického nervu (obrazek 6).

Obrazek 6 - Fotografie sitnice a pfedniho segmentu u mysi v riznych intervalech po indukci
EAU

(@), (b) Fyziologicky fundus u mysi

(c), (d) Fotografie sitnice 20. den po indukci EAU

(e) Zadni synechie na fotografii pfedniho segmentu ptitomné 25. den po indukci EAU
(f) Totalni amoce 25. den po indukci EAU

(g) Fotografie fundu 25. den po indukci EAU

(h), (i) Fotografie fundu 35. den po indukci EAU

(1), (k) Fotografie fundu 60. den po indukci EAU

Klinické projevy EAU vcetné bohaté obrazové dokumentace jsou podkladem publikace

v ptiloze ¢islo 3.
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3.5 Histologické zpracovani materialu a histologické hodnoceni EAU

Zvitata byla usmrcena cervikélni dislokaci podle etickych pravidel danych zakonem
Ceské republiky. O&i byly enukleovany vystiihanim ze spojivkového vaku bezprostiednd post
mortem 35. den po indukci EAU. O¢i byly vlozeny do gelového media (Tissue-Tek® O.C.T.
Compound™, Sakura, Zoeterwoude, Holandsko) a zamraZzeny ve 2-methylbutanu (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) v atmosféfe tekutého dusiku. Vzorky zmrazené na -70°C byly krajeny
na mikrotomu (Leica CM 1850) na 7 pm silné fezy pii teploté -19 aZ -21°C. Rezy byly vedeny
vzdy z periferie a z oblasti optického nervu obou oc¢i. Vzorky byly barveny hematoxylin
eozinem podle standardniho protokolu. Vzorky byly odebrany z obou o¢i, vzhledem k tomu, ze
zanét muze byt asymetricky.

Mikroskopické hodnoceni histologickych fezli barvenych hematoxylin eozinem se
provadi podle zavedeného systému hodnoceni od stupné 0 (zadny zanét) do stupné 4 (silny

zanét) podle Caspi [Caspi et al., 1988; Thurau et al., 1997; Dick et al., 1994], viz tabulka 3.

Tabulka 3 - Systém histologického hodnoceni zanétu EAU

Stupeni Popis

0 zadné znamky zanétu

0,5 malé bunécné infiltraty v cilidrnim télese nebo subretinalnim prostoru,
negranulomato6zni infiltraty v sitnici

1 misty malé retinalni zahyby, jednotlivé granulomatozni infiltraty,
mirna vaskulitida, mirna vitritida

2 mirné az stiedni ztrata fotoreceptort,

2 sttedné velké retinalni zahyby na fezu, 1-2 retinalni granulomy,
vaskulitida < 10 % cév, mirna az stiedni vitritida, buiiky v ptedni komote
3 vyraznd ztrata fotoreceptort,

3 a vice stfednich az velkych retinalnich zahybt,

vice nez 3 granulomatdzni infiltraty,

vaskulitida 10-50 % cév, vyrazna vitritida

4 vyrazna ztrata fotoreceptord,

velké retinalni zahyby nebo odchlipenti sitnice, subretindlni exsudat,

vice nez 3 velké granulomy, vaskulitida > 50 % cév, vyrazna vitritida

Mezi histologické znamky zadni uveitidy patii retinalni zahyby, zanétliva loziska
v sitnici, ¢asto lokalizovana v ciliarnim télisku, vaskulitida, vitritida, neovaskularizace sitnice
Ci ztrata zevnich segmenti fotoreceptoru (obrazek 7a-d). Sitnice u zdravych mysi ma zietelné

oddélené vrstvy sitnice bez nepravidelnosti (obrazek 7e,f).
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Obrazek 7 - Histologické fezy o¢i u zdravych mysi a u mysi 35. po indukci EAU barvené

hematoxylinem a eozinem
(a) Zanétlivé lozisko v sitnici v blizkosti ciliarniho télesa (Sipka), zvétseni 40x
(b) Retinalni zahyby v sitnici (Sipky), ve sklivci jsou pfitomny zanétlivé bunky (hvézdicky),
zvétSeni 20x
ve sklivci jsou zanétlivé bunky (hvézdicky), zvétseni 20x
(d) Novotvoiena céva prochazi vrstvami sitnice (Sipka), zvétSeni 20x
(e), (F) Histologicky fez sitnici zdravé mysi, zvétseni 20x
(g) Histologicky fez predni ¢asti oka, pfednékomorova tekutina je zkalena, duhovka je
prekrvena, jsou piitomny pfedni i1 zadni synechie. Obrovskd ¢ocCka fyziologicky vypliuje

velkou ¢ast oka. ZvétSeni 10x
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Zanétlivé zmény probihaji také v RPE. Dochazi k hyperplazii pigmentového epitelu
(obrazek 8 a 9) a proliferaci mikroglie, ktera pigment fagocytuje. Kumulaci zanétlivych bunék

ve vnitinich vrstvach sitnice ukazuje obrazek 10.

Obrazek 8 - Histologicky fez sitnici 35. den
po indukci EAU. Hyperplazie retinalniho
pigmentového epitelu (hvézdicka), V sitnici
jsou bunky s fagocytovanym pigmentem
(Sipky)

Obrazek 9 - Histologicky fez sitnici 35. den
po indukci EAU. Hyperplazie retindlniho
pigmentového epitelu (hvézdicka)
akcentovand V mist¢ novotvoiené cévy

zachycené na podélném prifezu (Sipka)

Obrazek 10 - Histologicky fez sitnici 35. den
po indukci. Sipka oznaduje infiltrat nejspise

lymfocyto-mononuklearni
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3.6 Imunohistochemie

Imunohistochemicky prikaz T lymfocyti a makrofagi V sitnici u mys$i C57BL/6 byl
proveden na mrazenych fezech. Pii kazdém pokusu bylo provedeno barveni na pozitivni
(slezina s primarni i sekundarni protilatkou) a negativni kontrole (slezina bez primarni
protilatky).

Vyvoj poctu T lymfocytii a makrofagti v sitnici byl hodnocen 10., 20., 25., 35. a 60. den
po indukci EAU. V kazdé skupiné bylo hodnoceno 5 az 8 o¢i, na kazdém oku idealné z fezu

z oblasti periferni sitnice a z oblasti ter¢e zrakového nervu.

3.6.1 Prukaz CD3+ bunék

Detekce T lymfocytii byla provedena tiistupiiovou peroxiddzovou reakci s primarni
krali¢i protilatkou proti lidskému CD3 antigenu (Rabbit Polyclonal Anti-Human, CD3, Dako
Denmark A/S, Glostrup, Dansko) rozpusténou v koncentraci 1:200 v PBS a 1,5% normalnim
kozim séru. Protilatka proti lidskému CD3 antigenu zkiizené reaguje S mysimi antigeny [Jones
et al., 1993]. Vizualizace vazby primarni protilatky byla provedena s pouzitim sekundarni
biotinylované krali¢i protilatky (Dako) a standardni soupravy Vectastain Elite ABC kit (Vector
Laboratories, USA).

