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Nazev diplomové prace: Moznosti vySetieni bunééné imunity u infertilnich Zen

Laboratorni diagnostika v reprodukéni imunologii prosla v poslednich letech
rychlym rozvojem. Protoze imunologické pti¢iny neplodnosti a opakovaného potraceni
jsou jedny z nejcastéjsich, zabyva se tato prace vlivem rtznych faktorti na buné¢nou
imunitu. Hodnoti pfitomnost protilatek vliv klinickych dat a kvality ejakulatu partnera
na bunéénou imunitu vysetfovanych zen. Také jsou srovnavany dva diagnostické postu-
py k hodnoceni buné¢né imunity, a to dlouhodobé provadény test inhibice migrace leu-
kocytli pod agar6zou s antigeny spermii a trofoblastu a novéjsi test aktivace NK bunék
S antigeny spermii a trofoblastu hodnoceny priitokovou cytometrii. NK butiky hraji vy-
znamnou roli v etiologii opakovaného potraceni, proto je sledovana Groven jejich akti-
vace.

U hodnoceného souboru 305 infertilnich zen vySettenych v letech 2009 az 2011
ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové na Ustavu klinické imunologie a alergologie
byla nalezena spojitost mezi vyskytem antifosfolipidovych protilatek a aktivovanou
bunéénou imunitu sledovanych zen a dale vliv kvality ejakulatu partnerti na bunéénou
imunitu vySetfovanych Zen. Pfi srovnavani dvou vySe zminénych diagnostickych testi
byl objeven vztah mezi testem inhibice migrace leukocytd pod agardzou s antigeny
spermii a testem aktivace NK s antigeny spermii. Zeny s piitomnosti inhibice migrace

leukocytl s antigeny spermii maji rovnéz Castéji vyssi procento aktivace NK bun¢k.

Klicova slova: bunééna imunita, infertilita, NK bunky, test aktivace NK bun¢k
S antigeny spermii a trofoblastu, test inhibice migrace leukocytii pod agar6zou

S antigeny spermii a trofoblastu.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Author: Bc. Barbora Cervenkova
Supervisor: Mgr. Karolina Jankovicova, Ph.D.
Title of diploma thesis: Possibilities of Cell Mediated Immunity Examination in In-
fertile Women

Laboratory diagnostics in reproduction immunology has fast progressed during
the last years. This work is focused on influence of various factors on cell mediated
immunity, because immunological reasons of infertility and recurrent spontaneous abor-
tions are one of the most often. It evaluates infulence of presence of antibodies, clinical
data and partner’s ejaculate quality on cells mediated immunity of examined women. It
also compares two diagnostics procedures to evaluate cells mediated immunity, the
long-term migration-inhibition leukocytes test under agarosis with sperm‘s and trophob-
last‘s antigens and the later NK cells activation test with sperm*s and trophoblast‘s anti-
gens analysed by flow cytometry. NK cells play an important role in etiology of recur-
rent spontaneous abortions, and that is why we observe their activation level.

By the evaluated set of 305 infertile women, who were examined between years
2009 and 2011 in the Clinical Immunology and alergology department of the Hradec
Kralové's Faculty Hospital, has been found relations between antiphospholipides anti-
bodies appearance and activated cells mediated immunity of observed women and part-
ner‘s ejaculate quality influence on cells mediated immunity of examined women as
well. After comparison of two above mentioned diagnostics tests the relations between
the migration-inhibition leukocytes test under agarosis with sperm antigens and the NK
cells activation test with sperm antigens have been found. The women with leukocytes
migration inhibition with sperm antigens have more often higher ratio of the NK cells

activation.

Keywords: cell mediated immunity, infertility, NK cells, NK cells activation test with
sperm and trophoblast antigens, migration-inhibition test with sperm mand trophoblast

antigens.
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1 Zadani diplomové prace - cil prace

Seznamit se s laboratornim postupem vysetieni bunééné imunity u infertilnich
zen.

Srovnat vysledky testti hodnoticich aktivaci buné¢né imunity. Test inhibice mi-
grace leukocytti s antigeny spermii a trofoblastu s testem aktivace NK bunék
S antigeny spermii a trofoblastu.

Zhodnotit vztahy sledovanych parametrti a bunéné imunity u infertilnich Zen
vySetfenych od roku 2009 do roku 2011 ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové
na Ustavu klinické imunologie a alergologie.

Vyhodnotit vliv klinickych ukazateli na aktivaci bunééné imunity v souboru
sledovanych Zen.

Vyhodnotit vztah pozitivity riznych typt autoprotilatek a aktivace bunécné
imunity v souboru sledovanych zen.

Vyhodnotit vztah kvality ejakulatu partneri a aktivace bunééné imunity

Vv souboru sledovanych Zen.



2 Uvod

Té&hotenstvi a oplodnéni (fertilizace) vyzaduje nejen toleranci imunitniho systé-
mu matky vici plodu, ale také jeho podporu. Tato tolerance je zajiStovana slozitymi
imunoregulacnimi mechanismy ze strany matky, trofoblastu i plodu. Naruseni této rov-
novahy mize vést k neschopnosti ot€hotnét nebo k potraceni plodu.

Jako pricina opakovaného potraceni se uvadi anatomické pficiny, genetické pfti-
¢iny, toxické pficiny, hormondlni pfi€iny, infekcni pfiCiny a v neposledni fadé imunolo-
gické pfic¢iny. Imunologické pficiny jsou nejcastéjSim divodem opakovaného potraceni.
Prace se proto zabyva mechanismem ucinku aktivovanych NK bunék jakozto prokézané
priCiny ztraty t¢hotenstvi. Na patologické aktivaci bunééné imunity (NK buné¢k) se mu-
ze podilet celd fada faktort jako je systémové autoimunitni onemocnéni, infekéni one-
mocnéni, ale také kvalita spermii partnera.

V této praci je hodnocena bunéfna imunita u infertilnich Zen vySetfenych
v letech 2009 az 2011 ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové na Ustavu klinické imu-
nologie a alergologie a jeji vztah k protilatkam, klinickym tdajim (v€k prodélané IVF a
INS pokusy, pritomnost infekéniho onemocnéni v dob¢ vysetieni) a kvalité spermii
partnert vySetfenych zen. Také jsou porovnavany vysledky dvou diagnostickych postu-
pu ur¢enych ke stanoveni miry aktivace bunééné imunity. Jedna se o test inhibice mi-
grace leukocytl pod agar6zou s antigeny spermii a trofoblastu zavedeny do praxe pred
vice nez 20 lety a nové¢jsi test aktivace NK bunék za uziti priitokové cytometrie rovnéz
S antigeny spermii a trofoblastu. Cilem prace bylo zhodnotit vysledky téchto testa a

posoudit, zda je néktery vhodnéjsi na stanoveni aktivace bunééné imunity.



3 Teoreticka Cast

3.1 Bunécna biologie oplodnéni

Béhem oplodnéni dochazi ke spojeni dvou haploidnich gamet s odlisnou gene-
tickou vybavou (obr. 1). Tyto gamety jsou produkovany v unikatnim mikroprostiedi
ovaridlniho folikulu a v testikuldrnim semenotvorném epitelu.

Konecnym produktem spermatogeneze je vysoce polarizovand spermie skladaji-
ci se z oblasti hlavi¢ky, ktera obsahuje jadro, jedinou sekre¢ni granuli - akrozom, ktery
vznika pii spermatogenezi splynutim vackt Golgiho aparatu, a bic¢iku obsahujici fady
mikrotubulii. Po uvolnéni ze semenotvorného epitelu ve varleti je spermie transportova-
na skrz nadvarle, kde dochazi k dalsi biochemické a funkéni modifikaci.

Nejveétsi lidska buiika, vajicko, béhem ovulace vstupuje do vejcovodu. Vajicko
ma sva specifika, za prvé, zastavi svlij bunéény cyklus v metafazi druhé meidzy, za dru-
hé, extracelularni matrix vajicka, ¢ili zona pellucida obsahuje tfi glykoproteiny (ZP1,
ZP2 a ZP3), které jsou syntetizovany a vylu¢ovany oocytem, za tfeti, cumulus oophorus
se sklada z nékolika vrstev ovaridlnich folikuldrnich granul6éznich bunék zaclenénych
do extracelularni matrix slozené z kyseliny hyaluronové.

Spermie ziskavaji schopnost oplodnit vajicko procesem kapacitace béhem mi-
grace zenskym reproduk¢énim traktem. Kapacitovana spermie penetruje cumulus oopho-
rus, dostane se do kontaktu se zona pellucida a ta podstoupi reakci s akrozomem, jedna
se 0 kalcium-dependetni jev. Po dokonceni akrozomové reakce spermie penetruje zona
pellucida, nakonec se kontaktuje a spoji s plasmatickou membranou vajicka.

Kapacitace se sklada z poctu procesu véetné¢ funkéniho spojeni signalnich drah,
které reguluji iniciani reakci akrozomu ZP3 proteinem. Jednd se také o zmeény
v motilit¢ bi¢iku, které mohou byt pozadovany k penetraci zona pellucida. Fuze spermie
a vajicka je doprovazena zménami metabolismu, fyzikélnich charakteristik membrany,
zménami stavu fosforylace proteind, zvySenim intracelularniho pH a hodnoty kalcia a
hyperpolarizaci membranového potencialu. Nékteré faktory mohou fidit kapacitaci in
vitro: uvolnéni cholesterolu z membrany spermie je zprostfedkovan sterol vazajicimi
proteiny. Reorganizace membrany spermie po vycerpani cholesterolu mize byt Casny
krok v procesu kapacitace. Rada proteinti spermie je fosforylovana na tyrozinu pro-
stfednictvim CAMP-dependentniho mechanismu. Zvyseni intracelularniho pH a hladiny
bikarbonatu spojené¢ho s produkci cAMP, mize aktivovat nukleotidové kanaly, které

jsou pfitomny Vv bi¢icich spermii, a jsou spojeny s fizenim motility bi¢iku.



In vivo, je pravdépodobna rozmanita spoluprace mnoha faktorti zprostiedkuji-
cich kapacitaci spermie. Sterol-vazajici proteiny, jako lipoprotein o vysoké hustoté, jsou
ptritomny ve vejcovodu a mohou akcelerovat vyplavovani cholesterolu ze spermii. Na-
vic také progesteron miize regulovat nékteré aspekty kapacitace. Tento steroidni hor-
mon je piitomny v prostiedi vejcovodu, pochazi jak z folikularni tekutiny, tak ze sekre-
ce bun¢k cumulus oophorus spojenych s vajickem.

Kapacitace je nezbytny krok pro navazani spermie na zona pellucida. Prvni ad-
heze spermie na zona pellucida je zprosttedkovana ZP3, zakladnim proteinem zona pel-
lucida, ktery se vaze na receptory na piedni strané hlavicky spermie v misté neporuse-
ného akrozomu. Izolovany ZP3 ma schopnost vazat piimo spermie a funguje jako kom-
petitivni inhibitor adheze. Naproti tomu ostatni glykoproteiny zona pellucida, ZP1 a
ZP2, postradaji tuto aktivitu. ZP3 stimuluje spoustéce akrozomalni reakce na spermiich
vazajici se na zona pellucida. ZP3 oligosacharidy odpovidaji za adhezi, ale nejsou do-
stacujici pro fizeni akrozomalni reakce. Prvotni reakce po vazbé ZP3 a spermie je sig-
nalni transdukce majici za nasledek prechodny vstup kalcia a aktivaci G proteint, Gj; a
Gi2. Tyto pocateéni pochody vyvolavaji aktivaci fosfolipazy C (PLC) a zvySeni intrace-
lularniho pH, coz ma za nasledek trvaly vstup kalcia, ktery pfimo fidi exocytozu. Pred
exocytozou kapacitovana spermie mize penetrovat cumulus oophorus a selektivné ad-
herovat na zona pellucida, ale akrozomalni reakce je nezbytny krok pro schopnost
spermie splynout s plazmatickou membranou vajicka.

