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Cilem dizertatni price bylo zavedeni reprodukovatelného modelu experimentélni
autoimunitni uveitidy (EAU) u my3i v Ceské republice a dile na tomto modelu sledovat
zastoupeni CD3+ a F4/80+ bunék v sitnici, zhodnotit vliv mikrobidlniho prostiedi na intenzitu
nitroonfho zanétu a testovat terapeutické moznosti. Soucasné s cilem dizertace byly
stanoveny 4 hypotézy, které usmérnily experimentalni préci a vnesly do ziskanych vysledka
systém.

PfedloZena dizertacni prace ma 90 stran textu véetné 101 literarnich odkazi. kterou
dopliiuji 4 prilohy otiski prestiznich publikaci vztahujicich se k tématu dizertace. Formalni
Clenéni dizertace odpovida zavedenym zvyklostem. K vyzkumu byly pouZity mysi kmene
C57BL/6), které pochazely z konvenéniho bezmikrobniho (gnotobiotického) chovu, kterym
byl aplikovan subkutanné sitnicovy antigen IRBP 1-20 (interphotoreceptor retinoid binding
protein). Standardni sledovaci doba experimentu byla 35 dni. Reaktivita imunitniho systému
k vyvolani mirné zadni autoimunitni uveitidy byla potencovina kompletnim Freudovym
adjuvans (CFA) a pertusovym toxinem (PT). V metodach vyzkumu jsou v podkapitole 3.3.
Zasady uspésiné indukce uveitidy podrobné popsany osobni zkusenosti s klitovymi body v
protokolu indukce uveitidy. které jsou pro ni nezbytné a svédéi pro velmi peélivou a cilenou
badatelskou &innost s cilem splnit vytéeny zamér. Osobni zkusenosti s klicovymi body v
protokolu indukce uveitidy byly podkladem publikace uvedené v priloze ¢. 2.

Hodnoceni intenzity zéanétu bylo provadéno dle standardizovanych protokol jednak
biomikroskopicky in vivo a jednak histologicky post mortem na fezech barvenych
hematoxilinem eosinem. Klinicky systém hodnoceni znamek zanétu sledoval 4 parametry:
infiltraty sitnice, infiltraci zrakového nervu, retinalni cévy a strukturalni zmény sitnice a dle
Jejich intenzity je zaradil do stupnice 1 az 4. Klinické projevy EAU vcéetné bohaté obrazové
dokumentace byly podkladem samostatné publikace uvedené pod prilohou ¢.3. Mikroskopické
hodnoceni histologickych fezii barvenych hematoxilinem eozinem bylo provadéno dle
zavedeného systému hodnoceni od stupné 0 (Zadny zanét) do stupné 4 (silny zanét). Mezi
histologické znamky zadni uveitidy patfi retinalni zdhyby, zanétliva loziska v sitnici (&asto
lokalizovana v blizkosti ciliarniho télesa), vaskulitida, vitritida, neovaskularizace sitnice &
ztrata zevnich segmentl fotoreceptord. Zanétlivé zmény probihaji také v retindlnim
pigmentovém epitelu sitnice, dochdzi k jeho hyperplazii a proliferaci mikroglie, ktera pigment
fagocytuje. Vzorky tkani byly analyzovany také imunohistochemicky a pritokovou
cytometrii. MySi s uveitidou byly léCeny peroralnimi antibiotiky (metronidazol a
ciprofloxacin) podavanymi profylakticky tyden pfed indukei a po celou dobu experimentu do



35. dne po indukci. Rovnéz byl testovan G&inek létby uveitidy mykofenolat mofetilem,
cyklofosfamidem a golimumabem.

Data byla zpracovéna pomoci programu GraphPad Prism pro Windows. K porovnani
mezi skupinami byly pouZity neparametrické testy Kruskaltiv-Wallistiv a Mann-Whitneyv.

Prvni &ast vysledku kvantifikuje zastoupeni T lymfocytd a makrofaga v sitnici v
riznych fazich uveitidy. Dle autoréinych vysledki infiltrace sitnice T lymfocyty nastava 10.
den po indukei, infiltrace makrofigy aZ od 20. dne po indukei. Celkovy pocet T lymfocyti
proti makrofagim je v pozdni fézi vice nez dvojnasobny. Z histologickych fezi je patrné, Ze v
pozdni fazi makrofagy lemuji zanétlivé loZisko tvotené T lymfocyty a podili se tak na
aklidové reakci. (Hypotéza II: kvantifikovar zastoupeni T lymfocytu a makrofdgii v sitnici v
ruznych fazich uveitidy)

Ve druhé &isti vysledku byl zhodnocen vliv redukovaného mikrobialniho prostredi
(bezmikrobni mysi a mysi lé¢ené antibiotiky) na intenzitu zanétu u mysiho modelu EAU
indukovaného pomoci IRPB 1-20 a potencovaného CFA a PT. Intenzita nitrooéniho zinétu
byla sledovana ve 3 skupinich: A) bezmikrobni mysi, B) mysi profylakticky létené
perordlnimi ATB a C) mysi lé¢ené ATB ode dne indukce EAU. Intenzita zandtu byla
porovnana s kontrolni skupinou EAU. Hodnoceni bylo provedeno jednak klinicky in vivo a
jednak histologicky ode¢teno 35. den po indukei. Byla prokdzéna niZsi intenzita zanétu u mysi
v redukovaném mikrobidlnim prostfedi: u mysi lé¢enych profylakticky peroralnimi ATB a u
bezmikrobnich mysi. V podkapitole Utinek imunomodulatorti na intenzitu zanétu byl
potvrzen ucinek mykofenolat mofetilu a cyklofosfamidu v 1é¢bé experimentélni autoimunitni
uveitidy.