Imunofluorescenéni pritkkaz T lymfocyti byl proveden tfistupfiovou metodou s primarni
krali¢i protilatkou proti lidskému CD3 antigenu (Rabbit Polyclonal Anti-Human, CD3, Dako
Denmark A/S, Glostrup, Dansko) rozpusténou v koncentraci 1:100 v PBS a normalnim kozim
séru. Vizualizace vazby primarni protilaitky byla provedena s pouzitim sekundéarni
biotinylované krali¢i protilatky (Dako) a fluorescenénich barviv CY 5 a Streptavidin AF 532,
véetné barveni jader (DAPI) a standardni soupravy Vectashield (Vector Laboratories, USA).
Zobrazeni bylo provedeno na laserovém konfokalnim skenovacim mikroskopu Olympus

FluoView ™ FV1000.

3.6.2 Priakaz F4/80+ bunék

Monoklonélni protilaitka F4/80 je pouzivana k detekci makrofagt, barvi zkiizené
mikroglie, ale i malou frakci dendritickych bun€k. Makrofagy byly detekovany tiistupniovou
peroxiddzovou reakci s primarni krysi monoklonélni protilatkou F4/80 (Rat monoclonal [BMS]
to F4/80, Abcam, Cambridge, Velka Britanie) rozpusténou v koncentraci 1:100 v PBS a 1,5%

normalnim kozim séru. Vizualizace vazby primarni protilatky byla provedena pouzitim
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biotinylované krysi protilatky (Abcam) a standardni soupravy Vectastain Elite ABC (Vector
Laboratories, USA).

3.7 Pritokova cytometrie

Mys$i bunky z mezenteridlnich a krénich uzlin byly izolovany a proplachnuty
v kompletnim RPMI médiu (Roswell Park Memorial Institute médium standardizované
pro bunécéné kultury), profiltrovany pies bunéény filtr o priméru 70 um a obarveny
monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s fluorescencnimi barvivy. Pro barveni
intracelularnimi protilatkami byly buiiky (2 x 10® bb/ml kompletniho RPMI) inkubovany 5
hodin s 50 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), 500 ng/ml ionomycinu (Sigma-
Aldrich) a 2 uM Monensinu (eBioscience) a potom proplachnuty, blokovany anti-CD16/CD32
protilatkou, fixovany a permeabilizovany pifes noc s fixatnim/permeabilizaénim pufrem
(Fixation/Permeabilization buffer; eBioscience), intracelularné obarveny protildtkami
proti IFN-y, IL-17, TNF-o a Foxp3, analyzovany pomoci pratokového cytometru FACSCalibur
a vyhodnoceny pomoci FlowJo software. Vsechny monoklonalni protilatky pochazely

od eBioscience (San Diego, USA).

3.8 Lécba antibiotiky

Pro sniZeni mikrobidlni naloZe byly mysi léCeny Sirokospektrymi antibiotiky: smés
metronidazolu 500 mg/l (B. Braun, Melsungen, Némecko) a ciprofloxacinu 100 mg/l (Ciprinol
100 mg/10 ml, Krka, Ceské republika) v pitné vodé podle zavedenych postupti [Klimesova et
al., 2013]. Metronizadol patii mezi imidazolova antibiotika, ¢inkuje na prvoky a vétSinu
Gram-negativnich a Gram-pozitivnich anaerobnich bakterii. Ciprofloxacin patfi mezi
fluorochinolony druhé generace, jeho u¢inek je na Gram-negativni a Gram-pozitivni bakterie.

Mysim byla podavana Sirokospektra antibiotika ve dvou reZzimech.
3.8.1 Zahajeni lé¢by tyden pred indukci EAU

Mysim byla podévana antibiotika v pitné vod¢ ad libitum tyden pied indukei a po celou

dobu experimentu do 35. dne po indukci.
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3.8.2 Zahajeni 1é¢by v den indukce EAU

Antibiotika peroralné byla podavana ad libitum ode dne indukce do konce experimentu

35. den po indukci.

3.9 Imunoterapie EAU

Byly srovnavany 4 skupiny 1é¢enych mysi a 2 skupiny kontrolnich mysi. Ve skupiné
l1é¢enych mysi byly 2 skupiny 1é¢ené MMF (Cellcept 1 g/5 ml, Roche, Welwyn Garden City,
Velké Britanie). MMF byl aplikovan intraperitonedlné¢ denn¢ v ddvce 30 mg/kg a v davece 50
mg/kg. Dalsi skupina mysi byla 1é¢ena CF (Endoxan 1 g, Baxter, Halle, Némecko). CF byl
aplikovan intraperitonedlné¢ v jediné davce 100 mg/kg. Posledni skupina byla léCena
golimumabem (Simponi 50 mg, Janssen Biologics, Leiden, Holandsko). Golimumab byl
aplikovan subkutanné tydné v davee 70 mg/kg. Kontrolni skupiny byly 2: skupina s EAU bez

1é¢by a skupina s sham 1é¢bou (aqua pro injectione aplikovand intraperitonedln¢).

3.10 Statisticka analyza

Data byla zpracovana pomoci programu GraphPad Prism, verze 6.04 pro Windows
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornie, USA, www.graphpad.com). K porovnani mezi
skupinami byly pouZzity neparametrické testy Kruskaliv-Wallisiv a Mann-Whitneytv.
Hodnota p < 0,05 byla hodnocena jako signifikantni.
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VYSLEDKY
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4 VYSLEDKY

4.1 Zastoupeni CD3+ a F4/80+ bunék V sitnici v pribéhu zanétu na rezech

barvenych imunohistochemickymi metodami

411 CD3+ buiky

Molekula CD3 je na povrchu T lymfocytu svézdna s receptorem T lymfocytl (TCR).
Peptidova sekvence CD3 molekuly je vysoce konzervovana a je ve 100 % shodna u lidi i mys$i,
proto zkiizené reaguje mezi mySimi a lidskymi T lymfocyty [Jones et al., 1993]. Pouzivana
protilatka proti CD3+ bunkam je synteticky peptid a je specificka pouze pro T lymfocyty. T
lymfocyty jsou hlavnimi imunokompetentnimi bunkami, které se ucastni autoimunitni reakce
v pribéhu EAU, a to zejména v pozdni fazi. Imunohistochemickym priikazem CD3+ bunék

byly detekovany aktivované T lymfocyty v mysi sitnici (obrazek 11 a 12).

Obrazek 11 - (a) Ve vrstvé zevnich segmentt fotoreceptort sitnice jsou zachyceny dvé CD3+
buriky (8ipky), 35. den po indukci EAU, zvétseni 40x, (b) fyziologicky nejsou v sitnici T
lymfocyty ptitomny, lymfocyty se zobrazuji v ptilehlé extraokularni tkani (Sipka), zvétSeni
20x
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Obrazek 12 - (a),(b) Loziska CD3+ bun¢k ve vnitini vrstvé sitnice po barveni

imunofluorescenéni metodou

Pocet T lymfocytil v sitnici v pribéhu zanétu stoupé (graf 1). Vyrazny nartst poctu T

lymfocytt je 25. den od indukce EAU, kdy klinicky zaznamenavame vrchol uveitidy. Postupné

dochazi ke kumulaci zanétlivych bunék a v pozdni fazi zdnétu, v naSem sledovani 60. den, je

pocet T lymfocytl nejvyssi.

300+

2004

Pocet bunék

100

/

N b L] T
10.den 20.den 25.den 35.den 60.den
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Graf 1. Pocet T lymfocyti v riznych
intervalech od indukce EAU

T lymfocyty jsou zachyceny v sitnici od 10.
dne po indukci EAU. VEétsi nartust poctu T
lymfocytd Vv sitnici pozorujeme od 25. dne
od indukce EAU. Pocet T lymfocytu stoupa
v ¢ase nerovnomeérng, nejstrméjsi vzestup

pozorujeme mezi 20. a 25. dnem od indukce.