Po penetraci zona pellucida spermie adheruje a spoji se s plazmatickou membra-
nou vajicka. Do adheze spermie-vajicko jsou zapojeny spermaticky fertilin-o (znamy
také jako ADAML1 a disintegrin and metalloproteinase 1), fertilin-p (ADAMZ2) a cyrites-
tin (ADAM3), stejné jako i CRISP1 (cysteine-rich secretory protein 1). Integriny nale-
zeny na povrchu vajicka jsou povazovany za receptory pro spermatické ADAMs. Ve
vajicku je S integrinem asociovany protein, tetramerni CD9, ktery je dilezity pro in-
terakci spermie-vajicko.

Aktivace vajicka nastdvd po fertilizaci a zahdjeni embryondlniho vyvoje.
V pocatku aktivace vajicka dochazi k zvySeni koncentrace cytozolického kalcia. Malé
vykyvy v koncentraci kalcia jsou zajistovany InsP; (inositol-1,4,5-trifosfat) ptes aktiva-
ci InsP3 receptoru v endoplazmatickém retikulu. ZvySeni koncentrace cytozolického
kalcia indukuje vystup z meiotické vazby, postup do mitoézy a exocytozu kortikalnich

granuli, jejichz obsah modifikuje zona pellucida pfed moznou fertilizaci dalsi spermii.
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Aktivace vajicka pozdé¢ji zahrnuje syntézu maternalni MRNA pro translaci, zmény

Vv proteinové syntéze a aktivaci zygotického genomu. (Evans, a dalsi, 2002)
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Obr. 1 Prubéh fertilizace.
(fyziologie.If2.cuni.cz/uceni/Fyziologie%20tehotenstvi.ppt)

3.2 Imunologie téhotenstvi

Za 3 dny po oplozeni se zygota, ktera jiz prosla né¢kolika délenimi a ma charak-
ter moruly, dostava do délozni dutiny. Embryo ve fazi moruly ma stale jest¢ zachovanu
zonu pellucidu, ke které priléha budouci trofoblast. V déloze se diferencuje vnitini cyto-
trofoblast a zevni syncytiotrofoblast a vznika tak blastocysta. Sesty den po oplozeni
dochazi k nasledné implantaci blastocysty. Mistem implantace je nejéastéji zadni sténa
délohy.

Implantace je sloZity, nckolikastupfiovy proces, ktery zacind adhezi embrya.
V tomto kroku se uplatiuji adhezivni molekuly jako jsou: E-cadherin, P-cadherin, ko-
nexiny a integriny. Nasleduje interakce bunék endometria a trofoblastu, kde je vyznam-
na interakce NK bun¢k a HLA-G. Po piekonani mucinové bariéry a priiniku trofoblastu,
za UCasti $tépicich enzymu (metaloproteindzy, kolagenazy, stromolyzin, plazmin) a ad-
heznich molekul (selektiny), dochézi k proliferaci a syncytializaci trofoblastu za casti
rustovych faktort a cytokint. Poslednim krokem je decidualizace provazena intenzivni

angiogenezi. (Nouza, a dalsi, 2007)
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Ze syncytiotrofoblastu vyrtistaji vybézky (choriové klky), které se zanotuji do
hypertrofujici d€lozni sliznice. Zbujela d€lozni sliznice mezi blastocystou a délozni sva-
lovinou se nazyva decidua basalis a jejim rozvojem a naristanim choriovych klka vzni-
ka placenta. V tomto procesu sehrava vyznamnou roli trofoblast, jez zajistuje sty¢nou
pluchu mezi vajickem a sliznici délohy. Dulezitou ulohu pii kontaktu vajicka se sliznici
délohy maji trofoblastové buiiky, jejichz povrchova vybava zajistuje nizkou imunogen-
nost a vysokou odolnost k mat¢iné vypuzovaci imunitni rekci.

Na syncytiotrofoblastu nejsou exprimovany klasické znaky HLA 1. a II. tfidy,
pusobici jako aktivatory aloimunitni rekce. Misto toho jsou zde exprimovany nepoly-
morfni HLA znaky E, F a G, které neindukuji imunitni odpovéd’ matky a nejsou citlivé
na utok matéinych cytotoxickych lymfocyti. HLA-G je neklasickA HLA molekula s
typickou strukturou skladajici se z tézkého fetézce a beta-2-mikroglobulinu. HLA-G
plni regulacni ulohu pfi ovlivnéni imunity na fetomaterndlnim rozhrani, ptredevsim tlu-
mi aktivitu NK bunék reakci s jejich KIR (Killer-Inhibiting Receptors). Tyto receptory
byly zatim prokazany jen na lidskych bunikach. Jedné se o inhibi¢ni receptory imuno-
globulinové  skupiny. Jejich inhibicni ¢innost je zaloZena na asociaci
s cytoplazmatickymi fosfatdzami, rusSicimi signaliza¢ni drahy zahajené stimula¢nimi
receptory s vlastni proteinkindzovou aktivitou. O tom, zdali se NK buiika aktivuje ¢i
nikoliv, rozhoduje pievaha bud’ stimula¢nich nebo inhibi¢nich signalt. (Hotejsi, a dalsi,
2009; Szekeres, 2002)

Na cytotrofoblastu jsou exprimovany specifické diferencia¢ni znaky, ty jsou ale
za fyziologickych podminek slabé imunogenni. Na rozhrani matka plod, také plsobi
antikomplementarni ptsobky (napi. CD46, CD55, CD59), které maji za kol zbavovat
cytotoxické protilatky jejich aktivity. Embryo je rovnéz pro sviij uspé$ny vyvoj vybave-
no mnozstvim aktivnich ochrannych a podptirnych humoralnich mechanismii (napf.
EPF — faktor casného téhotenstvi, alfa — fetoprotein, trofoblastovy hCG, progesteron —
induced blocking factor PIBF) a mnoho dalsich. Tyto latky inhibi¢né ptisobi na mat¢in
imunitni systém a stupiiuji odolnost bun¢k trofoblastu a fétu. (Nouza, a dalsi, 2007)

Na imununodepresi se podili i ¢etné humoralni mechanismy napt. transformacni
rustovy faktor (TGF tumor growth factor ), embryonalni cytokiny (CSF — 1, GM — CSF,
IL-3). Vyznamnou roli hraje také zonalni té¢hotenska bilkovina, jez snizuje aktivitu T-
lymfocytl, téhotensky protein PP 14, ktery tlumi odpovidavost lymfocytii na antigenni
podnéty, inhibitory embryotoxickych prostaglandinti (PGF 2) a ochranné prostaglandiny
E2. (Nouza, a dalsi, 2007)
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Na supresi imunity béhem té€hotenstvi se vyznamné podili také hormony napf.
kortizol, ktery je v gravidité produkovan az 10x vice, progesteron a estrogeny, které se
koncentruji na rozhrani matka plod. Vyznamny je pfesun v subpopulacich Th lymfocyta
smérem k tlumivym Th2. Na tomto procesu se podili progesteron, prostaglandin E2 a
interleukiny 4 a 10. (Zhang, a dalsi, 2010; Luppi, a dalsi, 2002)

Mimo uvedené mechanismy je plod chranén také pevnymi bariérami (plodové
obaly, plodova voda). V patologickych ptipadech nemusi dojit k dostatecnému imuno-
logickému zajisténi vyvoje embrya plodu, coz ma za nasledek potrat plodu. (Ul¢ova-

Gallov4, 2006)

3.2.1 Uloha NK bunék v t&hotenstvi

NK buiky jsou velké granularni lymfocyty, které nejsou ani z T ani z B bunééné
linie. Exprimuji CD16 a CD56 a neexprimuji CD3. Funkce NK bunék je pfimo zabijet
virem infikované bunky a produkovat cytokiny zajist'ujici rychlou, ale relativné nespe-
cifickou odpovéd na infekci. Dalsi funkci NK bun€k je v€asnd likvidace nadorovych
bun¢k. NK builky jsou bohaté prezentovany v déloze v Case implantace, a jsou
v blizkém kontaktu s placentdrnimi trofoblastovymi bunkami. (Wold, a dalsi, 2005;
Moftett, a dalsi, 2004)

NK burky se tedy nalézaji jak v periferni krvi, tak v dé€lozni mukdze. Nicméné
mezi NK bunikami prezentovanymi na téchto dvou mistech je dilezity fenotypovy a
funkéni rozdil. V periferni krvi se nachazi NK buiiky CD56%™ i CD56"" hlavni popu-
laci tvoii CD56"™ NK buiiky. CD56™9™ NK buiiky jsou pievazné prezentovany
v decidui, ackoliv relativné mala populace je pfitomna i v cirkulaci. NK burniky vykazuji
srovnatelnou polaritu ve svém profilu cytokinové sekrece jako Th1l/Th2 lymfocyty (v
t¢hotenstvi je prevaha Th2 cytokint, Thl cytokiny jsou abortivni, Th2 cytokiny jsou
protektivni a napomahaji udrzeni téhotenstvi). Repertoar cytokintit NK bunék periferni
krve pievazné odpovida cytokinim typu 1, jako jsou IFNy a TNFa. Nicméné NK bunky
mohou indukovat produkci cytokina typu 2, jako jsou IL-4, IL-5 a IL-13. Béhem t&ho-
tenstvi pfevazuje produkce cytokini typu 2 a to prednostné v NK buitkach a NKT bun-
kach, ve srovnani s produkci cytokini T-helper lymfocyty nebo cytotoxickymi T-
lymfocyty. (Carolis, a dalsi, 2010; Fukui, a dalsi, 2008; Rai, a dalsi, 2005)
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3.2.1.1 Periferni NK bunky

Vé&tsina perifernich krevnich bunék je CD56%™ a exprimuje vysokou denzitu
CD16. Tato denzita se nevychyluje béhem menstrua¢niho cyklu. Béhem téhotenstvi je
pocet perifernich NK bunék a jejich funkéni aktivita potlacena. (Rai, a dalsi, 2005)

NK buiiky jsou soucésti vrozeného imunitniho systému, rychle odpovidaji na
ruznou $kalu inzulti prostfednictvim sekrece cytokinti a cytolytickou aktivitou. Mem-
branovy znak CDG69 je jeden z nej¢asnéjSich markeri povrchové aktivace NK bunék.
PNK buiiky jsou kontrolovany pfedevSim aktivacnimi a inhibi¢nimi receptory. PNK
bunky se nevyznacuji jenom pfimym cytotoxickym a antivirovym pusobenim, nejsou
vyhradnimi zabijaky, ale mohou také pisobit jako reguldtory adaptivni imunity napf.
interakcemi a poskytovanim stimulaénich signali pro komponenty adaptivniho imunit-
niho systému vcetné T-lymfocytl a dendritickych bunék. PNK buiiky hraji podstatnou
roli jako dohliZejici bunky nad cizimi bunkami, pfi tvorbé nadoru a pii virové infekci.
Rozpoznavaji chybéjici nebo odlisnou expresi HLA | molekul. (Carolis, a dalsi, 2010;
Rai, a dalsi, 2005)

3.2.1.2 Délozni NK buriky

Nejvyznamnéjsi charakteristikou délozni mukozy béhem reprodukéniho Zivota
je pritomnost velké populace NK bunék. Velky pocet NK bun¢k neni charakteristikou
normalnich solidnich tkéni. Malo se vyskytuji ve slezing, jatrech, plicich a sttevé. UNK
(d&lozni NK buiiky) buiiky maji fenotyp CD56”"™ CD16 -, ktery je rozdilny od NK
bungk v periferni krvi (CD56"™, CD16+). UNK exprimuji vysoké mnozstvi CD56 a
jsou smeéfovany k sekreci cytokind. UNK burniky jsou pievladajici leukocytarni populaci
v endometriu a ¢asteéné v decidua basalis na implantacni stran¢. (Rai, a dalsi, 2005;
Parham, 2004)

Pocet uterinnich NK bunék se méni béhem menstrua¢niho cyklu. Neni-li Zena
t¢hotna je pocet UNK bun€k v endometriu rizny v zavislosti na fazi menstruacniho cyk-
V pozdni lutealni fazi. Ke konci menstrua¢niho cyklu dochazi ke sniZeni hladiny pro-
gesteronu a piiblizné¢ dva dny pfed menstrua¢nim odlu¢ovanim endometria prodélaji
UNK bunky zménu jadra podobnou apoptotické bunééné smrti. (Carolis, a dalsi, 2010;
Wold, a dalsi, 2005)

Jestlize dojde k ot¢hotnéni, UNK buiiky expanduji @ kumuluji se v d¢€loze az do

sttedu gestacniho obdobi. V ¢asném tchotenstvi se UNK bunky akumuluji jako husty
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infiltrat okolo trofoblastové spiralni arterie. V tomto obdobi NK buiiky tvoii pfiblizné
70 % celkové leukocytarni populace v decidui. Pritomnost NK bunék v decidui je cha-
rakteristickd pouze pro ¢asné té¢hotenstvi, protoze klesnou zhruba po 20 tydnech gestace
a chybi v terminalni decidui. Rozsitena UNK populace pak hraje dtlezitou roli pii pro-
dukci cytokinti podporujicich trofoblast a placentarni rust, stejné tak pii vaskularizaci
decidui. Formovani spiralnich arterii v endometriu je realizovano za podpory IFN-y.
Bylo prokazano, ze deficit IFN-y ve sliznici se projevil jako preeklampticky stav. Jak
bylo uvedeno vyse, UNK bunky hraji roli v placentarni vaskularni remodelaci. Jeden
Z nejvice aktivovanych genti v UNK bunkach koduje galectin-1 (gall), ktery indukuje
apoptozu aktivovanych CD8 T-lymfocytt a indukuje posun k Th2 cytokinim. UNK
bunky se mohou béhem produkce imunomodulaé¢nich molekul ucastnit na tvorbé lokal-
niho imunosupresivniho fetomaternalniho rozhrani. (Carolis, a dalsi, 2010; Wold, a
dalsi, 2005)

Koopman a dalsi, (2003) byli schopni demonstrovat, ze UNK buinky maji imu-
noregulaéni potencial, ktery periferni NK bunky nemaji. To naznacuje, ze UNK bunky
bud’ reprezentuji rozdilnou subpopulaci cirkulujicich NK bunék, nebo ze podstoupily
tkanove specifickou diferenciaci.

