KLINICKE PROJEVY EXPERIMENTALNI
AUTOIMUNITN{ UVEITIDY

SOUHRN

Uvod: Autoimunitni uveitida je zavaZné zrak ohroZujici onemocnéni, které u ¢asti pacientd
zUstava rezistentni ke konvencni imunosupresivni anebo biologické 1é¢bé. Vyzkum z posled-
nich let zlepsil terapeutické moZnosti tohoto onemocnéni a vyznamny podil na tomto vyvoji
ma zéakladni vyzkum na experimentalnich modelech. Cilem této prace je prezentovat klinické
a histologické projevy zanétu na modelu experimentéini autoimunitni uveitidy (EAU) u mysi.
Metodika: EAU byla indukovana u mysi kmene C57BL/6 subkutanni aplikaci IRBP (interphoto-
receptor retinoid binding protein) v kompletnim Freundové adjuvans a pertusovym toxinem
aplikovanym intraperitonealné. Intenzita zanétu byla hodnocena in vivo pomoci specialniho
zobrazovaciho systému s vyuZitim otoskopu. Bulby byly enukleovany post mortem 35. den po
indukci EAU a intenzita zanétu hodnocena histologicky barvenim kryofezl metodou hema-
toxylin-eozin.

Vysledky: Fotodokumentace zobrazuje klinické projevy uveitidy in vivo i histologické znamky
zdnétu ziskané post mortem.

Zavér: Zavedeni stabilniho a reprodukovatelného modelu EAU umoZriuje podrobné studo-
vat imunopatogenetické mechanismy zanétu a jejich cilenou regulaci. Podobnost zanétlivych
zmén s nalezy pacientl se zadni uveitidou autoimunitni etiologie umoziuje vysledky vyzku-
mu na tomto experimentdlnim modelu aplikovat v humanni mediciné.
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SUMMARY

THE CLINICAL SIGNS OF EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE UVEITIS
Introduction: Autoimmune uveitis is a sight threatening disease which in many cases fails to
respond to conventional immunosuppressive or biological therapy. The research in experi-
mental models of autoimmune uveitis helps to find new therapeutical strategies. The aim of
this study is to present the clinical and histological signs of experimental autoimmune uveitis
(EAU) in mice.

Methods: EAU was induced in C57BL/6 mice by subcutaneous application of IRBP (interpho-
toreceptor retinoid binding protein) in complete Freund’s adjuvant and intraperitoneal appli-
cation of pertussis toxin. Clinical evaluation of uveitis was performed in vivo using special
imaging system with otoscope. Histological evaluation of uveitis was performed at day 35
post induction of EAU on hematoxylin and eosin stained frozen sections. Clinical and histolo-
gical grading was used to assess the inflammation intensity of EAU.

Results: The intensity of inflammation is depicted on representative fundus images and his-
tological images of retina at day 35 post induction.

Conclusion: The model of EAU is robust and reproducible and allows us to study the immu-
nopathological mechanisms of inflammation and its regulation. The inflammatory signs in
our model are similar to findings of posterior uveitis of autoimmune etiology in humans, thus
we may apply our experimental results in human medicine.
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uvoD

Uveitida je spolu s diabetickou retinopatii hlavni pfici-
nou slepoty v rozvinutych zemich u lidi v produktivnim
véku. Uveitida predstavuje desetiprocentni podil na slepoté
v téchto zemich (20, 9), a to i pres stdle se rozsitujici terape-
utické moznosti.

Etiologii autoimunitni uveitidy u ¢lovéka je velice obtizné
zjistit. Priblizné u 25 % pacientli se autoimunitni uveitida
poji se systémovym onemocnénim typu sarkoiddzy, ankylé-
zujici spondylitidy, roztrousené sklerdzy, systémového lupus
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erythematodes, Wegenerovy granulomatdzy apod. Témér
u poloviny pfipadl vsak etiologii nezjistime.

Zakladni 1é¢ebnou modalitou autoimunitni uveitidy je
imunosuprese. Vyzkum v poslednich letech vyznamné zlep-
Sil terapeutické mozZnosti a nemaly podil na tomto vyvoji ma
zakladni vyzkum uveitid na experimentalnich modelech.