4.1.2 F4/80 + buiiky

Monoklonalni krysi protilatka F4/80 je bézn¢ pouzivana k detekci mySich makrofaga
(obrazek 13), nicméné barvi zkiizené¢ mikroglie, ale i malou frakci dendritickych bunék.

Makrofagy jsou hlavnimi antigen prezentujicimi buinikami, ucastni se zanctu v akutni i1

chronické fazi.

Obrazek 13 - (a) Ve vnitinich vrstvach sitnice jsou detekovany dvé F4/80+ bunky 35. den
po indukci EAU, zvétseni 63x (b) fyziologicky nejsou v sitnici makrofagy ptitomny, zvétSeni
20x

Pocet makrofagl v sitnici v prib&hu zanétu stoupa (graf 2). Do 20. dne se makrofagy
Vv sitnici prakticky nevyskytuji, vyrazny nariist poctu makrofagti je 25. den po indukei, kdy
klinicky zaznamendvame vrchol uveitidy. Postupné dochazi ke kumulaci zanétlivych bunék a

Vv pozdni fazi zanétu, v nasem sledovani 60. den, je pocet makrofagl nejvyssi.

150+ Graf 2 - Pocet makrofagh v rtiznych

intervalech od indukce EAU
1004

Makrofagy V sitnici pozorujeme od 20. dne

Pocet bunék

- po indukci EAU. Narist po¢tu makrofagu je

nerovnomérny. Nejstrmé&jsi vzestup je mezi

10.Yden ZO.Yden 25. Iden 35. Iden 60. Iden 20.a 25. dnem pO IndUkCI'
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Infiltrace sitnice T lymfocyty podle nasich vysledkil nastava od 10. dne po indukci,
infiltrace makrofagy az od 20. dne po indukci. Celkovy pocet T lymfocytl proti makrofagim
je v pozdni fazi vice nez dvojnasobny.

Z histologickych fezl je patrné, Zze v pozdni fazi makrofagy lemuji zanétlivé lozisko
tvofené T lymfocyty a podili se tak na uklidové reakci (obrazek 14).
Na histologickych tfezech zdravych kontrol nebyly zadné T lymfocyty ani makrofagy

zachyceny.
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F4/80+

kontrola

Obrazek 14 - Dynamika zmén 10., 20., 25. a 60. den po indukci EAU pii klinickém vysetienti,
na histologickém fezu barveném hematoxylin eozinem a po imunohistochemickém barveni
na T lymfocyty (CD3+) a makrofagy (F4/80+)
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4.2 Vliv mikrobialni fléry na pribéh zanétu

Nasim cilem bylo zhodnotit vliv redukovaného mikrobialniho prostiedi (bezmikrobni
myS$i a mySi lécené antibiotiky) na intenzitu zanétu u mysiho modelu EAU indukovaného
pomoci IRBP 1-20 a potencovaného CFA a PT.

Intenzita nitroo¢niho zanétu byla sledovana ve 3 skupinach: A) bezmikrobni mysi, B)
myS$i lé¢ené peroralnimi antibiotiky (ATB, metronidazol a ciprofloxacin) profylakticky,
podavanymi V pitné vod¢ tyden pied indukci EAU a po dobu experimentu, C) mysi 1é¢ené ATB
Vv pitné vod¢ ode dne indukce EAU. Intenzita zanétu byla porovnana s kontrolni skupinou EAU.
Klinické hodnoceni bylo provedeno in vivo pomoci otoskopu podle zavedeného protokolu
(tabulka 2, kapitola 3.4). Histologické hodnoceni bylo odecteno 35. den po indukci na fezech

barvenych hematoxylin eozinem ve $kale 0 az 4 (tabulka 3, kapitola 3.5).

4.2.1 Bezmikrobni mysi (skupina A)

U bezmikrobnich mysi byla intenzita zanétu ve srovnani s kontrolni skupinou
signifikantn¢ niz$i v hodnoceni klinickém (graf 3; p = 0,003) i histologickém (graf 4; p <
0,0001). Klinické vysSetfeni sitnice ukazalo minimalni nebo zadné zanétlivé zmény, zatimco
u kontrolnich mysi byly pfitomny retindlni malé i linearni 1éze, edém terce zrakového nervu a
opouzdieni cév (obrazek 15). V histologickém hodnoceni byly pfitomny znamky uveitidy

u obou skupin, vyznamné méné ve skupiné bezmikrobnich mysi (obrazek 16).

= p=0,003 Graf 3 - Srovnani klinického hodnoceni intenzity
l zanétu

4- o0
.E = - Bezmikrobni mys$i (GF, germ-free) maji pii
]
2 klinickém hodnoceni intenzity zanétu 35. den
w 2+ oo XYY}
£ po indukci signifikantné niZsi zanét nez kontrolni
£ 1 . . e §
< skupina (p = 0,003). Cisla v zavorkach ptedstavuji

o sesecsee pocty o¢i. Mediany jsou zobrazeny Cervené.

GF (16) Kontroly (16)
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Graf 4 - Srovnani histologického hodnoceni

intenzity zanctu

Bezmikrobni mysi (GF, germ-free) maji pii
histologickém hodnoceni intenzity zanétu 35. den
po indukci signifikantné nizsi zanét nez kontrolni
skupina (p < 0,0001). Cisla v zavorkach
pfedstavuji pocty o¢i. Medidny jsou zobrazeny

cervene.

Kontrola

Obrazek 15 - Fotografie fundu 35. den po indukci u bezmikrobni mysi (a) a kontrolni mysi (b)

(a) Sitnice bez patrnych zanétlivych zmén

(b) Na sitnici jsou pfitomny malé 1éze, linearni 1éze (Sipka) a opouzdieni cév (hvézdicky)

53



Kontroly

,v

Obrazek 16 - Histologické fezy sitnice barvené hematoxylin eozinem u bezmikrobnich mysi
(a,b) a kontrolnich mysi (c,d), métitko 100 um zobrazeno na snimcich
(@) Sitnice bez zanétlivych zmén
(b) Ve vnitini vrstve sitnice je zanétlivé lozisko (hvézdicka)
(c) Sitnice s vyraznymi projevy zanétu, zanétlivé lozisko oznafeno hvézdickou, retinalni
zahyby oznaceny dvojitou hvézdickou, ve sklivci jsou pfitomny zanétlivé buiky (Sipka)
(d) Lozisko neovaskularizace nad naruSenou vrstvou pigmentového epitelu (Sipka), retinalni

zahyby jsou oznaceny hvézdickou

4.2.2 Mysi lécené antibiotiky profylakticky (skupina B)

Lécba metronidazolem a ciprofloxacinem byla zahajena tyden pied indukci a probihala
po celou dobu experimentu. Kombinace Sirokospektrych antibiotik snizi mikrobialni naloz
ve stfevé a vyznamné zméni sloZeni mikrobioty [Klimesova et al., 2013]. Lécba ATB tyden
pfed indukci vedla k signifikantnimu snizeni klinického stupné zanétu oproti nelécenym
kontrolam, s nejvétsim rozdilem pozorovanym 35. den (graf 5; p = 0,011). Toto bylo potvrzeno
histologickym vysetfenim 35. den, kdy intenzita zanétu byla vyznamné snizena (graf 6; p =
0,023). Biomikroskopické vysetieni sitnice bylo provedeno 14., 21., 28. a 35. den po indukci
(obrazek 17). Histologické hodnoceni bylo provedeno 35. den po indukci (obrazek 18).