Jones a dalsi, (2004) dokazali, ze v endometriu bylo pfitomno 9 velmi pocetnych
chemokinti: monocyte chemotactic protein-3, eotaxin, fractlakine, macrophage inflam-
matory protein 13, 6Ckine, I1L-8, hemofiltrate CC chemokine-1 a 4, a macrophage-
derived chemokine. Tyto udaje podpoftily myslenku, ze decidualni derivaty chemokin
pritahuji prekurzory NK bun¢k do endometria. Tyto NK buiky podstupuji naslednou
diferenciaci/aktivaci decidualnimi nebo trofoblastovymi faktory (IL-15 nebo prolaktin)

pro vytvoreni délozniho fenotypu.

3.2.2 Uloha dalSich imunitnich bunék v t&hotenstvi

Mimo ustfedni roli NK bunék se v procesu fertilizace uplatiiuji 1 dalsi bunky
imunitniho systému, mezi které patii decidualni makrofagy a T-lymfocyty, které pied-
stavuji vice nez 20 % a 10 % samostatného leukocytarniho délozniho poolu.

NKT buiiky zahrnuji heterogenni podskupinu T-lymfocyti charakterizovanou
expresi markert, jak T-lymfocytu, tak i NK bunék. Tyto buiiky jsou neobvykly subset
afy T-lymfocytt schopny produkovat Thl i Th2 cytokiny. Tato mald podskupina T-
lymfocyti moduluje jak vrozenou, tak adaptivni imunitni odpovéd’. Nejvice studované

NKT buiiky jsou klasické NKT butiky zndmé také jako Typ I nebo iNKT bunky. Tyto
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NKT buiky rozpoznaji glykolipidy prezentované monomorfni téidou I MHC, jako je
glykoprotein CD1d. Piesné;ji, klasickd NKT buiika je charakterizovana svym rozpozna-
nim CDI1d ligandu. Rozpoznavéani je zprostiedkovano pies semi-invariantni T-
lymfaticky receptor (TCR), sestavajici se z invariantniho TCR alfa fetézce preferencné
spojenym s variabilnim TCR beta fetézcem.

Klasické NKT buiiky jsou bud’ CD4+CDS- nebo CD4-CD8- (DN-double negati-
ve). Lidské CD4+ a DN buriky jsou funkéné odlisné, v DN populaci je charakteristicky
prevladajici Thl vzorec cytokinové sekrece, zatim co CD4+ populace produkuje Thl i

Th2 cytokiny. Nejtypictéjsi NKT buiiky jsou CD161 (NK1,1)+. (Boyson, a dalsi, 2008)

3.3 Infertilita a jeji pri¢iny

Nespravné regulovand imunita na fetomaternalnim rozhrani mé zna¢ny podil na
nékterych typech sterilit, opakovanych casnych potratech i na selhani embryotrasferu.
Ptiblizné 70 % az 80 % oplodnéni konéi neuspésné z hlediska Zivotaschopnosti plodu.
Potratem pak kon¢i 15 % az 38 % t&hotenstvi. Diagnoza infertilita je stanovena na za-
klad¢ potraceni dvou a vice plodi v prvnim trimestru, K takové situaci dochazi u 0,8 %
az 3 % fertilnich Zen. Ve vétSing ptipada jde o kombinaci nékolika pti¢in (anatomické,
genetické, hormonalni a infek¢ni), pficemz imunopatologické mechanismy jsou pfici-
nou potrati v 40-60 % ptipadil, pfedevSim u Zen se systémovymi poruchami imunity.

(Nouza, a dalsi, 2007)

3.3.1 Genetické priciny infertility

V tomto piipadé se jedna zejména o morfologické poruchy chromozomi u rodi-
¢u (aneuploidie, polyploidie, delece, zlomy, translokace) a funkéni poruchy gend (po-
lymorfismus gent faktoru V Leiden, protrombinu, fibrinogenu s naslednou trombofilii).
Dale muze byt prokazano chybéni nekterych gent napt. pro LIF, IL-11R alfa, Ca vazici
D9K nebo naruseni né¢kterych genti jako napt. genu pro nespecificky supresor beta ¢i
splicing faktor SC35. Také zvySené aktivity nékterych gend napt. pro TLR8, CD14,
STAT], se mohou podilet na geneticky podminéné infertilité. Klicové jsou geny pro
HLA-DR3 a HLA-G. HLA DR se nachazi v oblasti HLA-D na 6. chromozomu, ktera je
nejblize k centromete. Tti pary gent lokustt HLA-DR, -DQ, -DP koduji a a 3 fetézec
HLA antigenu II. tfidy, které se podileji na regulaci imunitni odpovédi. Napi. HLA-
DR3 alela byva asociovana S autoimunitnimi chorobami jako je napf. celiakie, myaste-

nia gravis, systémovy lupus erytematodes, juvenilni diabetes a dalsi. HLA-G je nekla-
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sickd molekula vyskytujici se na povrchu bunék trofoblastu. HLA-G hraje vyznamnou

roli v imunitni toleranci t€hotenstvi. (Nouza, a dalsi, 2007)

3.3.2 Anatomické priciny infertility

Nejcast€jsi anatomickou pficinou infertility byvaji vrozené anatomické odchylky
délohy. Pfi¢inou muize byt také poskozené endometrium po prodélaném zanétu nebo po
rozsahlém nitrodéloznim vykonu. Z vrozenych anatomickych poruch jsou nejcastéjsi
vadné splynuti Miillerova vyvodu (uterus unicornis), ageneze d€lohy, pfechodné tvary
délozni (uterus tricuspidalis, T-d¢loha) a délozni hypoplazie. K ziskanym anatomickym

porucham patii stavy po resek¢nich vykonech v dutiné délozni. (Nouza, a dalsi, 2007)

wrwe

3.3.3 Hormonalni pri€iny infertility

Nejcastéjsi pricinou infertility z hormonalnich divodd byva hyperandrogenis-
mus a porucha poméru luteinizacniho hormonu a folikuly stimulujiciho hormonu, coz se
vyskytuje u polycystozy ovarii, u tohoto onemocnéni dochazi v 57 % k hypersekreci
luteiniza¢niho hormonu. Vyznamnou roli sehrava také nedostatek estrogent v lutealni
fazi, dale pak nedostatek hCG a ristového faktoru podobného inzulinu. Nizka hladina
progesteronu zpusobuje nedostatek imunoregulacniho PIBF (progesteron-induced bloc-
king factor). Nadbytek hormonu prolaktinu, jeho receptori a androgeni vede
k negativnimu G¢inku na ovulaci i na implantaci zarodku. (Nouza, a dalsi, 2007)

Té&hotenstvi mohou ohrozovat i mnoha dalsi endokrinni onemocnéni, piedev§im
onemocnéni §titné zlazy. Stitna Zlaza je v obdobi t&hotenstvi vystavena vys§im narokiim
a jeji hormony jsou diilezitym faktorem diferenciace bun¢k béhem nitrodélozniho vyvo-
je. V prvnim trimestru gravidity se zvySuje hCG, ten je stimulatorem tvorby tyreoidal-
nich hormont, které zajist'uji spravny vyvoj mozkové kiry (11-14. tyden). Onemocnéni
§titné Zlazy mohou mit vliv jak na t€hotnou Zenu, tak i na plod. Nejzavazné&jsi je hypoty-
redza s autoprotilatkami jako jsou napt. protilatky proti tyreoidalni peroxidaze, pozitivi-
ta u t€hotnych je kolem 11 %, nebo protilatky proti tyreoglobulinu. Hypotyre6za muze
zpusobit preeklampsii, nizkou porodni vahu plodu, abrubci placenty, ¢asty vyskyt spon-
tannich potratl a perinatdlni imrtnost. Autoimunitni tyreoiditida je jedna z nejcastéjSich
negynekologickych chorob vyskytujicich se u neplodnych zen.

Komplikace v t¢hotenstvi muize zpusobit také nelééena Gravesova-Basedowova
tyreotoxikdza, kterd vznikd na autoimunitnim podkladé€. Je potifeba ji odlisit od pie-
chodné téhotenské tyreotoxikozy, kterd nema zasadni vliv na pribeh téhotenstvi. Na

infertilité¢ se mohou také podilet myasthenia gravis, hyperprolaktinémie, diabetes melli-
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tus a dalsi. Toxicky vliv na embryo ma také endometridza, ktera vyvolava deregulaci

geni embrya. (Martinkova, a dalsi, 2007; Springer, 2010a; Springer, 2010b)

3.3.4 Infekéni onemocnéni a infertilita

Negativni roli v t¢hotenstvi mohou sehrat zanéty a infekce, postihujici prede-
v§im pochvu, délozni ¢ipek nebo samotnou délohu. Zde se miize vyskytnout zanét ze
zavedeného kontracepcniho téliska, dale to mohou byt pfiiny periovaridlni a tubalni
(mimod¢lozni téhotenstvi). Poruchu implantace mohou zplisobit zanéty endometria a
bakterialni toxiny. Tyto pochody mohou mit své imunologické disledky jako je aktiva-
ce decidudlnich makrofagt, T-lymfocyt, NK buné€k, zvyseni urovné prozanétlivych a
embryotoxickych cytokind.
téhotenstvi patii: mykoplasmata, ureaplasmata, toxoplasmata, trichomonady, chlamydie,
listerie, viry CMV, EBV, rubeoly, chiipky, spalnicek, herpetické viry, parvoviry B19,
ale i bézné mykozy mohou aktivovat imunitu v pohlavnim systému Zeny. (Nouza, a

dalgi, 2007)

3.3.5 Toxické vlivy na téhotenstvi

Mimo jiné i toxické faktory mohou negativné ovlivnit prib¢eh téhotenstvi. Proto
je nutné se jim V prabéhu t€hotenstvi vyhybat. Jedna se zejména o rizné druhy 1é¢ivych
pripravka. U vSech 1éCivych ptipravki je uvedena jejich pouzitelnost v dob¢ t€hotenstvi.
Tchotenstvi ovliviiuji také navykové latky napt. alkohol, ktery negativné plisobi na vy-
VOj gamet a embrya, ale také ma inhibi¢ni vliv na syntézu progesteronu. Také nikotin
negativné pusobi na implantaci embrya. Podle tdaji American Society for Reproducti-
ve Medicine z roku 2003 je koufeni 15 cigaret denné pfi¢inou nejméné dvojnasobného
sniZeni Uspésnosti embryotrasferu pti IVF. (Nouza, a dalsi, 2007; Mlynarcikova, a dalsi,

2005)

wMrwe

3.3.6 Imunologické priciny infertility

Imunologické pficiny jsou vyznamnymi ¢initeli v etiologii opakovaného potra-
ceni. Pfipadl, kdy je imunita pfi¢inou potratu je podle riznych autorti 40 % az 60 %.
Vyznamnou roli zde hraji rizné druhy protilatek, jak autoprotilatky tak i aloprotilatky,
cytokiny a v neposledni fadé se na opakovanych potratech muze podilet i bufikami

zprostiedkovand imunita. (Nouza, a dalsi, 2007; Kraj¢oviova, a dalsi, 2007)
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3.3.6.1 Protilatky

Uplatiyji se zde zejména protilatky proti spermiim, proti organové specifickym
antigenim invazivniho trofoblastu, autoprotilatky proti zona pellucida, proti cévam ma-
tefské Casti placenty, proti fosfolipidim a mnoha dal$im strukturdm.