Prvni model uveitidy u potkanl (18) vyuZival aplikaci
Freundova adjuvans obsahujicitho mykobakteria a pozdéji
i endotoxinu (10). Od té doby byl vyvinut model autoimu-
nitni uveitidy u potkand, u morcat, u koni a u primatd imu-
nizaci jednim ze sitnicovych antigend — arrestinem neboli
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S-antigenem v kompletnim Freundové adjuvans (22, 12).
Jeho aplikace experimentalnimu zvireti vyvolala onemoc-
néni s klinickym obrazem velmi podobnym uveitidé u lidi.
U bézné pouzivanych kmen( mysi vSak S-antigen zanétlivé
ocni onemocnéni nevyvoldva. Az po objevu intraretinalniho
vazebného peptidu (IRBP) byl vyvinut experimentaini model
autoimunitni uveitidy u mysi (4). Od té doby vznikly cetné
varianty prvniho zakladniho mysiho modelu, ktery spociva
v intraperitonealni ¢i subkutanni aplikaci antigenu (IRBP).

V nasich experimentech byla indukovdna EAU pomoci
IRBP humanniho plvodu. Protein IRBP se nachazi v inter-
fotoreceptorové matrix, ktera slouzi k transportu derivatt
vitaminu A mezi fotoreceptory a retinalnim pigmentovym
epitelem. Strukturu proteinu IRBP tvofi Ctyfi evolucné sta-
ré domény, o kterych se predpokladd, ze vznikly genovou
duplikaci (1).

Dalsi moznosti indukce EAU je adoptivni prenos T lymfocy-
tl z imunizovanych donor(, dale ,humanizovana” forma EAU
u transgennich kmend mysi, EAU indukovana injekci den-
dritickych bunék, které in vitro zraly v pfitomnosti antigenu,
a nakonec model spontanni uveitidy u mysi, kterym chybi gen
pro autoimmunitni regulator (AIRE), a u athymickych ,nude”
mysi s implantovanym krysim embryonalnim thymem (6).

Nami pouzivany model experimentalni uveitidy je velmi
podobny obrazu zadni uveitidy ¢i panuveitidy u lidi — s vit-
ritidou, choroiditidou, retinitidou a vaskulitidou. Posouzeni
stupné uveitidy je zaloZzeno na hodnoceni in vivo biomikro-
skopicky, tak post mortem histologicky (7).

Cilem této prace je prezentovat klinické a histologické pro-
jevy experimentalni uveitidy u mysi. Podle jejich stupné se
provadi standardizované hodnoceni intenzity zanétu, které
slouzi napfiklad k posouzeni Gcinnosti nové lécby.

METODIKA

Mysi C57BL/6

Samice inbredniho kmene mysi C57BL/6 ve véku 5 az 8
tydnl byly dodany z Centra pro experimentalni biomodely
(1. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova, Praha). Pouziti labo-
ratornich zvirat pro tento projekt bylo schvaleno odbornou
komisi pro praci s pokusnymi zviraty 1. lékarské fakulty Uni-
verzity Karlovy v Praze a se zviraty bylo nakladano v souladu
se zdkonem €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani,
na zakladé osvédceni Ministerstva zemédélstvi.

Indukce EAU

Aplikace IRBP, ktery pUsobi jako autoantigen, byla pro-
vadéna podle standardniho protokolu (2, 3). Subkutanné
se aplikuje 500 pg IRBP 1-20 (interphotoreceptor retinoid
binding protein, New England Peptide, Gardner, USA). Pro
rozpusténi peptidu byl pouzit DMSO (dimethyl sulfoxid) (Sig-
ma Aldrich, St. Louis, USA). IRBP byl emulzifikovan v poméru
1:1 s kompletnim Freundovym adjuvans (Difco, USA) obsa-
hujicim mykobakterie. Reaktivita imunitniho systému byla
podporena intraperitonealni aplikaci 1,2 pg pertusového
toxinu (List Biologicals, Campbell, USA), rozpusténého v PBS
(phosphate buffered saline).
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Klinické vysetfeni uveitidy

Biomikroskopické vysetreni zvirat in vivo bylo provadéno
pomoci otoskopu (obr. 1). Mysi byly vysetrovany 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 lokdlné aplikovan tropikamid (Unitropic 1% oph.
gtt., Unimed Pharma, Slovensko) a phenylephrin (Neosyne-
phrin-Pos 10 %, Ursapharm, Ceska republika). Na rohovku
pokrytou vrstvou viskomateridlu byl pfikladan otoskop pfi-
pojeny k zevnimu zdroji svétla a k fotoaparatu s predsaze-
nou ¢ockou +4,0 dioptrie (19).