54



ns p > 0,999 nsp=0‘947 ns p = 0,087 *p=0,011

4-
e
’33- . e000 -EEE-
"
2
<
w 24 eeee e o—— G
<
)
£ 14 oo ee0e - .- . eee
4
0- o O 0 ssesss (XYY [X)

ATB Kontroly ATB Kontroly ATB Kontroly ATB Kontroly

den 14

den 21 den 28 den 35

Graf 5 - Srovnani klinického hodnoceni intenzity zanétu v den 14, 21, 28 a 35 in vivo u mysi

lécenych ATB tyden pied indukci EAU a kontrolnich mys$i

Signifikantni vysledek mezi skupinami je 35. den po indukci (p = 0,011). Mediany jsou

zobrazeny Cervene.

Histologické EAU skére

Graf 6 - Srovnani histologického hodnoceni intenzity
zanétu U mysi 35. den po indukcina fezech barvenych
hematoxylin eozinem u mysi lé¢enych ATB tyden pred
indukei a kontrolnich mysi. Kontrolni skupina ukazuje
signifikantni rozdil v intenzité zanétu (p = 0,023). Cisla

v zavorkach jsou pocty oci ve skupiné. Mediany jsou

*p=0,023
[
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zobrazeny Cervene.
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Obrazky 17 - Fotografie sitnice u mysi 1é¢ené ATB tyden pted indukci v den 14 (a), 21 (b), 28
(c), 35 (d) a u kontrolni mysi v den 14 (e), 21 (f), 28 (g), 35 (h)

ATB

Kontroly

Obrazek 18 - Histologické fezy barvené hematoxylin eozinem u mysi 1é¢enych ATB tyden

pted indukci (a, b) a kontrolni mysi s EAU (c, d). Mé&titko 100 um je zobrazeno na snimcich
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4.2.3 Mysi lé¢ené antibiotiky ode dne indukce (skupina C)

Mysi byly 1é¢ené ve stejném rezimu antibiotiky ode dne indukce do konce experimentu

35. den. Bylo zjisténo, Ze tento piistup nem¢l vliv na citlivost mysi k EAU a nebyl pozorovan

statisticky rozdil v klinickém (graf 7; p = 0,249) ani histologickém (graf 8; p = 0,294) hodnoceni

EAU vzhledem Kk nelé¢enym kontrolam 35. den po indukeci.
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Graf 7 - Srovnani klinického hodnoceni intenzity
zanétu U mysi 35. den po indukci na fezech
barvenych hematoxylin eozinem u mysi 1é¢enych
ATB ode dne indukce. Kontrolni skupina
nevykazuje signifikantni rozdil v intenzité¢ zanétu
(p = 0,249). Cisla v zavorkach jsou poéty oéi

ve skupiné. Mediany jsou zobrazeny ¢ervené.

Graf 8 - Srovnani histologického hodnoceni
intenzity zanétu u mysi35. den po indukci
na fezech barvenych hematoxylin eozinem u mysi
lé¢enych ATB ode dne indukce. Kontrolni skupina
nevykazuje signifikantni rozdil v intenzité zanétu
(p = 0,294). Cisla v zavorkach jsou poéty oé&i

ve skupin€. Medidny jsou zobrazeny cerveng.
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4.2.4 Imunohistochemie

4.2.4.1 Bezmikrobni mysi (skupina A)

Oc¢i bezmikrobnich mysi a kontrolnich mysi byly analyzovany imunohistochemicky se
zaméeienim na priukaz CD3+ bunck odpovidajici T lymfocytim a F4/80+ bunék odpovidajici

makrofaglim pfitomnym V sitnici 35. den po indukci EAU.
Struktura granulomu mé charakteristické uspotfadani, v centru loziska jsou zastoupeny T

lymfocyty, na okraji jsou lemovany makrofagy (obrazek 19). Toto uspofadani je pfitomné

U bezmikrobnich i kontrolnich mysi.

a b
LL
O

F4/80+

(o} d
4+
o
1=
o
N4

CD3+ F4/80+ .

Obrazek 19 — Imunohistochemicky prukaz loziska s buikami CD3+ a F4/80+ v sitnici
u bezmikrobni mysi (GF) (a, b) a kontrolni mysi (c, d) 35. den po indukci

V sitnici byl u bezmikrobnich mysi pocet T lymfocytl nizsi signifikantné (graf 9; p <
0,05) a pocet makrofagt nizsi nesignifikantné (graf 10; p = 0,093), coz je patrné i z obrazku 20.
Niz8i pocet zanétlivych bunék v sitnici bezmikrobnich mysi koreluje s niz$i intenzitou uveitidy

zjisténou pii klinickém 1 histologickém hodnoceni.
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Kontroly

CD3+

Obrazek 20

- Imunohistochemicky prikaz bunék CD3+ a

F4/80+

F4/80+ v sitnici

u bezmikrobnich a kontrolnich mysi 35. den po indukci
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1004

504

Pocet CD3+ bunék

* p=0,041
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Graf 9 - Srovnani po¢tu CD3+ bun¢k ukazuje

signifikantni  niz§i pocet T  lymfocyti
u bezmikrobnich mysi oproti kontrolni  skupiné
(p < 0,05) 35. denpo indukci na fezech

sitnici  po imunohistochemickém barveni. Cisla
v zavorkach jsou pocty oc¢i ve skuping. Mediany

jsou zobrazeny Cerveng.

Graf 10 - Srovnani poctu F4/80+ bunék ukazuje
niz§i pocCet makrofagh u bezmikrobnich mysi
oproti kontrolni skupiné¢ (p = 0,093) 35. den
fezech

po indukci  na sitnici ~ po

imunohistochemickém barveni. Cisla
v zavorkach jsou pocty o¢i ve skupiné. Mediany

jsou zobrazeny Cerveng.
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4.2.4.2 Mysi lécené antibiotiky profylakticky (skupina B)

Oc¢i mysi lécenych ATB tyden pied indukci a kontrolnich mysi byly analyzovany

imunohistochemicky se zaméfenim na prukaz CD3+ bun¢k odpovidajici T lymfocytim a

F4/80+ bun¢k odpovidajici makrofagiim ptitomnym V sitnici 35. den po indukci EAU.

V sitnici lécenych mysi byl pocet T lymfocyti i makrofagi nizsi (graf 11; p = 0,169 a

graf 12; p = 0,065). Niz8i pocet zanétlivych bun€k v sitnici u mysi 1écenych profylakticky ATB

vwr
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Graf 11 - Srovnani po¢tu CD3+ bunék (T
lymfocytl) ukazuje nizsi pocet T lymfocytt
u mysi lé€enych ATB tyden pted indukei
oproti kontrolni skupiné (p = 0,169) 35. den
po indukci na Tfezech sitnici po
imunohistochemickém barveni. Medidny

jsou zobrazeny cerveng.

Graf 12 -

(makrofagl) ukazuje nizsi pocet makrofagti

Srovnani poctu F4/80+ bunék

u mysi léCenych ATB tyden pted indukci
oproti kontrolni skupiné (p < 0,065) 35. den
po indukci na fezech sitnici po
imunohistochemickém barveni. Medidny

jsou zobrazeny cervene.