Na opakovanych potratech se podili fada autoimunitnich onemocnéni, jedna se
zejména o systémovy lupus erytematodes a piibuzné autoimunitni choroby jako je der-
matomyozitida, Sjogrentv syndrom, vaskulitidy, chronickd aktivni hepatitida, roztrou-
Sena skler6za a idiopatickd trombocytopenickd purpura. V patogenezi se pii téchto
onemocnénich uplatituje druhotny antifosfolipidovy syndrom, vyskytovat se vSak mize
i primarni autoimunitni antifosfolipidovy syndrom. (Nouza, a dalsi, 2007)

Antifosfolipidové protilatky patii mezi skupinu imunoglobulint namitenych pro-
ti negativné nabitym bunécnym fosfolipidim. Do této skupiny patii protilatky proti fos-
fatidylserinu, kyselin¢ fosfatidové, fosfatidylinositolu, fosfatidyletanolaminu, fosfati-
dylglycerolu, antikardiolipinové protilatky a protilatky proti p2-glykoproteinul
(B2GPI). Vyznam maji také dalsi antifosfolipidové protilatky jako jsou protilatky proti
annexinu V a proti protrombinu. Rozbor jednotlivych protilatek u opakované potraceji-
cich zen viz tab. 1. (DrahoSova, a dalsi, 2010; Nouza, a dalsi, 2007)
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Tab. 1 Rozbor sérovych protilatek proti jednotlivym fosfolipidim u pacientek, které
potratily a u kontrolni skupiny zdravych fertilnich zen. (Ulcova-Gallova, a dalsi, 2006)

Potrécejici Kontrolni skupina P
pacientky
Protilatky proti N (%) *@ poz. hodnoty | N (%)
(ng/L)
1gG 1(0,6) 0,335 0 (0) NS
Ph-acid IgM 0 (0) 0 (0) NS
IgG 92 (59) 0,453 0 (0) <0,05
Ph-ethanolamin IgM 2(1,3) 0,223 0 (0) NS
lgG 9(5,8) 0,412 S1(1,3) NS
Ph-glycerol IgM 1(0,6) 0,325 0 (0) NS
IgG | 94 (60,3) 0,386 0 (0) <0,01
Ph-inositol IgM 5(3,2) 0,458 0(0) NS
IgG | 93(59,6) 0,584 0 (0) NS
Ph-serin IgM 8(5,12) 0,365 0 (0) NS
1gG 14 (9) 22 0 (0) NS
Kardiolipin IgM 3(1,9) 15 S4 (5,4) NS
IgA 15 (9,6) 26 S1(1,3) NS
B2GPI 1gG 1(0,6) 14 0 (0) NS
IgA 2(1,3) 47 IU/L 0 (0) NS
Protrombin IgG 16 (10,2) 26 1U/L 0 (0) NS
IgM 0 (0)
Annexin V Poz. 21 (13,5) 0(0) NS

P — vyznamné, N — pocet pacientek pozitivnich v jednotlivé antifosfolipidové protildtce,
S — slabé pozitivni

Velka rodina antifosfolipidovych protilatek muze byt pti¢inou hyperkoagulace
na fetomaternalnim rozhrani, mohou také zasahovat do rustu a invaze trofoblastu a mo-
hou poskozovat jeho funkci. ZvySené hladiny téchto cirkulujicich protilatek byly nale-
zeny ve spojeni s reprodukénimi poruchami u pacientek antifosfolipidovym syndro-
mem, pacientek s lupusem, u pacientek s preeklampsii, dale u uteroplacentarni insufici-
ence trofoblastu. (Blank, a dalsi, 2010)
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Je vSeobecné znamo, ze hlavni autoantigen u antifosfolipidového syndromu je
B2GPI molekula, ktera zprosttedkovava vazby na endotelialni buiiky, monocyty, krevni
desticky, trofoblast a neuronové burky, coz vede k tromboze a ztraté plodu. f2GPI je
glykosylovany membranovy adhezni glykoprotein. Na zvifecich modelech byla proka-
zana moznost piimého zapojeni protilatek proti B2GPI do poruch reprodukce. Patogene-
ze selhani téhotenstvi s antifosfolipidovym syndromem je multifaktoridlni. Existuje
nékolik mechanismil, které mohou vysvétlit, jak plsobi protilatky proti B2GPI pfi ztraté
plodu:

1. Antifosfosfolipidové protilatky aktivuji komplement. Vysledky Salmona a dal-
Sich (2008) ukazuji, ze jak klasicka tak alternativni cesta aktivace komplementu
mohou ptispét k selhani téhotenstvi. Salmon a dalsi (2008) publikovali, ze anti-
fosfolipidové protilatky aktivuji komplement uvniti decidualni tkan¢, piekonaji
normalni inhibi¢ni mechanismy, indukuji zanét, zvysuji hladinu TNFa a jsou
pfi¢inou poSkozeni plodu. Uvolnény TNFa je dilezity meziprodukt, ktery piiso-
bi ve sméru aktivace C5. U mysi s nedostatkem C5 a s ptitomnosti antifosfolipi-
dovych protilatek nedojde ke zvySeni hladiny TNFa. Salmon a de Groot (2008)
navrhli nasledujici scénaf: antifosfolipidové protilatky se pfednostné zaméiuji na
deciduu a placentu a aktivuji komplement, coz vede ke generaci C3a a mediato-
ri bunééné aktivace, véetn¢ tkanového faktoru (TF), oxidantti, @ TNFa. Zvyseni
poctu zanétlivych bunck urychluje mistni alternativni cestu aktivace a vytvari
prozanétlivé zesileni smycky, kterd zptusobuje dalsi pfiliv zanétlivych bun¢k do
placenty a zvyseni generace TF, oxidanti a TNFa.

2. Anti-B2GPI protilatky vyvolavaji uvolnéni tkanového faktoru, coz vede k tvor-
bé mikrovaskularnich trombu a k pfedc¢asnému starnuti klkt s nekrézou. Tkano-
vy faktor hraje dulezitou roli jak v tromboze tak pii zdnétu. Exprese tkanového
faktoru ptispiva K respiracnimu vzplanuti a naslednému poskozeni trofoblastu a
ztraté plodu zprostredkované antifosfolipidovymi protilatkami.

3. Anti-B2GPI protilatky jsou schopny snizit sekreci hCG trofoblastem a tak indu-
kovat patofyziologicky stav placenty. (Blank, a dalsi, 2010)

4. Anti-B2GPI protilatky hraji roli jako tzv. blokujici protilatky. Tato subpopulace
aintifosfolipidovych protilatek snizuje G¢inek megalinového receptoru na pla-
cent¢ a zloutkovém vacku. Megalin je transmembranovy protein exprimovan na
absorb¢nim epitelu ve zloutkovém vacku a neuralni trubici raného embrya, stej-

n¢ jako 1 v ledvinach, stfevu, mozku, zaludku a urogenitalnim traktu v pozdé¢jsim
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zivoté. Lokalizace receptoru je na apikalnim povrchu bunék. (Blank, a dalsi,

2010; Willnow, a dalsi, 1996)

Vyznamné jsou také protilatky proti fosfatidylserinu. Fosfatidylserin se nachézi
pfedevs§im na zevni strané membrany placentarniho trofoblastu. Behem embryonalni a
placentarni diferenciace dochazi k naruseni lipidové asymetrie, coz vede k expozici fos-
fatidylserinu na vnéjsi povrch. Mechanismy podilejici se na ztraté plodu zprosttedkova-
né antifosfatidylserinovymi protilatkami jsou nasledujici: protilatky proti fosfatidylseri-
nu mohou pusobit jako blokujici protilatky zastinénim molekuly fosfatidylserinu na
trofoblastovych buiikach, coz vede k naruseni signalizace a ke snizeni produkce hCG.
Jiné studie ukazaly silnou cytotoxickou reakci proti mySimu trofoblastu po expozici
sérem Zen s Opakujicimi se potraty, které mély vysoké titry antifosfatidylserinovych
protilatek. (Blank, a dalsi, 2010)

Dalsi z fady antifosfolipidovych protilatek spojenych se selhanim t€hotenstvi na
pozadi trombozy je antifosfatidylethanolamin vyskytujici se ptedevsim v plazmé paci-
entl se systémovym lupusem erytematodem a antifosfolipidovym syndromem. Protoze
fosfatidylethanolamin je hlavni soucast vnéjsi i vnitini strany plasmatické membrany
bun¢k, autoprotilatky proti fosfatidylethanolaminu nebo proti fosfatidyelhanolamin va-
zajicim proteinim mohou mit G¢inek na klidové i aktivované bunky. Protilatky proti
fosfatidylethanolaminu jsou polyklonalni populaci protilatek, které se vazou na fosfati-
dylethanolamin ptimo nebo se vazi na plazmatické bilkoviny, jako jsou vysokomoleku-
larni kininogen nebo nizkomolekularni kininogen. Je zajimavé, ze Zenské reproduk¢ni
ustroji, je druhym nejbohatS§im mistem pro Kininogen a jeho metabolické produkty v
téle, které se zvysuji béhem téhotenstvi a jsou snizeny u stavl s poruchou reprodukce.
Tieti doména kininogenu je cilovym epitopem pro vazbu protilatky proti fosfatidyletha-
nolaminu. (Blank, a dalsi, 2010)

Annexin V je negativné nabity fosfolipid vazajici protein se silnou antikoagu-
la¢ni aktivitou, kterd je nezbytna pro zachovani integrity placenty a mize hrat trombo-
regulacni roli v mikroprostiedi placenty tvorbou dvojrozmérnych krystali, které chrani
negativné nabité fosfolipidy pred komplexy koagulacnich proteint z cirkulujici krve.
Protilatky proti annexinu V vazou negativné nabité fosfolipidy pfes annexin
V gylokoprotein a koreluji s poruchami reprodukce. Annexin V se nachazi na apikalnim
povrchu placentarniho syncytiotrofoblastu a je vyrazné snizen na placentarnich klcich
pacientek s antifosfolipidovym syndromem. Protilatky proti annexinu V byly zjistény u

pacientek s antifosfolipidovym syndromem a systémovym lupusem erytematodem ve
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spojeni se ztratou t€hotenstvi. Stejné tak, sniZzeni annexinu V na placentarnich klcich
bylo pozorovano u zen s antifosfolipidovymi protilatkami a s opakujicimi se ztratami
plodu na pozadi trombogenniho stavu. (de Laat, a dalsi, 2008)

Podil na opakovanych potratech ma také protilatka proti proteinu Z. Protein Z je
K-dependentni fosfolipidy vazici plazmaticka bilkovina, ktera slouzi jako kofaktor pro
inaktivaci faktoru Xa protein Z-dependentnim proteazovym inhibitorem (ZPI). Deficit
proteinu Z je spojen s cévnimi piihodami a ¢asnou ztratou plodu. Jednim z moznych
mechanismu patologické role v reprodukci je schopnost IgG protilatek narusit, in vitro,
na proteinu Z/ZPI zavislou inhibici faktoru Xa. Protilatky proti proteinu Z izotypu IgG a
IgM byly nalezeny u Zen S nevysvétlenou ztrdtou embrya nebo plodu. (Blank, a dalsi,
2010)