Obr. 1 Biomikroskopické vysetreni sitnice u mysi

Histologické zpracovani materialu

Zvirata byla usmrcena podle etickych pravidel danych za-
konem Ceské republiky cervikalni dislokaci. O¢i byly enukleo-
vany vystrihanim ze spojivkového vaku bezprostfedné post
mortem 35. den po indukci EAU. O¢i byly vloZeny do gelové-
ho media (Tissue-Tek® O.C.T. Compound™, USA) a zamraze-
ny ve 2-methylbutanu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) v at-
mosfére tekutého dusiku. Vzorky zmrazené na -70 °C byly
krajeny na mikrotomu (Leica CM 1850) na 7 um silné fezy.
Rezy byly krajeny vidy z periferie a z oblasti optického nervu
obou oci a barveny metodou hematoxylin-eozin podle stan-
dardniho protokolu. Vzorky byly odebrany z obou oci, vzhle-
dem k tomu, Ze zanét muaze byt asymetricky.

VYSLEDKY

Subkutdnni aplikace IRBP v kompletnim Freundové ad-
juvans potencovand intraperitonedlnim pertusovym toxi-
nem vyvolala u citlivych mysich kmena projevy zadni uveiti-
dy, mimoradné i panuveitidy.

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

Klinické projevy EAU

Klinické zndmky zadni uveitidy jsou zfetelné na fotografi-
ich sitnice vytvofenych pomoci zobrazovaciho systému oto-
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Obr. 2 a 3 Fyziologicky fundus u mysi

Obr. 4 a 5 Fotografie sitnice 20. den po indukci EAU, jsou pfitomny infiltraty v sitnici,
opouzdrené cévy a edém tercCe zrakového nervu

Obr. 6 Zadni synechie na fotografii predniho  Obr. 7 Totalni serézni amoce 25. den po Obr. 8 Fotografie fundu 25. den po indukci

segmentu pfitomné 25. den po indukci EAU  indukci EAU EAU, na sitnici jsou patrné granuldrni
infiltraty, opouzdrené cévy a edém terce
zrakového nervu

skopu. Zndmky zdnétu na nasich snimcich zachycuji vaskuli- vé zmény zrakového nervu, stupen opouzdieni cév a struk-
tidu, choroiditidu a edém optického nervu (obr. 2-12). turdlni zmény sitnice (atrofie/jizveni).

Klinicky systém hodnoceni intenzity uveitidy popisuje Xu Biomikroskopicky byla u nasich mysi nejvyssi intenzita
et. al. (23). Hodnoti ve Skéle 1 (minimalni zanét) aZ 4 (silny uveitidy pozorovéana 25. aZ 28. den po indukci, a to priimér-
zanét) 4 parametry: velikost a tvar infiltrat( sitnice, zanétli- né stupen 3. Na zacatku pozorovani (14. den) byl u nékte-
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Obr. 9 a 10 Fotografie fundu 35. den po indukci EAU, sitnice s prevazujici atrofii, granularni
i linedrni infiltraty ubyvaji, edém terce zrakového nervu pretrvava

Obr. 11 a 12 Fotografie fundu 60. den po indukci EAU, dominuje atrofie sitnice, infiltraty jsou
vice organizované, papila zrakového nervu je ohranicena

Obr. 2—- 12 Fotografie sitnice u zdravych mysi a u mysi v riznych intervalech po indukci EAU zobrazuji dynamiku zanétlivych projeva

Obr. 13 a 14 Histologicky fez sitnici zdravé mysi s pravidelné usporadanymi vrstvami,
zvétseni 20x
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Obr. 15 Zanétlivé lozisko ve vnitini vrstvé sitnice v blizkosti cilidrni-
ho télesa (Sipka), zvétseni 40x

Obr. 16 Retinalni zahyby v zevnich vrstvach sitnice (Sipky), ve sklivci
jsou pritomny zanétlivé buriky (hvézdicky), zvétseni 20x