Niz§i pocet CD3+ a F4/80+ bun¢k u mysi lé€enych profylakticky ATB oproti kontrolni

skuping skuping je patrny na snimcich imunohistochemického barveni (obrazek 21).
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Obrazek 21 - Imunohistochemicky prikaz bunék CD3+ a F4/80+ v sitnici u mysi

lécenych ATB profylakticky a u kontrolnich mysi 35. den po indukci

4.2.4.3 Mysi lécené antibiotiky ode dne indukce (skupina C)

Oc¢i mysi lé¢enych ATB ode dne indukce a kontrolnich mys$i mély na fezech sitnici 35.

den po indukci EAU po imunohistochemickém barveni srovnatelné pocty CD3+ i F4/80+

bunék. Statisticky nevyznamny rozil je patrny z grafu 14 (CD3+, p = 0,221) a grafu 15 (F4/80+,

p = 0,900) i fotografie imunohistochemického prikazu bunék (obrazek 22).
Graf 14 - Srovnani poc¢tu CD3+ bunéek (T
ns p= 0,221
200 ! lymfocytti) ukazuje srovnatelny pocet T
§150- oo . lymfocytt u mysi 1éCenych ATB ode dne
3 —_—
é o . oo indukce oproti kontrolni skupiné (p = 0,221) 35.
o . den po indukci na fezech sitnici po
S 50+ é
e imunohistochemickém barveni. Medidny jsou
% ' . zobrazeny &ervend.
ATB Kontroly
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Pocet F4/80+ bunék
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ns p =0,900

ATB
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Graf 15 -

(makrofagli) ukazuje

35. den po indukci

zobrazeny cervene.

ATB

Kontroly

Obrazek 22 - Imunohistochemicky prukaz bunék CD3+ a F4/80+ v sitnici u mysi

lécenych ATB ode dne indukce a u kontrolnich mysi 35. den po indukci

F4/80+
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srovnatelny  pocet
makrofagi u mysi 1ééenych ATB ode dne
indukce oproti kontrolni skupiné (p = 0,900)
na ftezech sitnicipo

imunohistochemickém barveni. Mediany jsou



4.2.5 Pritokova cytometrie krénich a mezenteridlnich miznich uzlin

Cilem bylo identifikovat populace bunék zodpovédnych za pribéh EAU. U konven¢nich
mysi s EAU byla zaznamenana ve spadové kréni uzlin€ vétsi akumulace Th1l a Th17 lymfocyti
a niz8i procento Foxp3+Tregs oproti GF mysSim (graf 16). Vétsi zasoba Thl a Th17 lymfocyta
u konvencnich mysi je pravdépodobné vysledkem migrace bun¢k ze zanétlivé uveoretiny.
Zastoupeni CD4+TNF-o+ T lymfocytd bylo podobné v obou skupindch. Vysetfeni populace
bunék v mezenterialnich lymfatickych uzlinach neukazalo rozdily mezi GF a konvenéni
skupinou mysi. Tyto vysledky dokazuji, ze zvySeni prozanétlivych T lymfocytd ve spadové

kréni uzlin€ vznika v disledku orgénové specifického onemocnéni oka.

3 0.9 0.1
259/
103' 103'
N N
IDZ' 102'
ml.
20 )
T T T w0 T T T
102 103 104 lDu 101 IDZ 103 lbd
10 1 2 0 1 IDA 3
103' 103'
v o7 wa o 102
konven¢ni <] s "1
~ T
E E 101'
ll)3 ll)4 l\)n 1\)l 1\)Z 1\)3 1\)d
cD4a

Graf 16 - Prutokova cytometrie krénich uzlin u GF a konvenénich mysi

v v v

GF mysi maji nizsi pocet prozanétlivych Thl a Th17 lymfocytd a zvySeny pocet T

regulacnich lymfocyt ve srovnani s konvenéni skupinou mysi.

Vysledky této prace byly podkladem publikace uvedené v piiloze ¢islo 4.
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4.3 Uc¢inek imunomodulatord na intenzitu zanétu

Jednim z cill nasi prace bylo posoudit vliv tii 1€ka na intenzitu EAU. Zajimal nas ucinek
MMF vzhledem k tG¢inku ovéfeného imunosupresiva CF a vzhledem k monoklonalni protilatce
golimumabu.

Vysledky nasi prace jsou shrnuty do grafu 17. Lécba CF piedstavuje pozitivni kontrolu a
z grafu vyplyva, Ze vSechny oc€i v této skupin¢ byly bez znamek aktivity EAU. Tento vysledek

byl vysoce signifikantni (p < 0,0001) ve srovnani se v§emi kontrolnimi skupinami v¢etn¢ sham

kontroly.
*p = 0,027 |
| Gl | Graf 17 - Ucinnost 1é¢by EAU
R Srovnani stupné¢ zanétu (EAU skore)
. —— hodnoceného histologicky 35. den po indukci
§;’ EAU u léCenych a neléCenych skupin.
" 3 eesase oo oo Iy )
E Cervené linky predstavuji mediany. Vysledky
o 2 XYyl coco0e
%1 jsou zobrazeny jako ns (nesignifikantni),
6 === 000000 L1 ] - e00e X . , , . . .
2 i oo - -seee- | signifikantni vysledek je oznacen jako * (p <
. . ; . 0,05) a **** (p < 0,0001). Cisla v zavorkach
& & & & &
@3 P il & & L & oznacuji pocty o¢i. VD je vyssi davka MMF.
@é 0\\@ -¢°\* ‘o\*
© & &
+ o

MMF byl aplikovan ve dvou rezimech davkovani. Niz§i davka (30 mg/kg) vedla
ke statisticky signifikantnimu snizeni zanétu (p <0,05) ve srovnani s kontrolnimi skupinami,
véetné sham kontroly. Vyssi davka MMF 50 mg/kg snizila intenzitu zanétu (viz graf 17), ale
vysledek nebyl statisticky signifikantni. Predpokladame, ze vys$i davka MMF nedosahla
statistické vyznamnosti v disledku vysokého poctu o¢i v kontrolni skupiné. MMF v obou
davkach byl u mysi dobfe tolerovan, jako vedlejsi €inek jsme pozorovali pouze ohrani¢enou
ztratu srsti.

Golimumab je humanizovand monoklonalni protilatka proti TNF-a. Lécba golimumabem
neprokazala Gi¢inek na snizeni zanétu. Z histologického hodnoceni je zifejmé, ze golimumab

zpusobil spiSe vyssi intenzitu zanétu, coz mizeme vysvétlit jeho humannim ptivodem.
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Prokazali jsme signifikantni snizeni nitroocniho zanétu lécbou MMF a CF. Zavér nasi

prace podporuje indikaci 1é¢by MMF u zadni uveitidy autoimunitni etiologie u lidi.

Tyto vysledky byly podkladem publikace v ptiloze ¢islo 1.
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5 DISKUZE

5.1 Experimentalni model EAU

Experimentalni modely autoimunitni uveitidy umoziuji detailngj$i studium uveitid
[Caspi et al., 1988; Xu et al., 2008; Caspi et al., 2008] a za poslednich 40 let pomohly objasnit
vliv genové vybavy na prabéh nitroocniho zanétu, zkoumat zakladni mechanismy patogeneze
uveitid a testovat nové strategie imunologické 1é¢by [Forrester et al., 1992; Klimova et al.,
2014].