Pfitomnost vysokych hladin protilatek primarné poskozuje cévy decidui a pla-
centy tvorbou tromb6z a rozsahlych infarktd. Tyto projevy vznikaji diky snizeni poméru
mezi vazodilataénim prostacyklinem a vazokonstrikénim trombaglutinacnim tromboxa-
nem. Tyto zmény se mohou podilet na vzniku preeklampsie ¢i hypotrofie plodu.
(KrajcoviCova, a dalsi, 2007; Nouza, a dalsi, 2007; Ulcova-Gallova, 2001)

V etiologii opakovaného potraceni mohou hrat roli také protilatky proti gliadinu,
proti tkanové transglutaminaze a endomysiu, které se mohou vyskytovat u celiakie. Pa-
cienti s celiakii vykazuji pozitivitu protilatek proti gliadinu (Gliadin je v alkoholu roz-
pustna frakce glutenu) ve tfidach IgA 1 IgG. Pti dodrzovani dietnich opatieni se hladiny
protilatek snizuji. Protilatky proti endomysiu jsou namifeny proti bilkovinné slozce po-
jivové tkan¢, kterd se nachdzi mezi myofibrilami stény gastrointestindlniho traktu.
(Malickova, a dalsi, 2005)

Pfi poruchach plodnosti se také uplatiiuji protilatky proti spermiim a zona pellu-
cida. Spermie jako antigenné cizi buitky mohou v téle Zeny vyvolat imunitni reakci spo-
jenou s produkci protilatek plazmatickymi buiikami, nejcastéji se jedna o protilatky typu
IgG, IgA vzacngji i IgE vétsinou v kombinaci s jinou protilatkou. Protilatky mohou po-
chazet z ejakulatu pfimo od muze nebo se vytvoii az v hrdle déloznim. V ptipad¢ sper-
maglutinacnich protilatek ztraceji spermie moznost pohybu z diivodu tvorby aglutinati.
Jsou 1i pfitomny cytotoxické protilatky je poruSena akrozomalni ¢ast spermii, tudiz
spermie neni schopna lyticky porusit zona pellucida oocytu. Dal§im divodem proc
spermie nepronikne do vajicka, ma-li normalni enzymatické vybaveni, je pfitomnost

antizonalnich protilatek. Vyzkumy ukazaly, Ze hladiny protilatek proti zona pellucida se
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zvySuji se zvySujicim se poctem odbéru vajicek ze stimulované ovaridlni tkané
v prub¢hu IVF. (Ulcova-Gallova, 2001)

Castgji se vyskytujici je potraceni z aloimunitnich pii¢in. Pfedpoklada se poru-
cha blokady potencionalni imunitni reakce matky proti plodovym antigentiim zdédénym
po otci. U potracejicich Zen Casto chybi blokujici protilatky regulujici toxické humoralni
faktory. Tato situace nastava pii zna¢né shod¢ znakit HLA matky a otce. Moznou pfici-
nou potratu mize byt také zkiizena protispermatickd bunééna imunita. Casnou fazi im-
plantace mohou poskodit protilatky proti antigenim invazivniho trofoblastu. (Nouza, a
dalsi, 2007; Krajcovicova, a dalsi, 2007)

3.3.6.2 Cytokiny

Cytokiny jsou nejdulezitéjsi imunologické faktory hrajici roli v interakci mezi
embryem a deciduou. Uplatiiuji se zde pfedev§im imunosupresivni cytokiny jako je IL-
10, TGFB, GM-CSF, glykodelin, leptin, které jsou tvofeny ptfedevS§im Th2 bunkami.
Hlavnimi podplrnymi cytokiny jsou proimplanta¢ni IL-1, IL-11, LIF, EGF a dalsi latky
produkované T-lymfocyty. Podle souc¢asnych poznatkl je zasadni spravny pomér mezi
interleukiny 1L-12 a IL-18. Vyznamnou tlohu hraje také v roce 2005 objeveny PAF-1,
jedna se o prvni vyznamny autokrinni embryotrofin, ktery mé pozitivni ucinek 1 na d¢-
lohu a matku. (Nouza, a dalsi, 2007; Ul¢ova-Gallova, a dalsi, 2006; Kriissel, a dalsi,
2003)

Imunosupresivni GM-CSF je zapojeny do morfologického a funkéniho vyvoje
placenty. Podporuje proliferaci DNA, diferenciaci a zvySuje sekre¢ni aktivitu
Vv cytotrofoblastovych bunikach. Cytokiny jako IL-3 a GM-CSF stimuluji proliferaci
placentarnich bungk, in vitro umoznuji trofoblastu produkovat hCG a lidsky placentarni
laktogen. Abnormalni placentarni funkce a vyvoj byl prokdzan na GM-CSF deficitnich
mySich. Také bylo prokazano, ze se GM-CSF zvySuje u normalniho t€hotenstvi a velmi
nizky je u Zen s opakovanymi potraty.(Fukui, a dalsi, 2008)

Na blastocystu, trofoblast a plod mohou velmi neptiznivé ptisobit nékteré trofob-
lastotoxické a embryotoxické cytokiny produkované aktivovanymi imunitnimi buika-
mi. Jedna se zejména 0 TNFa, IFNy a IL-6. (Nouza, a dalsi, 2007)

Skupina Zen sopakovanym potracenim vykazovala vyznamné vys$§i pomér
TNFa/GM-CSF nez zdravé kontroly. Pomér intracelularniho TNFa/GM-CSF exprimo-
vanych CD56"" NK buiikami méize byt pouzit pro diagndzu opakovanych potratii.
(Fukui, a dalsi, 2008)
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Role TNFa v téhotenstvi je pomérné slozitd. TNFa je dulezity pro rast trofoblas-
tovych bungk, bunéénou diferenciaci a angiogenezi, ale muze také regulovat apoptozu
trofoblastu. Na druhé strané vysoké koncentrace TNFo maji za nasledek potraceni plo-
du. Ztoho vyplyva, Ze zasadni pro spravnou funkci TNFa je jeho spravna
koncentrace.(Fukui, a dalsi, 2008, Nouza, a dalsi, 2007) Dalsi vyznamnou latkou ovliv-
nujici te¢hotenstvi je IFNy. Ma zékladni roli v procesu implantace, zejména v procesu
vaskularni remodelace. Geneticka absence IFNy u UNK bunék mysi ma za nasledek
chybéni téhotenstvim indukované spiralni arterie. Na druhé stran€, pfi normalnim tého-
tenstvi je produkce IFNy perifernimi krevnimi NK buiikami vyznamné sniZzena ve srov-

nani s negravidnim stavem. (Fukui, a dal$i, 2008)

3.3.6.3 Bunéc¢na imunita

V posledni dob¢ se stale vice dostdva do popiedi bunéénd imunita jako pticina
opakovanych potrati. U opakované potracejicich zen jsou v délozni sliznici prokdzany
zvySené pocty leukocytl, predev§im makrofagi a NK bunék, které jsou vyrazné aktivo-
vany. Byva narusena rovnovaha mezi pomocnymi a tlumivymi T-lymfocyty. Tlumivych
T-lymfocytd miize byt nékdy tak malo, Ze se jejich imunosupresivni aktivitu nedafi pro-
kazat. U opakované potracejicich Zen byva naopak zvysena hladina aktivovanych T-
lymfocyta CD26+ a 69+, HLA-DR+, navic se snizuje i jejich apoptoza a v cirkulaci
jsou zvyseny Thl bunky tvotici IFNy a TNFa. Kli¢ovou tlohu v indukci imunologické
tolerance aloantigent zarodku hraji CD4+CD25+ T-regulacni bunky. (Nouza, a dalsi,
2007; Ulcova-Gallova, a dalsi, 2006)

Pfi opakovaném potraceni byva nalezena ptitomnost aktivovanych makrofagu,
které mohou naruSovat implantaci embrya. Negativni roli pfi opakovaném potraceni
mohou sehrat také zirné bunky, které tvoii abortigenni tryptazu a IL-8.

NK buiiky predstavuji hlavni populaci imunologicky aktivnich bun¢k v délozni
sliznici (70 az 80 %). Jejich hlavni uloha (viz tab. 2) ve fyziologickém t¢hotenstvi spo-
¢iva v rozpoznani trofoblastu, kdy dochazi k interakci HLA-G s inhibi¢nimi KIR recep-
tory NK bunék a v tvorbé angiogennich faktort. V téhotenstvi dochédzi k vyraznému
sniZeni aktivity cytotoxickych NK bunék v placenté. (Nouza, a dalsi, 2007; UlCova-
Gallova, a dalsi, 2006)

CD56™"9" buiiky exprimuji nizkou trovefi perforinu a CD16, ale exprimuji vy-
soké trovné cytokinu. Tyto bunky jsou primarni zdroj NK bun¢k produkujicich cytoki-
gdim

ny a jsou povazovany za dilezité regulac¢ni podjednotky. Naproti tomu CD5 buiky
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tvorici vétsinu perifernich krevnich NK bun¢k exprimuji vysokou uroven Fc-y receptoru
- CD16, stejné jako i perforiny. Tyto bunky jsou efektivnimi zabijaky a jsou velmi cyto-
toxické. Produkuji zanedbatelné mnozstvi cytokind. CD56”"™ a CD56%™ NK buiiky
reprezentuji funkéné odlisné podjednotky zralych lidskych NK bunék. (Fukui, a dalsi,
2008; Lightner, a dalsi, 2008)

Pocet a stav NK bun¢k at’ aktivovanych, ¢i inhibovanych je rozhodujici pro
uspéSné téhotenstvi. Vysoké koncentrace NK bunék hraji vyznamnou roli
bunék typu CD56+ CD16- nalezena v dé€loze Zen, které prodé€laly potrat, ukazuje, ze
cytotoxicka aktivita je pfitomna v misté implantace. V disledku nerovnovahy v Thl-
Th2 odpovédi, kdy ptevliada Thl cytokinové prostiedi v periferni krvi, mize dochazet
k aktivaci a proliferaci NK bunék, které mohou migrovat do délohy a zapojit se do me-
chanismu potratu. Lokalni endometriadlni imunita mize byt porusena na riiznych trov-
nich. Poruchy v putovani spravné populace NK bun¢k do délohy a lokalni produkce
cytokini a hormoni jako je IL-15 a prolaktin jesté vice zhorSuji produkci imunoregu-
lacnich faktortt UNK buiikami. (Carolis, a dalsi, 2010)

S infertilitou neznamé etiologie je také spojeno zvyseni exprese CD69 na NK
buiikach. CD69 spousti molekularni aktivaci NK bunék, které jsou schopné indukovat
cytotoxicitu a stimulovat cytokinovou produkci. Molekula CD69 také zprostiedkovava
ostatni funkce NK bungk jako je proliferace, produkce TNFa a produkce ostatnich akti-
vacnich antigenl. Bylo prokazano, ze zeny S vysokym podilem CD56%™CD16+
v periferni krvi maji snizenou implantac¢ni schopnost a vyssi miru potratovosti. Pti opa-
kovaném potraceni byvaji snizeny NK buiky s inhibi¢nimi receptory KIR (killer-
inhibiting receptor) a zvySeny aktivované NK bunky (CD69, CD101, CD94). (Wold, a
dalsi, 2005; Ulcova-Gallova, a dalsi, 2006)

Ukazalo se také, Ze infertilni Zeny vykazuji vysoky podil
CD56"™"/IFN y+/TNFa+ bunék ve srovnani se zdravou kontrolou a nizky podil
CD56"9"/|L-4+/IL-10+ bunék. Bylo prokazano, Ze dochazi k potlateni TNFa expri-
mované¢ho NK buiikami pii setkdni se s trofoblastovymi bunikami. To ukazuje, Ze tro-
foblastové bunky mohou modulovat sekreci TNFa produkovaného NK buikami.