Obr. 17 Infiltrace v okoli sitnicové cévy v blizkosti terce zrakového
nervu (Sipka), ve sklivci jsou zanétlivé bunky (hvézdicky), zvétseni
20x

Obr. 19 Histologicky rez predni ¢asti oka, komorova tekutina je zka-
lend, duhovka je prekrvena, jsou pfitomny predni i zadni synechie.
Za duhovkou je ¢ocka, ktera fyziologicky vypliiuje velkou ¢ast oka.
ZvétSeni 10x
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Obr. 18 Novotvorend céva prochdzi vrstvami sitnice (Sipky), zvét-
Seni 20x

Obr. 13-19 Histologické fezy oci u zdravych mysi a u mysi 35.
po indukci EAU barvené hematoxylinem a eozinem. Méfitko je
uvedené na snimcich, linka odpovida velikosti 100 pm.

rych oci ojedinéle zachycen infiltrat nebo byl pfitomny mirny
edém terce, v celkovém hodnoceni je klasifikovan priimérné
stupen 0. V dalsim vyvoji 20. aZ 21. den je u nékterych oci
patrny vyrazny edém terce zrakového nervu, opouzdreni cév
a bélavé sitnicové linearni ¢i granularni zanétlivé léze (obr.
4 a 5), vétsina odi zUstava bez zanétlivych zmén, pradmérné
je stupen zanétu 1. Na vrcholu zanétu 25. az 28. den jsou
u vétsiny oci vyrazné projevy zanétu (obr. 6, 7, 8). Od 35. dne
jsou na sitnici pfitomny atrofické zmény (obr. 9 a 10), které
se v Case stupniuji (obr. 11 a 12).

Histologické projevy zdnétu

Mezi histologické znamky zadni uveitidy patfi retindlni za-
hyby, zanétliva loZiska v sitnici, ¢asto lokalizovana v blizkosti
cilidarniho téliska, vaskulitida, vitritida, neovaskularizace sit-
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nice Ci ztrata fotoreceptorl (obr. 15-18). Sitnice u zdravych
mysi ma zietelné oddélené vrstvy sitnice bez nepravidelnos-
ti (obr. 13 a 14).

Mikroskopické hodnoceni intenzity uveitidy na rezech
barvenych metodou hematoxylin-eozin se provadi podle za-
vedeného systému hodnoceni od stupné 0 (Zadny zanét) do
stupné 4 (silny zanét) podle Caspi (4, 21, 8).

Histologicky jsou v nasem pozorovani maximalni zanétlivé
zmény pritomny 35. den po indukci. Intenzita zanétu posu-
zovana histologicky u nasich mysi je 1,0 az 2,0.

DISKUSE

Autoimunitni uveitida zahrnuje celou radu jednotek, které
se lisi klinickym obrazem a pridbéhem onemocnéni. Vzhle-
dem k tomu, Ze se navic jedna o vzdcné onemocnéni, je
v humdnni mediciné velice obtizné autoimunitni uveitidu
studovat. Bylo vyvinuto nékolik experimentalnich modeld,
které umoznuji detailnéjsi studium uveitid (4, 23, 6). Tyto
modely pomohly za poslednich 40 let objasnit vliv genové
vybavy na pridbéh nitroo¢niho zanétu, zkoumat zakladni
mechanismy patogeneze uveitid a vyzkouset nové strategie
imunologické 1éCby (11, 17).

Experimentalni autoimunitni uveitida u mysi predstavuje
reprodukovatelny model, ktery otevira dalsi moznosti v oblas-
ti vyzkumu zadni uveitidy autoimunitni etiologie. Uveitida in-
dukovana u mysi kmene C57BL/6 je mirna a chronicka a blizce
pfipomina autoimunitni uveitidu u lidi (5). Tim se lisi od starsi-
ho modelu akutni uveitidy u mysi kmene B10.RIIl, kde vznika
prudka kratkodoba panuveitida. Na tomto modelu je vrchol
zanétu 12. az 15. den a neni mozné vysetfit fundus biomik-
roskopicky pro zkalena opticka média (13).