Na zatatku dizertace méla studentka cil své experimentalni prace vyprofilovan ve
Ctyfech hypotézach, které usmérnily jeji vyzkum a dovedly ji ke konkrétnim zavéram. Jak
sama autorka nékolikrat uvedla, zabyvala se pouze &asti rozsahlé problematiky IRBP-
indukovaného nitroo¢niho zanétu na mysich modelu EAU. Prib&h zanétu u my$i kmene
CS7BL/6 je mimy a chronicky, blizce pfipomina autoimunitni uveitidu u lidi. Minimélni &
Zadné postizeni pfedniho segmentu u tohoto modelu je vyhodou, nebot’ umozZituje dobré
podminky pro vySetfeni sitnice pfi biomikroskopii in vivo i pFi vysoké aktivité zanétu.
Predstavuje reprodukovatelny model otvirajici daldi moznosti vyzkumu v oblasti zadni
uveitidy autoimunitni etiologie. Vyhodou zvoleného modelu je relativné dlouh4 doba aktivity
zan€tu trvajici pfiblizn¢ 3-4 tydny. Biomikroskopicky byla nejvy$si intenzita zanétu
pozorovana 25. den po indukci, naproti tomu histologicky byla nejvétsi kumulace zanétlivych
zmén 35. den po indukci.

Zavérem lze Kkonstatovat, ze zvolené téma dizertaéni prace je aktualni, nebot
experimentalni  modely  autoimunitni  uveitidy umoZiuji  detailn&jd  studium
imunopatogenetickych mechanizmi zanétu a jejich cilenou regulaci tohoto zavazného
onemocnéni, které i pfes soucasné terapeutické moznosti zpiisobuje té2ké poruchy zraku u lidi
zejména stredni vékové kategorie. Naro&ny cil, ktery byl specifikovin v iivodu dizertace,
byl splnén:



- byl zaveden reprodukovatelny a stabilni my3i model EAU indukovany u mySi kmene
CS7BL/6J sitnicovym antigenem IREBP 1-20

- zjiSténa kriticka mista v protokolu indukce a stanoveny zakladni predpoklady pro
uspésnou indukei uveitidy

- pozorovan vrchol zanétlivych zmén 25. den po indukci pfi klinickém vySetfeni a az
35. den pfti histologickém vySetfeni, naopak atrofické pozanétlivé zmeny zaznamenany diive
pii klinickém vySetfeni

- byly imunohistochemicky detekovany CD3+ T lymfocyty a F4/80+ makrofagy v
sitnici, v pribéhu zanétu se jejich pocet prudce zvysuje 25. den od indukce, v dal$im priibéhu
je vzestup pomalejsi. Vyrazné zvySeni potu téchto zanétlivych bunék asove koreluje s
vrcholem zanétu

- kvantitativni analyza T lymfocytd a makrofagi na sitnici u bezmikrobnich mySi
prokazala signifikantné niZz3i pocet T lymfocytii, coZ potvrzuje, Ze &m je v sitnici nizsi pocet
T lymfocyta, tim je intenzita uveitidy ni$i

- signifikantni vysledek sniZeni intenzity zanétu na IRBP-indukovaném modelu EAU
podporuje pouziti MMF v lé¢bé zadni uveitidy autoimunitni etiologie v huméanni medicing.

K dizertantce mam 2 dotazy:

1) Biomikroskopicky byla nejvy33i intenzita zanétu pozorovana 25. den po indukci,
naproti tomu histologicky byla nejvétsi kumulace zanétlivych zmén 35. den po indukei. Jak
sama uvadite, "Tyto diskrepance mohou byt vysvétleny rozdilnym rozsahem hodnocené
sitnice", nebot’ pfi histologickém vysetfeni bylo hodnoceno pouze 8-10 fezi, a diky tomu
nemusi byt zachyceny vechny léze.
- Byla histologicky vySetfovana vZdy stejna oblast sitnice nebo se vySetfované
oblasti sitnice u kazdého oka lisily?
- Existuje dle vaSeho nazoru jestg jiné vysvétleni pro tuto diskrepanci ?

2) Budete pokracovat v tomto vyzkumu a jakym smérem

Konstatuji. Ze se dr. Klimova zhostila naroéného tématu své dizertace se cti. price
odrazi jeji velkou pili a houZevnatost, se kterou provadéla experimentdlni praci. Je té2 ziejmé,
Ze pracovala velmi systematicky, bez zbytetného zabihani do nepotfebnych detailt, kriticky
hodnotila i uskali, se kterymi se pfi této praci setkala. Dizertace je psana velmi piehledné,
zavéry jsou formulovany konkrétné s odkazy na stanoveny cil. Na vysoké trovni dizertace ma
bezpochyby vliv pusobeni zkuSeného a erudovaného 3kolitele. Dizertaéni price MUDr.
Anety Klimové s ndzvem ''Mechanizmy patogeneze experimentilni autoimunitni
uveitidy a moznosti jejich ovlivnéni" prokizala predpoklady autorky k samostatné
tvoFivé védecké prici a k udéleni titulu "Ph.D." za jménem.
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