(Carolis, a dalsi, 2010; Fukui, a dalsi, 2008)
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Tab. 2 Role NK bun¢k v t€hotenstvi. (Carolis, a dalsi, 2010)

1. Fyziologické

Imunitni dohled

Angiogeneze (nutna pro pokracovani téhotenstvi)

Remodelace spiralnich arterii na uteroplacentarni arterie

Podpora spravného trofoblastového a placentarniho riistu

Vaskularizace decidui

Produkce imunomodula¢nich molekul (mohou se ucastnit tvorby lokalni imunosuprese

na fetomaternalnim rozhrani

2. Patologické

Killing-cytotoxicka aktivita

Inhibice sekrece lidského choriového gonadotropinu

Aktivace komplementu

Cytokinova nerovnovéaha

Selhani vyvoje Th2 typu odpovédi

Aktivace antigen prezentujicich buné€k vede Kk vyvoji patologické Th1 odpovédi

3.4 VySetieni provadéna u neplodnych part
Zékladem pro uspesnou lécbu neplodnosti je kompletni spektrum diagnostickych

vySetifeni, které zasahuji do riznych oborti jako je gynekologie, imunologie, endokrino-
logie a dalsi. Pro stanoveni spravné diagnozy je zddouci, aby byli vySetieni oba partneti
jesté pred zahgjenim 1écby. Nespravna 1é€ba muze byt pti¢inou neuspéchu IVF popf.
inseminace. V poslednich letech dochazi k znaénému rozvoji v oblasti vyzkumu, dia-
gnostiky a 1écby neplodnosti z imunologickych pfi¢in. Podil imunologickych pfi€in na
snizeni plodnosti se musi sledovat komplexné s ohledem na ostatni funkce neuroendo-
krinniho aparatu.
Indikace imunologického vySetieni para s poruchami plodnosti:

1. Péary, kterym se nepodaii dosdhnout t€hotenstvi po roce pravidelného ne-

chranéného pohlavniho styku.
2. Zeny s opakovanymi spontannimi potraty plodu (po 2 spontannich potra-

tech bez rozdilu véku).
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3. Po netspésnych metodach asistované reprodukce (neotéhotnéni, nedono-
Seni zivotaschopného plodu). Indikace po 2 neuspésnych IVF.

(Drahosova, a dalsi, 2010; Drahosova, 2010)

3.4.1 VySetieni provadéna k identifikaci imunologickych pFric¢in neplodnosti u muze

Pfed zahiajenim imunologického vySetieni ejakuldtu je nezbytné vySetfeni
spermiogramu dle standardd WHO. Toto vySetfeni muze vyznamné ovlivnit preanaly-
ticka faze (rychly transport, spravna teplota, transport ve tmé). Hodnoceni kvality ejaku-
latu (SpermFlow-Test) zahrnuje: pocet spermii, pocet leukocytd, vitalita spermii, inte-
grita akrozomu spermii, pfitomnost intraakrozomalniho proteinu. Motilita spermii a
morfologie je hodnocena mikroskopicky.

Tyto parametry se stanovuji za pouziti prutokového cytometru. Méfeni koncent-
race je zalozeno na pfidani vnitiniho standardu k ejakulatu. Detekce leukocytl ve vzor-
ku je provadéna pomoci protilatky anti-CD45/PE-DY647. Pii zvySeném poctu leukocy-
tt je vhodné mikrobiologické vySetieni ejakulatu k vylouceni infek¢ni pficiny. Vitalita
spermii se méfi pomoci propidium jodidu, ktery pronikd narusenou membranou mrt-
vych bun¢k a vaze se na DNA. Integrita akrozomu se stanovuje detekci intra-
akrozomalniho proteinu, neni-li akrozom spermie narusen, nelze tento protein deteko-
vat, u narusenych spermii je tento protein rozpoznan protilatkou. Pfitomnost intra-
akrozomalniho proteinu se stanovuje po permeabilizaci membrany spermii. Intra-
akrozomalni protein se tak stane dostupny pro protilatku a je detekovan. Nema-li sper-
mie intra-akrozomalni protein neni po permeabilizaci spermii protilatku detekovan.
(Drahosova, 2010)

Dale se provadi stanoveni pfitomnosti autoprotilatek ve tfidach IgG a IgA nava-
zanych na spermie v ejakulatu, tyto protilatky mohou byt spermaglutinaéni, spermimo-
biliza¢ni nebo spermcytotoxické, namifené predev§im na enzymaticky aparat hlavicky
spermie. Mize se provést také stanoveni autoprotilatek v seminalni tekutiné, stanoveni
autoprotilatek proti spermiim v séru, stanoveni funkéni aktivity NK bunék, test inhibice
migrace leukocytll pod agar6zou, protilatky proti tkanové tranglutamindze, endomysiu
ve tfid¢ IgA a gliadinu a v neposledni fadé screening systémového imunopatologického

onemocnéni. (DrahoSova, a dalsi, 2010)
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3.4.2 VySetieni provadéna k identifikaci imunologickych pri¢in opakovaného po-
traceni a neplodnosti u Zeny

Moznou pfi¢inou zenské neplodnosti miize byt celd fada. Mohou se na ni podilet
protilatky proti zona pellucida, protilatky proti spermiim v séru, protilatky proti tyreo-
peroxidaze a tyreoglobulinu, protilatky proti spemiim v cervikalnim hlenu. Déle se pro-
vadi funkéni stanoveni aktivity NK bung¢k, stanoveni antiovarialnich protilatek, protila-
tek proti tkanové transglutamindze, endomysiu ve tfidé IgA a protilatek proti gliadinu.
Vyznam ma také screening systémového imunopatologického onemocnéni a ptipadné
stanoveni profilu antifosfolipidovych protilatek ve tiidé IgM a IgG (fosfatidylserin, ky-
selina fosfatidova, fosfatidylinositol, fosfatidyletanolamin, kardiolipin + B2GPI).

Vysetieni provadéna k identifikaci imunologickych pfi¢in opakovaného potrace-
ni se provadi u Zen, které prod€laly opakované ¢asné ztraty plodu nebo které predCasné
porodily morfologicky normalniho novorozence pied 34. tydnem téhotenstvi. U téchto
zen se také vysSetfuji antifosfolipidové protilatky (viz vyse), protilatky proti annexinu
V ve tiidach IgG a IgM a protilatky proti protrombinu ve tfidach IgG a IgM. Dale se
jako u neplodnych Zen vySetiuje funk¢ni aktivita NK bunck, stanovuji se protilatky proti
tkanové transglutaminaze (ATTG), proti endomysiu (EMA) ve téidé IgA a proti gliadi-
nu (GL). RovnéZz se provadi screening systémového imunopatologického onemocnéni a
stanoveni protilatek proti tyreoperoxiddze (ATPO) a protilatek proti tyreoglobulinu
(ATG). Lze také provést imunofenotypizaci lymfocytd periferni krve. Algoritmus jed-

notlivych vysSetfeni viz obr. 2. (DrahoSova, a dalsi, 2010)
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Obr. 2 Algoritmus pro stanoveni parametru protilatkou a buné¢né imunity u Zen
S opakovanym potracenim.

(http://www.Ifhk.cuni.cz/UKIA/Data/imunologicke_vysetreni_neplodnosti.pdf)
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4 Material a metodika

K vysetfeni bylo pouzito testu inhibice migrace leukocytt pod agar6zou a akti-

vace NK bunék s antigeny spermii a trofoblastu.

4.1 Inhibice migrace leukocytii pod agarézou

Zakladnim mechanismem této reakce je produkce biologicky aktivnich latek
v prubéhu interakce piecitlivélych lymfocyti se specifickym antigenem (Spermie, tro-
foblast). Jedna skupina téchto latek se nezyva migra¢né inhibi¢ni faktory a ma schop-
nost potlacit migracni aktivitu testovanych bunék. Podle druhu efektorovych bunék jde
o inhibici migrace makrofagli nebo polymorfonuklearnich leukocytt.

Metoda inhibice migrace leukocyti pod agardézou vychazi ze skute¢nosti, Ze
leukocyty umisténé do kruhovych jamek vyfiznutych v agar6zovém gelu migruji centri-
fugédlné v kapilarni vrstvé mezi agar6zou a podlozkou. Migrujicimi buiitkami v tomto
systému jsou polymorfonuklearni leukocyty. Tato diagnosticka in vitro metoda je vyu-
zivana k hodnoceni stavu buitkami zprostfedkované imunitni reakce. Metoda se pouziva
u part s poruchami plodnosti a slouzi k vyhodnoceni buiikami zprostfedkované imunity
proti antigenim spermii a trofoblastu. Hodnoceni imunologické reaktivity se provadi

posouzenim velikosti migrac¢ni zony viéi kontrole. (Prochazkova, a dalsi, 1986)

4.1.1 Material, pomicky, pristroje

K vySetteni byla pouzita nesrazliva vendzni krev (cca 8 ml), kterd se odebira do
zkumavek s heparinem a sperma odebrané po tiidenni sexualni abstinenci. Kratsi odstup
od ptedchozi ejakulace miize snizit objem ejakulatu a koncentraci spermii, delsi absti-
nence naopak muze snizit motilitu spermii. Na odbér vzorkil se pouZzivaji nejlépe sterilni
jednorazové nadobky. Pfi odbéru mimo ambulanci je dualezité dopravit vzorek do 60
minut pfi pokojové teploté do laboratofe. Cilem je udrzet optimalni motilitu spermii.
Pro vySetfeni bunééné imunity je potieba zivych bunék, proto je nutny spravny odbér a
rychly transport do laboratofe.

Pfistroje a pomiicky potiebné pro vySetieni jsou: box s lamindrnim prodénim
vzduchu, vibraéni ttepacka, automatické pipety na objemy 5-20 ul, 100 pl a 500 pl, ka-
dinky, stojanky na zkumavky, pipeta-davkovac¢, CO; inkubator, vodni 14zen, projekcni

zatizeni pro odecet vysledka.
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Spottebni material: bunicita vata, jednorazoveé Spicky (200 ul), Petriho misky po-
lystyrénové (pramér 6 cm), polystyrénové zkumavky s vickem (15 cm3), Pasteurovy
pipety, kelimky na pouZité Spicky.

Reagencie: agaroza (Sigma), voda pro infuzni roztoky, médium H-199 (Sigma),
FBS-fetal bovine serum (Gibco)-inaktivace 25 min/56 °C, glutamin (Sigma), gentamicin
(Lek), 1M NaOH (4 g NaOH na 100 ml vody), NaHCO3, 5% dextran, NH4Cl, KHCO3,
EDTA.

Priprava misek s agarézou, pro jeden par pH 7,5:
1. Agardza: 2 g agardzy + 10 ml vody
2. Médium pro agar6zu
MEM H-199 1,8 ml

FBS 2,0ml
Glutamin 0,232 ml
Gentamicin 0,200 ml
Voda 5,5 mil
NaHCO; 0,266 ml

Izolace leukocytii:
1. pracovni roztok

MEM H-199(10x koncentrovanéjsi) 10 ml

FBS 10 ml
Glutamin 1ml
Gentamicin 1ml
Voda doplnit do 100 ml
NaOH (1M) 150 pl
2. lyzacni roztok
NH,CI 8,260 g
KHCO3 1,000 g
EDTA 0,037 g

Voda pro infuze

Rozpusti se ve 100ml vody, pfed pouzitimi roztok fedi vodou 1 : 10
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4.1.2 Pracovni postup

Piiprava misek s agarézou

1.

Navazena agardza se smisi s vodou (0,2 g agar6ézy do 10 ml vody pro infuzni
roztoky) a bez michani, aby agar6za neulpéla na sténach kadinky, se rozvaii ve
vodni l4zni nad kahanem do rozpusténi agardzy v ¢iry roztok (cca 15 minut).
Rozvatfena agardza se umisti do vodni l4zn€ vyhiaté na 60 °C.

Lazen se ochladi na 45 °C a do ni se vlozi predehiat ptipravené médium (bez
NaHCO3).

Tésné pied slitim s agar6zou se pfidd do media NaHCO3; a medium se smisi
S rozehfatou a vytemperovanou agardzou.

Vznikly roztok se ditkladné promichd, opatrné, aby nedoslo k napénéni roztoku.
Do pripravenych Petriho misek se nepipetuje po 6 ml roztoku agardzy.

Misky se nechaji s pootevienym vickem kratce ztuhnout na vodorovné podlozce
(max. 15 minut).

Do doby pouziti se umistni do lednice, v miskach nesmi kondenzovat voda.

Izolace leukocytii z krve sedimentaci v prostiredi dextranu

Jedna se o jednoduchy zpiisob ziskani leukocytil, zalozeny na rozdilné sedimen-

taci elementli nesrazlivé krve smisené s dextranem. Dextran shlukuje erytrocyty a

urychluje tak jejich sedimentaci. Prakticky vSechny leukocyty zdstavaji ve sloupci

plazmy.