Experimentalni autoimunitni uveitida u mysi pfedstavuje reprodukovatelny model, ktery
otevira dal$i moznosti v oblasti vyzkumu zadni uveitidy autoimunitni etiologie. Uveitida
indukovana u mysi kmene C57BL/6 je mirn4 a chronickd a blizce pfipomind autoimunitni
uveitidu u lidi [Caspi, 2006]. Tim se lisi od modelu akutni uveitidy u mysi kmene B10.RIII,
kde vznika prudka kratkodobé panuveitida. Na tomto modelu je vrchol zdnétu 12. az 15. den a
neni mozné vysetfit fundus biomikroskopicky pro zkalena opticka média [Hirose et al., 1989].

Citlivost bézn¢ pouzivaného kmene mysi C57BL/6 k sitnicovému peptidu (IRBP) je
variabilni. Uspéch indukce ovlivituje vice faktort, napiiklad pohlavi a stafi mysi nebo
podminky chovu. Obvykle se pracuje se samicemi, a to vzhledem Kk vyss$i prevalenci
autoimunitnich onemocnéni u Zen. Zatim nebyla publikovana prace srovnavajici u mysi
intenzitu zanétu EAU mezi pohlavim.

Intenzita vyvolaného zanétu hodnocena histologicky u mysi kmene C57BL/6 kolisa mezi
jednotlivymi laboratofemi v zavislosti na protokolu indukce uveitidy. Primérné autofi uvadéji
stupeni zanétu 1 az 2: Kim et al. [2014] 2,13, Xu et al. [2008] 1 az 2, Keino et al. [2004] 1,2,
Kitamei et al. [2006] 1,63. V nasich experimentech zaznamename pii histologickém hodnoceni
prumérny stupen zanétu 2.

Pozoruhodné je, ze intenzita zanétu ve Skale 0 az 4 zjiSténd pii klinickém vySetieni
otoskopem 35. den po indukci je vyssi (stupen 3) nez pfi hodnoceni histologickém [Xu et al.,
2008], coz potvrzuje také naSe sledovani. Tuto diskrepanci vysvétlime napiiklad rozdilnym
rozsahem hodnocené sitnice. Pfi klinickém vySetfeni piehlédneme celou sitnici.
Pti histologickém hodnoceni posuzujeme 8 az 10 tezl sitnice jednoho oka silné 7 pm,
nemusime tedy vSechny 1éze zachytit.

Vyhodou modelu chronické EAU u mysi C57BL/6 je relativné dlouhd doba aktivity
zanétu trvajici ptiblizné€ 3 az 4 tydny. Biomikroskopicky byla u nasich mysi nejvyssi intenzita
zanétu 25. den po indukci. Histologicky byla nejvétsi kumulace zanétlivych zmén 35. den

po indukci. Nase pozorovani koreluji s vysledky jinych autort, Xu et al. [2008] zaznamenava
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vrchol zanétu kolem 25. dne po indukci, Caspi [1988] popisuje aktivni zanét od 3. do 7. tydne
po indukci.

Postupny vyvoj klinickych a histologickych projevii v naSem pozorovani odpovida
popisu Vv praci kolektivu autorti Xu et al. [2008]. V pocate¢nich stadiich (14. den po indukci) je
klinicky ptfitomny mirny edém terce zrakového nervu, na histologickém fezu je zrakovy terc¢
bez viditelnych strukturnich zmén. Na vrcholu zanétu (25. den po indukei) je klinicky patrny
vyrazny edém terce zrakového nervu, opouzdieni cév a bélavé linearni 1€ze. Na histologickych
fezech tyto zmény odpovidaji infiltraci zrakového nervu zanétlivymi buiikkami, vaskulitidé a
retindlnim zahybtm. V pozdnim stadiu (60. den po indukci) dominuji klinicky na sitnici jizvy,
histologicky prokazujeme glidzu a ztratu zevnich segmentt fotoreceptort.

Minimalni ¢i Zadné postizeni predniho segmentu u naseho modelu je s vyhodou, protoze

umozinuje pii biomikroskopii dobrou vysettitelnost sitnice i pfi vysoké aktivité zanétu.
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5.2 Zanétlivé buiiky V sitnici na modelu EAU u mysi konven¢nich a

bezmikrobnich

V prubéhu zénétu dochazi k infiltraci sitnice celou fadou imunokompetentnich bunék: T
a B lymfocyty, dendritické bunky, makrofagy, MDSC, neutrofily. Nejpoc¢etnéjsimi burikami
V sitnici jsou v prub€hu celé doby zanétu CD4+ lymfocyty a makrofagy [Jiang et al., 1999], coz
odpovida nasim vysledkiim imunohistochemického barveni. Inicialni faze zanétlivého procesu
se ucastni zejména neutrofily a makrofagy. Chronické faze zanétu se ucastni predevsim
lymfocyty a makrofagy.

Misto vstupu zanétlivych bun€k do sitnice je stale nejasné. Nekteré prace predpokladaji,
ze bunky vstupuji do sitnice uvealnim traktem, coz podporuje pritomnost MHC Il pozitivnich
dendritickych bunék v uvealnim traktu [McMenamin et al., 1993]. Nicméné jiné prace ukazuji,
Ze onemocnéni miiZze byt zahajeno piestupem bunék z cév ve vnitinich vrstvach sitnice, kdy se
CD4+ lymfocyty akumuluji nejdiive v okoli cév a nejsou pfitomné Vv jinych castech sitnice.
V dal$im pribéhu se presunou do sitnice, cilené do vrsty zevnich segmentii fotoreceptord,
aktivované makrofagy rekrutované z krve [Jiang et al., 1999].

Ve tkani dochézi k vazodilataci, edému s nekr6ézou a/nebo proliferaci, jejiz vysledkem je
glidza nebo fibréza. Histologické nalezy v pozdni fazi EAU nesou podobné znamky jako u lidi
u sympatické oftalmie, Vogt-Koyanagi-Harada syndromu nebo Behcetovy nemoci.
Mnohojaderné obrovské bunky s fagocytovanym pigmentem a hyperplazie RPE spolu
s proliferaci gliovych bun&k obsahujicich fagocytovany uvealni pigment byly pfitomny
v atrofické sitnici u lidi i u modelu EAU [Jiang et al., 1999]. Stejné nalezy s glidozou a
hyperplazii RPE jsme pozorovali na naSich histologickych fezech 60. den po indukci EAU.

Imunohistochemicky prikaz bunék v sitnici v nasem sledovani protilatkou proti CD3
prokaze specificky ptitomnost T lymfocyti. T lymfocyty jsou hlavnimi efektorovymi buiikami
imunitni reakce, coZ jsme ové&fili kvantitativnim rozborem CD3+ bunék ve tkéanich
experimentalnich zvitat s EAU. Jsou zakladem granulomi u tohoto typu zanétu a jejich pocet
stoupa v Case od indukce. Oproti konvenénim kontroldm maji bezmikrobni mysi v sitnici
vyznamné niz$i pocet T lymfocyta.