Citlivost béZné pouzivaného kmene mysi C57BL/6 k sitni-
covému peptidu (IRBP) je pomérné variabilni. Uspéch induk-
ce ovliviiuje vice faktor(, naptiklad pohlavi a stafi mysi nebo
podminky chovu. V nasem souboru mame mysi staré 5 az 8
tydnU, zatimco néktefi autoti preferuji mysi ve stari 8 az 12
tydnl (23). Obvykle se pracuje se samicemi, a to vzhledem
k vyssi prevalenci autoimunitnich onemocnéni u Zen. Dosud
nebyla publikovdna prace srovnavajici u mysi intenzitu za-
nétu EAU mezi pohlavim. Nelspésna indukce uveitidy mlze
byt dlsledek chronického stresu (vyssi hladiny kortikoste-
roidU potlacuji zanét) nebo akutniho onemocnéni (zvySené
cirkulujici interferony) (1).

Intenzita vyvolaného zanétu hodnocena histologicky
u kmene mysi C57BL/6 kolisa mezi jednotlivymi laboratore-
mi v zavislosti na protokolu indukce uveitidy. Primérné au-
tofi uvadéji stupen zanétu 1 az 2: Kim et al. (15) 2,13, Xu et

al. (15) 1 az 2, Keino et al. (14) 1,2, Kitamei et al. (16) 1,63.
V nasich experimentech byl pfi histologickém hodnoceni za-
znamenan pramérny stupen zanétu 1 az 2.

Pozoruhodné je, Ze intenzita zanétu ve skale 1 az 4 zjisténa
pfi klinickém vysSetreni otoskopem je vyssi neZ pfi hodno-
ceni histologickém (23), cozZ potvrzuje také nase sledovani.
Tato diskrepance mze byt vysvétlena napfriklad rozdilnym
rozsahem hodnocené sitnice. Pri klinickém vySetreni je pre-
hlédnuta celd sitnice. Pfi histologickém hodnoceni je posu-
zovano 8 az 10 rez( sitnice jednoho oka silné 7 um, nemusi
byt proto vSechny |éze zachyceny.

Vyhodou modelu chronické EAU u mysi C57BL/6 je rela-
tivné dlouhd doba aktivity zanétu trvajici priblizné 3 az 4
tydny. Biomikroskopicky byla u nasich mysi nejvyssi inten-
zita zanétu 25. aZ 28. den po indukci. Histologicky byly pro-
kazany maximalni zanétlivé zmény 35. den po indukci. Nase
pozorovani koreluji s vysledky jinych autord, Xe et al. (23)
zaznamenava vrchol zanétu kolem 25. dne po indukci, Caspi
(4) popisuje aktivni zanét od 3. do 7. tydne po indukci.

Postupny vyvoj klinickych a histologickych projevi zanétu
v nasem pozorovani odpovida popisu v praci kolektivu auto-
ra Xu et al. (23). V pocatecnich stadiich (14. den po indukci)
je klinicky pritomny mirny edém terce zrakového nervu, na
histologickém fezu je zrakovy terc bez viditelnych struktur-
nich zmén. Na vrcholu zanétu (25. den po indukci) je klinic-
ky patrny vyrazny edém terce zrakového nervu, opouzdieni
cév a bélavé sitnicové linearni léze. Na histologickych rezech
tyto zmény odpovidaji infiltraci zrakového nervu zanétlivymi
burikami, vaskulitidé a retindlnim zahybdm. V pozdnim sta-
diu (80. den po indukci) dominuji v klinickém obraze sitnico-
vé jizvy, histologicky byla prokazana glidza a ztrata zevnich
segmentl fotoreceptor(.

Minimalni ¢i Zadné postiZzeni predniho segmentu u nase-
ho modelu umoznuje lepsi prehlednost a snadnéjsi biomik-
roskopické vysetreni sitnice i pfi vysoké aktivité zanétu.

ZAVER

Klinické a histologické hodnoceni intenzity zanétu na mo-
delu EAU je zdsadni pro vyuZiti tohoto modelu v zakladnim
vyzkumu. Zavedeni stabilniho a reprodukovatelného modelu
EAU umozZnuje podrobné studovat imunopatogenetické me-
chanismy zanétu a jejich cilenou regulaci, coz mlize prispét
k efektivni Ié¢bé nitroocnich zanétl v humdanni mediciné.

Tato prdce vznikla z podpory grantu IGA MZ CR NT/14017-
3/2013, PRVOUK P25/LF1/2, SVV UK 254260023 a SVV UK
260148/2015.
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