1.

2 ml dextranu (5 g dextranu do 100 ml fyziologického roztoku) se prevrstvi 8§ ml
heparinizované krve a inkubuje se 45 minut v termostatu pti 37 °C v Sikmé polo-
ze pod uhlem 45 °.

Plazma se stahne do ¢isté zkumavky (15 ml) a hladiny v jednotlivych zkumav-
kach se vyrovnaji pomoci pracovniho roztoku (cca do % zkumavky).
Centrifuguje se pii 1200 otackach po dobu 10 minut.

Supernatant se stahne, sediment roztiepa a erytrocyty se lyzuji lyzaénim rozto-
kem NH4CI (cca % zkumavky) po dobu 10 minut. BEhem lyzace 2x zkumavky
promichat.

Centrifuguje se pii 1200 otackach po dobu 10 minut.

Supernatant se stahne, sediment roztiepa a 2x propere 5 ml pracovniho roztoku.

(centrifugace pii 1200 otackach po dobu 10 minut).
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7. Po druhém promyti se pfida 5 ml pracovniho roztoku a vzorek se da aktivovat do
termostatu (37 °C, CO,) na cca 1 hodinu.
8. Nasleduje opét centrifugace, po které se velmi diikkladné odlije supernatant, buii-

ky se rozttepaji a po té jsou ptipravené ke kapani.

Piiprava spermii

1. Pfipravi se proprané spermie (3x promyti pracovnim roztokem, centrifugace pfi
2600 otackach po dobu 10 minut).

2. Zjisti se koncentrace spermii ve vzorku (dle analyzy na pratokovém cytometru).
3. Podle koncentrace spermii se odméfi 1 ml (u malo bunéénych vzorkt 2 ml, popf.
3 ml) a umisti se V umélohmotnych zkumavkach do mraziciho boxu (-40 °C).

4. Po uplném zmrznuti (suspenze spermii zezloutne) se vzorek da do vodni lazné a
proces zmrazeni a rozmrazeni se jeSté jednou opakuje, aby doslo k uplnému roz-
biti spermii.

5. Po poslednim rozmrazeni se vzorky centrifuguji (2600 otacek/10 minut), super-
natant se slije a sediment radn¢ roztfepa.

6. Ksuspenzi promytych spermii se pfida promyvaci médium tak, aby mnozstvi
bun¢k na jamku bylo 0,75 10° (tzn., pokud se kape 5 pl, koncentrace ve vzorku
by méla byt 150 10%/ml).

7. Vypocet objemu promyvaciho média, které se ptfidava k sedimentu spermii:

__ Koncentrace dle cytometrické analyzy v 10% fml x objem vzorku pii zmraZzovani vml

vV
150

Piiprava trofoblastu
1. Trofoblast, jedna se o JAR linii (Exbio) (JAR linie byla vyvinuta R. A. Pattillem
a jeho kolegy pfimo z choriokarcinomu) je pfipravena v zamrazenych alikvo-
tech.
2. Pred vlastnim kapanim se trofoblast vyjme z mraziciho boxu (-70 °C) a necha

rozmrznout.
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Plnéni jamek v miskach

1. Pfed nanesenim bunécné suspenze se vytiznou do agaru dirky podle niZe uvede-

ného schématu (obr. 3).

Obr. 3 Rozmisténi jamek v agaru, vySetieni Zeny (k-kontrola, t-trofoblast, s-spermie).

Otvory v agardze se plni vzdy po 10 ul bunécné suspenze, necha se vsaknout a

potom se doplni 5 pl suspenze trofoblastu nebo spermii.

Do jamek s kontrolou se kape 10 pl bunécéné suspenze a 5 pl pracovniho rozto-

ku. Kontrola: 10 pl leukocytarni suspenze + 5 pl pracovniho roztoku
Trofoblast: 10 ul leukocytarni suspenze + 5 ul trofoblastu

Spermie: 10 pl leukocytarni suspenze + 5 pl suspenze spermit

Inkubace misek

1.

Po nakapani se misky umisti ve vlhké komirce do termostatu (37 °C, CO) a in-
kubuji se pies noc.

Druhy den se provede fixace bun€k v migracnich zonach prelitim agarézového
gelu 3 ml 37% formaldehydu, ktery se necha pusobit po dobu 2 hodin pfi labora-
torni teploté.

Oplachne se vlaznou vodou z kohoutku.

Agar6za se vyjme z misek a misky se nechaji uschnout. Hotové plotny na obr. 4.
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Obr. 4 Vysledek testu inhibice migrace leukocytli u zeny.
Nahofe trofoblast bez pfitomnosti inhibice, vpravo kontrola, vlevo spermie, kde je pfi-
tomna inhibice migrace.

(http://www.dynex.cz/files/akce-dynex/casomil2010/03_Casomil-neplodnost2010.pdf.)

Dokumentace, zpracovani a hodnoceni dat

Po uschnuti misek se provede hodnoceni pomoci projekéniho pfistroje. Urci se
dva poloméry zony B, vypocita se jejich aritmeticky primér a nasledovné se vypocita
obsah (m'1%) zony B, toto se provede nejméné u dvou jamek a spocita se priméra plo-
cha. Obdobné se ur¢i primérny obsah zény A (viz obr. 5) Odecétenim obsaht jednotli-
vych zoén (B-A) se urci plocha migra¢nich zon u kontroly, spermii i trofoblastu a vypo-

¢ita se migracni index MI (viz vypocet).
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prumeér zony B

Obr. 5 Zptsob ode¢teni priméru jednotlivych zon v jednotlivych jamkach.

Vypocet:

_ pramérnd plocha migrace bunék inkubovanych v Ag

MI > 100

prumérna plocha migrace kontrolnich bunék

Hodnoceni:
Spermie, fyziologické rozmezi 65 % - 120 %
0-22 % +++
23-44 % ++
45-65 % +
Trofoblast, fyziologické rozmezi 75 % - 120 %
0-25 % +++
26-50 % ++
51-75 % +

Jsou vypracovany 2 moznosti usporadani testu, ptimé (jednostupiiové) nebo ne-
pfimé (dvoustupniové). V pifimém testu lymfokiny produkované senzitivnimi lymfocyty
ovliviluji migraci indikatorovych bunék pfitomnych v téze suspenzi. V piipadé nepii-
mého uspofadani se v prvni fazi béhem inkubace lymfocytl s pfislusSnym stimulacnim
agens uvolni do supernatantu lymfokiny, které se v druhém kroku testuji na indikatoro-

vych buiikach. (Prochézkova, a dalsi, 1986)
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4.2 Aktivace NK bunék s antigeny spermii a trofoblastu

Analyza aktivace NK buné¢k slouZzi k vySetteni vlivu bunééné slozky imunity na
neplodnost u zen. Test dopliiuje komplexnéjsi vySetieni bunééné imunity vici antige-
niim spermii a trofoblastu metodou inhibice migrace leukocytl pod agardzou.

Soucasti bunécné reaktivity je také bunécnd imunita piedstavovana NK buiika-
mi. Za uzitecné vySetfeni v pfipad¢ Zen s diagn6zou opakovaného potraceni, po neu-
speésnych IVF zédkrocich ¢i s jinym neobjasnénym divodem neplodnosti, je proto pova-
7zovéna také detekce bunikami zprosttedkované imunologické reaktivity, ktera je nami-
fena proti spermiim ¢i buitkdm trofoblastu. U téchto zen byva vyssi podil aktivovanych
NK bunék in vivo i po Kultivaci s antigeny spermii ¢i trofoblastu.

Schopnost stimulace lymfocyti pomoci mitogeni nebo antigend se sleduje me-
fenim zvySené exprese aktivacnich znakt. Tyto znaky je mozno méfit jiz po 24 hodi-
nach inkubace. (V nasem piipadé se méti exprese po 40 hodinach inkubace vzhledem
k navaznosti na predchazejici testy-vySetfeni poctu spermii pritokovou cytometrii a
zpracovani spermii opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim). Mitogen PWM (Po-
keweed mitogen) vykazuje velkou aktiva¢ni schopnost vzhledem k NK bunkam.

Stanoveni aktivace NK bun¢k se provadi za pouziti pritokové cytometrie. Pri-
tokova cytometrie umoziiuje souc¢asné¢ méteni fady parametrti na velkém mnozstvi ¢as-
tic. NejCastéji méfenymi parametry jsou rozptyl svétla v malém thlu tzv. forvard scat-
ter, ktery je pfimo umeérny velikosti bun¢€k, rozptyl svétla v 90° uhlu, tzv. side scatter,
ktery je ovlivnén granularitou ¢astic a fluorescence rizné vinové délky. Bunky obarve-
né riznymi fluorochromy jsou unaSeny laminarnim proudem nosné kapaliny. Fluores-
cence se excituje laserovym paprskem. Jednotlivé bunky v izotonickém roztoku proté-
kaji velmi tenkou tryskou do siln¢jsi kapilary, kterou proudi nosné tekutina. To usmérni
buiiky do tenkého proudu, kde postupuji jedna za druhou pratokovou komiirkou a v ni
protinaji svételny paprsek, tento jev se nazyva hydrodynamicka fokusace. Svétlo vzni-
kajici interakei bunck usmérnénych hydrodynamickou fokusaci pti priichodu paprskem
laseru (rozptylené svétlo a emitovana fluorescence) je rozdéleno systémem hranoli,
optickych filtri a zrcadel podle vinové délky (barvy) emitované fluorescence. Jednotli-
vé signdly jsou prevedeny na elektrické impulzy a zesileny fotonasobi¢em. Pocitacové
zpracovani namétenych dat umoziuje ziskat udaje o subpopulacich bunék charakterizo-

vanych na zaklad¢ jinych znaku tzv. gatovani. Vystupem méfeni na cytometru jsou vy-
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sledky v grafické a Ciselné formé. Ke grafickému zobrazeni se pouzivaji jak jednopara-

metrové histogramy tak dvouparametrové dotploty. (Eckschlager, a dalsi, 1999)

4.2.1 Material, pomiicky pristroje

Test se provadi s nesrazlivou krvi odebranou do heparinu litného nebo sodného.
Odebrana krev se musi zpracovat do 6 hodin. Specidlni pfiprava ani dieta neni nutna.
Vhodny je odbér rano nalacno. K vySetieni je dale zapotiebi Cerstvé sperma, které se
ziskava po 2-3 denni sexualni abstinenci masturbaci. Na odbér vzorku se pouZzivaji nej-
1épe sterilni jednorazové nadobky.

Pottebné pristroje a pomicky: box s laminarnim proudénim vzduchu, vibracni
tfepacka, laboratorni centrifuga, automatické pipety na objemy 5-20 pl, 100 pl a 500ul,
kadinky, stojanky na zkumavky, mikrotitra¢ni desti¢ky, inkubator (37 °C, 5 % CO,),
prutokovy cytometr Cytomics FC 500 firmy Beckman Coulter s analyza¢nim softwarem
CXP, mrazici box, Beckman Coulter Q-Prep Workstation na lyzu erytrocytu.

Spottebni material: bunicita vata, jednorazové Spicky (200 ul, 1000 pul), polysty-
renové zkumavky s vickem (15 cm®), Pasteurovy pipety, kelimky na pouzité $picky,
zkumavky pro prutokovou cytometrii.

Reagencie: monoklonalni protilatky anti CD3 PC5 nebo APC (Beckman Coul-
ter), anti CD56 PE (Beckman Coulter), anti CD69 FITC (Beckton Dickinson), kultivac-
ni médium X-VIVO 10 (Lonza, Belgie), aqua pro injectione, mitogen PWM (Pokeweed
mitogen)-koncentrace 12,5 pg/ml = zasobni koncentrace (5 mg PWM se rozpusti ve
40 ml destilované apyrogenni vody a rozplni se po 0,5 ml do zkumavek, které se zmrazi

na -20 °C).

4.2.2 Pracovni postup
Kultivace bunék
1. Ptipravi se PWM mitogen v pracovni koncentraci 2 pg/ml (rozmrazi se alikvot
s PWM o pracovni koncentraci a pipetuje se 320 pl + 1680 ul média X-VIVO).
2. Ve sterilni mikrotitrani desticce se vyéleni a popiSou celkem 4 jamky pro jed-
noho pacienta.
3. Do jamky 1-KO se kape 100 pl ¢istého média jako negativni kontrola.
4. Do jamky 2-PWM se kape 100 pl mitogenu PWM o pracovni koncentraci fedé-

né¢ho médiem. Slouzi jako pozitivni kontrola.
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5.