Prikaz F4/80+ bunc¢k ozna¢i jak makrofadgy, tak mikroglie a dendritické buiiky.
Makrofagy jsou nejednotnou skupinou bungk, proto k identifikaci samotnych makrofagi je
nutné znat fenotyp. Zanétlivé M1 makrofagy rekrutované z cirkulace exprimuji antigeny
CCL20, CCL15 a CXCL10. M2 rezidentni makrofagy maji funkci reparacni [Forrester et al.,
1990] a jejich biomarkery jsou CCL18, CCL22, ECF-L/YM1 a stabilin-1. Regula¢ni makrofagy
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mohou byt identifikovany pomoci biomarkeru CCL1 nebo LIGHT. NaSe experimenty
potvrzuji, ze makrofagy jsou dulezitou soucasti imunitni odpoveédi pii EAU. Jsou
morfologickou soucasti granulomi v nasem modelu a jejich po¢et ve tkani stoupa v Case
od indukce EAU. Vzhledem k nespecifité nami pouzivaného barveni nelze odlisit vySe zminéné
rizné typy makrofagi a jisté by bylo s vyhodou fenotypizaci doplnit v ramci dal§iho vyzkumu.

Studie na potkanech ukazala, ze aktivované makrofagy pochazejici z krve jsou u EAU
hlavnimi bunikami tkafiového poskozeni [Forrester et al., 1998; Jiang et al., 1999], které probiha
pod kontrolou antigenné specifickych T lymfocyti a TNF-o [Dick et al., 1996]. Forrester et al.
[1990] pozoroval, Ze pii uveoretinitidé makrofagy fagocytuji zevni segmenty fotoreceptorti, coz
odpovida atrofii fotoreceptorti u pokroc¢ilého stupné EAU i na naSem modelu EAU. Tkanové
poskozeni je také z ¢asti zpusobeno volnymi radikaly, zejména oxidem dusnatym [Hoey et al.,
1997]. Nasim dal$im cilem je do budoucna zaméfeni na fenotypizaci makrofagu, detekci ILC a
vlivu oxidu dusnatého na tkanovém poskozeni v prubé¢hu EAU.

Podle soucasnych literarnich udaji mikrobiota vyznamné ovliviluje zanétliva
onemocnéni stieva [Pagliari et al., 2015] i celé fady jinych organt [Kverka a Tlaskalova-
Hogenova, 2013; Bonamichi-Santos et al., 2015; Giorgetti et al., 2015]. Slozeni mikrobioty a
jejiho genomu (mikrobiom) a také interakce hostitel-mikrobiota jsou hlavnimi faktory
urcujicimi typ a silu slizniéni imunitni odpovédi [Honda et al., 2012]. Ptitomnost mikrobioty
podminiyje vznik zanétu u vétSiny zvifecich modeld autoimunitnich onemocnéni: kolitidy, RS,
artitidy nebo ankylozujici spondylitidy [Hudcovic et al., 2001; Lee et al., 2011]. Vyjimkou je
model typu 1 diabetu, kde absence mikrobioty jeho intenzitu zvySuje [Wen at al., 2008].
Klinicky 1 experimentdlné je popsdn vyznam stfevniho mikrobiomu také u systémovych
onemocnéni se znamou asociaci se zanétem, napiiklad metabolického syndromu a obezity, a to
prostfednictvim aktivace inflamazomu a IL-1 [Tilg a Kaser, 2011; Esser et al., 2015].

Standardni model EAU IRBP-indukovany s CFA je blizky autoimunitni uveitidé u lidi
[Forrester et al., 2010]. Na tomto modelu redukované mikrobialni prostfedi podle naSich
vysledkii snizuje intenzitu uveitidy, ato u mysi chovanych v bezmikrobnich podminkach i
u mysi z konven¢niho chovu, které byly profylakticky lécené Sirokospektrymi antibiotiky
(metronidazol a ciprofloxacin) tyden pied indukci EAU a po dobu experimentu.

Pokud byla u konven¢nich mysi 1é¢ba antibiotiky zahajena v den aplikace antigenniho
peptidu a adjuvans, nemé¢la Ié¢ba antibiotiky vliv na intenzitu EAU. Tyto vysledky mohou mit
vyznam Vv huméanni mediciné, kde vysvétluji minimalni vliv poddvanych systémovych

antibiotik pfi terapii autoimunitni uveitidy [Preisova, 1952].
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V nasich experimentech jsou T lymfocyty nejvice zastoupenou skupinou bunék
infiltrujici sitnici. Podle vysledkd prutokové cytometrie u GF mysi se ve spadové kréni
lymfatické uzliné nachazi méné IFN-y a IL-17 pozitivnich T lymfocytd, prestoze
vV mezenterialni uzling je koncentrace bun€k Th1 a Th17 u GF i konvenénich mysi stejna. Proto
se domnivame, ze u CFA modelu EAU jsou antigen specifické Thl a Th17 lymfocyty
aktivovany v drénujici lymfatické uzling v blizkosti oka a dale vycestuji do tkani véetné stieva,
kdy je stfevni mikrobiom aktivuje spiSe nahodné. Vyssi poéty Treg bunék v krénich uzlinach
GF mysi, ale ne v mezenterialnich uzlindich naznacuji, ze bunky jsou do mista zanétu
pfitahovany a mohou regulovat lokalni imunitni odpovéd'.

Z vysledkt imunohistochemie bylo zjisténo, ze GF mysi maji signifikantné nizsi pocet
CD3+ lymfocytl. Snizeni poctu F4/80+ makrofagli nebylo signifikantni. Tato data potvrzuji,
ze ¢im je v sitnici niz8i poCet T lymfocyti, tim je intenzita uveitidy niz$i. Neni vSak zcela
zfejmé, zda snizeni poctu T lymfocytl je pficinou ¢i disledkem nizs$i intenzity zanétu.

Kvyvolani EAU je nezbytna aktivace vrozené imunity prostfednictvim adjuvans.
Vysledky nasi prace u bezmikrobnich mysi 1 mysi po aplikaci profylaktickych antibiotik
ukazuji, ze aktivace vrozené imunity je podpoifena stievnim mikrobiomem. Je ziejmé, ze
aktivace vrozené imunity je nezbytna pro indukci EAU. Nicmén¢ jakym mechanismem piesné
rezidentni lymfoidni bunky ve stieveé ovlivituji systémove reaktivitu proti vlastni tkani a zvySuji

dispozici k autoimunitnim onemocnénim, neni ptes intenzivni vyzkum zatim znamé.
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5.4 Lécba autoimunitni uveitidy

Uveitida je zrak ohrozujici onemocnéni, které je terapeuticky naro¢né ovlivnit.
Imunosupresiva ani biologicka 1é¢ba nemusi byt vzdy u pacientii s autoimunitni uveitidou
ucinnd. Pro 1é¢bu existuje vice 1éc¢ebnych rezimi.

V nasi praci jsme testovali na mySim modelu EAU uc¢inek MMF vzhledem k ovéfenému
cytostatiku CF a vzhledem ke golimumabu, ktery nebyl u zvifecich modelt testovan pro jeho
humanizovanou strukturu.

Cilem nasi studie bylo vyhodnotit t¢ineck MMF na uveitidu na mysim modelu EAU.
V kazdodenni praxi ma MMF své misto v nabidce imunosupresiv a pro n¢které typy uveitid je
doporuceny. Hlavni role MMF je spiSe podpirna a jeho ucinek v monoterapii u zrak
ohrozujicich uveitid je vice nez sporny. Proto jsme testovali u¢inek MMF na modelu
experimentalni uveitidy. V minulosti byl MMF pouzivan na modelu EAU u potkant Lewis,
u kterych byla EAU indukovana bovinnim S-antigenem [Chanaud et al., 1995; Dick et al.,
1998]. Potkani dostavali MMF sondou v davce 30 mg/kg/den v den 0 az 13 od imunizace, coz
vyznamné potlacilo zanét a oddalilo jeho nastup. Dick et al. [1998] také imunizoval potkany
Lewis bovinnim antigenem, MMF byl aplikovan Zalude¢ni sondou v davee 30 mg/kg/den v den
7 az 20. Potkani vykazovaly pozd¢jsi nastup onemocnéni a niz$i Stupen zanétu (1,38)
ve srovnani s kontrolni skupinou (3,4). Histologie sitnice ukazala zachované zevni segmenty
fotoreceptort u potkant 1é¢enych MME. Publikace zabyvajici se aplikaci MMF u mysi nejsou
k dispozici.

V na$i studii bylo pouzito dvoji davkovani MMF, davka 30 mg/kg (vice reflektuje
davkovani u lidi) a vy$si davka 50 mg/kg. Nizsi davka MMF potlacila experimentalni uveitidu
na statisticky signifikantni hodnotu (p < 0,05) oproti skupiné¢ sham lécenych mysi s EAU a
neléenych mysi s EAU. U vys§i davky MMF nebylo dosaZeno statistické vyznamnosti,
pravdépodobné kvili srovnani s vysokym poétem Kontrol (31 o¢i s MMF 50 mg/kg oproti 90
oc¢im s EAU).

Suzuki et al. [1989] vypozoroval, ze u potkanii aplikace CF den pied imunizaci vyznamné
potlaci rozvoj EAU. NaSe vysledky u mysi tato pozorovani potvrzuji, tj. Zze CF v davce 100
mg/kg zcela potla¢i rozvoj onemocnéni.

V nasi praci jsme prokézali signifikantni sniZeni o¢niho zanétu 1écbou MMF a CF. Zavér
nasi prace podporuje indikaci 1é€by MMF u zadni uveitidy autoimunitni etiologie u lidi.

Golimumab je humanizovana monoklonalni protilatka proti TNF-a. Publikace zabyvajici

se pouzitim golimumabu u zvifeciho modelu EAU nejsou dostupné, jelikoz tato 1é¢ba nema
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na hlodavce vliv vzhledem ke své humanni struktufe. Nase vysledky ukazuji zhorSeni uvetidy
v 1éCené skupiné. ZvySeni prozanétlivého ucinku golimumabu muize byt vysvétleno aplikaci
pIné¢ humanizované protilatky mysim, coz vyvola silnou imunitni reakci.

Vsechny dosud dostupné 1éky jsou pouze symptomatické a neléci pticinu poruchy
autotolerance. Cilem je najit 1écbu zaméfenou na specifické efektorové T lymfocyty nesouci
retindlni antigen, ktery uveitidu vyvolal. Pfibyvad seznam znamych sitnicovych proteint
vyvolavajicich uveitidu u lidi, ale je tfeba znat vazby s HLA a antigenni specificitu epitopt,

aby mohly byt zlepSeny efektivni antigen-specifické piistupy v diagndze a 1é¢bé [Caspi, 2010].
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6 ZAVER
Tato prace se zabyvala ¢asti rozsahlé problematiky IRBP-indukovaného nitroo¢niho

zanétu na myS$im modelu EAU a splnila cile stanovené v tivodu této dizertacni prace:

l. V nasi laboratofi byl zaveden reprodukovatelny a stabilni mysi model EAU indukovany
u my$i kmene C57BL/6J sitnicovym antigenem IRBP 1-20. Klinicky byly mysi vySetfovany in
Vivo pomoci otoskopu, byly zdokumentovany klinické projevy uveitidy: sitnicové infiltraty,
edém terce zrakového nervu a opouzdieni cév. Histologicky byly hodnoceny zanétlivé zmény
post mortem 35. den po indukci: retindlni zanétliva loziska, retindlni zdhyby, neovaskularizace
sitnice, ser6zni amoce, vaskulitida a vitritida. Intenzita zanétu byla posuzovéana pomoci

zavedenych hodnoticich tabulek ve Skale 0 (Zadny zanét) az 4 (silny zanét).

A) Byla zjisténa kriticka mista v protokolu indukce, zpfesnéna piiprava reagencii a detailné
popséna aplikace peptidu, coz jsou zdsadni pfedpoklady pro uspéSnou indukci uveitidy.
Dulezité faktory ovliviiujici indukei jsou vék a pohlavi u mysi, vhodné podminky chovu a také

mikrobialni prostiedi.

B) Podle naSich pozorovani je pfi klinickém vysSetfeni vrchol zanétu 25. den po indukci,
pfi histologickém vySetieni az 35. den. Pokud posuzujeme intenzitu zdnétu 35. den po indukei,
je pfi klinickém vySetieni vyssi (stupen 3) nez pti hodnoceni histologickém (stupeni 2). Tyto
diskrepance mohou byt vysvétleny rozdilnym rozsahem hodnocené sitnice. Pti klinickém
vySetieni je prehlédnuta celd sitnice. Pfi histologickém hodnoceni je posuzovano 8 az 10 fezl
sitnice jednoho oka, nemusi byt tedy zachyceny vSechny léze. V dal§im pribéhu nastupuji

atrofické pozanétlivé zmény, které zaznamename diive pfi klinickém vysSetieni.

Il. Na IRBP-indukovaném modelu EAU u mySi kmene CS57BL/6]J byly
imunohistochemicky detekovany CD3+ T lymfocyty a F4/80+ makrofagy v sitnici. V pribchu
zanétu se jejich pocet prudce zvysuje 25. den od indukce, v dal§im pribéhu do ukonceni
experimentu 60. den je vzestup pomalejsi. Vyrazné zvySeni poctu téchto zanétlivych bunck
casove koreluje s vrcholem zanétu. T lymfocyty jsou zachyceny v sitnici od 10. dne po indukei,

makrofagy se vyskytuji v sitnici od 20. dne po indukci. Celkové je po€et T lymfocytl 2x vyssi
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nez pocet makrofagi. Charakteristické je usporadani zanétlivych lozisek s T lymfocyty v centru

a makrofagy na periferii loziska.

.V celé fad¢ experimentalnich modelti autoimunitnich onemocnéni bylo prokdzano, ze
V bezmikrobnich podminkéch nedochézi k rozvoji onemocnéni nebo je jeho pribéh atenuovan.
V této praci bylo potvrzeno, ze redukované mikrobidlni prostfedi pfed indukci EAU
(bezmikrobni mysi a mysi 1écené profylakticky antibiotiky tyden pied indukci) vede k nizsi
intenzit¢ EAU, zatimco antibiotika zahdjena konkomitantné s indukci neovlivituji intenzitu
uveitidy. Kvantitativni analyza T lymfocytdl a makrofagh v sitnici u bezmikrobnich
mysi prokazala signifikantné niz8i pocet T lymfocytil, coz potvrzuje, Ze ¢im je v sitnici nizsi
pocet T lymfocytd, 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 zanétu
na IRBP-indukovaném modelu EAU. CF je zavedené imunosupresivum s prokazanym
uc¢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 muze pfispét k efektivni 1écbé nitroocnich zanéth
autoimunitni etiologie v humanni medicin€é. Nové terapeutické moznosti mohou vést ke sniZzeni
nakladi na 1é¢bu uveitidy a jejich komplikaci a ke sniZzeni procenta slepoty u osob

Vv produktivnim veku.
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