Do jamky 3- SPERM se kape 90 pl ¢istého média a 10 pl zpracovanych spermii
o upravené koncentraci (pfiprava spermii je stejna jako u testu inhibice migrace
leukocytti pod agardzou) viz ptiprava spermii (Str. 34).

Do jamky 4-TROFO se kape 90 pl ¢istého média a 10 pl rozmrazenych bunék
trofoblastu (stejné jako u testu inhibice migrace leukocytl pod agardzou).

K napipetovanym reagenciim se piida 100 pl periferni nesrazlivé krve a po jem-
ném oklepani se desti¢ka ulozi do inkubatoru (37 °C, 5 % CO;). Na cca 22 ho-
din.

Znaceni bunék

1.

Pro kazdého pacienta se pripravi 4 cytometrické zkumavky KO, PWM, SPERM,
TROFO.

Do vSech zkumavek se nepipetuje 15 pl koktejlu monoklonalnich protilatek an-
ti CD69/CD56/CD3.

Do kazdé zkumavky se kape 75 ul promichané krve z odpovidajicich jamek.
Zkumavky se protfepou a nechaji se 15 minut inkubovat ve tm¢ pii laboratorni
teploté.

Po skonceni inkubace se vzorky lyzuji na Q-Prepu.

Méreni a hodnoceni vysledki

M¢feni se provadi na cytometru FC500. Sbird se 50 000 bun¢k. V gatu B (NK

buiiky) a C (NKT buiiky) by mélo byt minimalné 300 bunck. Vysledky méfeni se ana-

lyzuji softwarem CXP.

Udava se procento aktivovanych NK bun¢k s PWM, spermiemi a trofoblastem.

Je-li vice nez 30 % NK bunék, které jsou aktivovany antigeny spermii, nebo vice nez

25 % NK bungk, které jsou aktivovany antigeny trofoblastu, muze se vysledek povazo-

vat za pozitivni, pokud spontanni exprese CD69 na NK bunkach neptesahuje 5 %. Pti-

klad vysledku vySetieni na obr. 6.
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Obr. 6 Vysledek testu aktivace NK bun¢k s antigeny spermii a trofoblastu u Zeny, ktera
spontanné potratila. Zena ma vysoké procento aktivovanych NK bunék s antigeny tro-
foblastu (vice nez 25 %).

Kontrola 2,4 % (Cervena), PWM 98 % (zelend), spermie 21,7 % (modra), trofoblast
67,3 % (hneda).
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5 Vysledky

V hodnoceném souboru 305 Zen S opakovanym potracenim vySetfenych i s jejich
partnery od roku 2009 do roku 2011 ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové na Ustavu
klinické imunologie a alergologie, byly sledovany rizné parametry, které mohou mit
vliv na opakované potraceni.

V praci byly také hodnoceny vztahy mezi testy inhibice migrace leukocytii pod
agarozou a testem aktivace NK bun¢k. Ve skupiné pacientek pfitomnosti inhibice mi-
grace vuci spermiim bylo nalezeno zvysené procento aktivovanych NK bunék po kulti-
vaci s antigeny spermii. Jako vyznamné vzhledem k bunkami zprostfedkované imunité
se ukazuji protilatky proti fosfolipidim, podstatnou roli hraje také kvalita ejakulatu
partnera.

Data byla hodnocena statistickym programem MedCalc.

5.1 Statisticka charakteristika souboru

V tabulkach 3, 4 a 5 jsou vycisleny jednotlivé klinické a laboratorni ukazatele
sledovaného souboru pacientek. V souboru byly hodnoceny rtizné klinické udaje, jako
je veék, podstoupené predchozi IVF pokusy (IVF) a inseminace (INS), predchozi uzivani
hormonalni antikoncepce a infekéni onemocnéni v dobé vysetieni. Dale byla hodnocena
pifitomnost protilatek proti zona pellucida (AZPA), proti tyreoglobulinu a tyreoidalni
peroxidaze (ATHYR), proti spermiim (ASA) a antifosfolipidové protilatky (APA).

Tab. 3 Charakteristika vékového sloZeni hodnoceného souboru Zen.

Pocet testovanych 305
Nejnizsi hodnota 22 let
Nejvyssi hodnota 44 let
Aritmeticky pramér 32,5 let
Median 32 let
95% IS pro median 32-33 let
Rozptyl 16,8 let
Smérodatna odchylka 4,1 let

IS-interval spolehlivosti
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Tab. 4 Klinické udaje hodnoceného souboru zZen.

IVF INS Hormonalni Infekéni  one-
antikoncepce mocnéni
Ano 153 (50,2 %) 81 (26,6 %) 231 (75,7 %) 28 (9,2 %)
Ne 151 (49,5 %) 223 (73,1 %) 71 (23,3 %) 272 (89,2 %)
Nevi se 1 (0,3 %) 1 (0,3 %) 3(1,0%) 5(1,6 %)
Celkem 305 305 305 305

Tab. 5 Procentualni zastoupeni vyskytu protilatek u hodnoceného souboru Zen.

AZPA ATHYR ASA APA
Negativni 296 (97 %) | 250 (82 %) | 241 (79 %) 279 (91,5 %)
Hrani¢ni 9 (3%) 0 0 0
Pozitivni 0 52 (17 %) 64 (21 %) 25 (8,2 %)
Nema vySetieno | 0 3 (1 %) 0 1 (0,3 %)
Celkem 305 305 305 305

V panelu bunééné imunity byly hodnoceny pocty zen s aktivovanymi NK bun-

kami s antigeny spermii (NKSP) a trofoblastu (NKTR) a poéty Zen s pozitivnim vysled-

kem testu inhibice migrace leukocytt s antigeny spermii (INH SP) a trofoblastu (INH

TR) viz tab. 6. Vysledky naznacuji, ze vék hodnocenych zen, nema vliv na zvyseni ak-

tivace NK bunék jak s antigeny spermii, tak s antigeny trofoblastu. Primérny vék vyset-

fovanych Zen s pozitivnim i negativnim vysledkem aktivace NK bun¢k s antigeny

spermii i trofoblastu je 32 let.
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Tab. 6 Vysledky vySetieni buné¢né imunity u hodnoceného souboru Zen.

INH SP INH TR NKSP NKTR
Pozitivni 43(141%) | 16 (5,2 %) 62 (203%) |31 (10,2 %)
Negativni 262 (859 %) | 289 (94,8 %) | 243(79,7%) | 274 (89,8 %)
Celkem 305 305 305 305

INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii, INH TR — inhibice migrace

leukocytii s antigeny trofoblastu, NKSP — aktivace NK bunék viici spermiim, NKTR —

aktivace NK bunék viici trofoblastu.

Vliv na neplodnost Zen ma rovnéz kvalita ejakulatu partnera. V tabulce 7 je uve-

deno jaké hodnoty byly naméfeny u muzit hodnocenych Zen. Hodnotil se pocet spermii,

vitalita spermii (VITA), pfitomnost a pocet leukocyti (LEU) a integrita akrozomu

spermii (HS14N) a piitomnost intra-akrozomalniho proteinu po permeabilizaci mem-

brany spermii (Hs14P).

Tab. 7 Kvalita ejakulatu partnertl vysetiovanych zZen.

Pocet VITA | LEU Hs14N | Hs14P

spermii % | x10%ml % %

x10°% / ml
Pocet testovanych 305 305 305 305 305
Nejnizsi hodnota 2 27 0 6 19
Nejvyssi hodnota 386 96 12 71 100
Aritmeticky primér 82,3 69 0,83 20,3 88
Median 60 70 0,3 18 92
95% IS pro median 51-71,6 68-72 | 0,2-0,3 | 17-79 | 90-93
Rozptyl 5033 147 2,5 110 119
Smérodatna odchylka 71 12 15 10,5 11

IS-interval spolehlivosti
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5.2 Srovnani vysledki testu inhibice migrace leukocytii pod agarézou a

testu aktivace NK bunék

V praci byly porovnavany vztahy mezi vysledky testti inhibice migrace leukocy-
ti pod agardzou a vysledky testd aktivace NK bunék. V tabulce 8 jsou vysledky testu
inhibice migrace leukocyt vici spermiim ve skupinach pacientek s pozitivnim a nega-
tivnim testem aktivace NK bun¢k vi¢i spermiim.

Statisticky vyznamna byla asociace pozitivni inhibice migrace leukocytt vaci
spermiim s aktivaci NK bun¢k po kultivaci s antigeny spermii (cut off 30 %). Vysledky

testll byly hodnoceny McNemarovym statistickym testem.

Tab. 8 Vysledky testu inhibice migrace leukocyti pod agar6zou s antigeny spermii u

Zen s pozitivnim a negativnim testem aktivace NK bunék vici spermiim.

Vysledek testu inhibice

migrace leukocyta

Negativni aktivace NK

bunék viici spermiim

Pozitivni aktivace NK bu-

nek vici spermiim

(<30) (> 29,99)
Pozitivni 18 (7,4 %) 25 (40,3 %)
Negativni 225 (92,6 %) 37 (59,7 %)
Celkem 243 62

Rovnéz byl sledovan vztah ve vyskytu aktivovanych NK bun¢k vici spermiim

v souborech pacientek s pozitivnim (tab. 9) a negativnim (tab. 10) vysledkem testu inhi-
bice migrace leukocytl s antigeny spermii (obr. 7). Ke statistickému hodnoceni bylo
pouzito Wilcoxonova testu. Pacientky s pozitivnim vysledkem testu inhibice migrace

leukocytti maji vy$si hodnoty aktivovanych NK bunék po kultivaci s antigeny spermii.
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Tab. 9 Statisticka charakteristika hodnot aktivovanych NK bun¢k viéi spermiim u sou-

boru Zen s pozitivnim vysledkem testu inhibice migrace leukocytd S antigeny spermii.

Pocet pozitivnich 43
Nejnizsi hodnota 7,7%
Nejvyssi hodnota 84,2 %
Aritmeticky pramér 37,4 %
Median 34,6 %
95% IS pro median 19-47,7 %
Rozptyl 477 %
Smérodatna odchylka 21.8%

IS-interval spolehlivosti

Tab. 10 Statisticka charakteristika hodnot aktivovanych NK bun€k vi¢i spermiim u

souboru Zen s negativnim vysledkem testu inhibice migrace leukocyti s antigeny sper-

mii.

Pocet negativnich 262
Nejnizsi hodnota 1,8 %
Nejvyssi hodnota 87,8 %
Aritmeticky primér 16,3 %
Median 11 %
95% IS pro median 10-12,6 %
Rozptyl 220 %
Smérodatna odchylka 14,8 %

IS-interval spolehlivosti
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Obr. 7 Grafické znazornéni vyskytu aktivovanych NK bunék vaci spermiim ve skupi-

nach pacientek s negativnim a pozitivnim vysledkem testu inhibice migrace leukocytl

S antigeny spermii.

NKS%-procento NK bunék aktivovanych s antigeny spermii, %INH.SP- inhibice migra-

ce leukocytit s antigeny spermii (cut off 65 %).

Pfi porovnavani vysledki testu inhibice migrace leukocytd s antigeny trofoblastu

S pozitivnimi (> 24,99) a negativnimi (< 25) vysledky aktivace NK bunék s antigeny

trofoblastu nebyly zjistény statistické vyznamnosti (viz tab. 11).

Tab. 11 Vysledky testu inhibice migrace leukocytti pod agar6zou s antigeny trofoblastu

u Zen s pozitivnim a negativnim testem aktivace NK bun¢k viici trofoblastu.

Vysledek testu inhibice

migrace leukocytt

Negativni aktivace NK

bunék vici trofoblastu

Pozitivni aktivace NK bu-

nék vuci trofoblastu

(< 25) (> 24,99)
Pozitivni 15 (5,5 %) 1 (3,2 %)
Negativni 259 (94,5 %) 30 (96,8 %)
Celkem 274 31
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RovnéZ vztah poctu aktivovanych NK bunék vuci trofoblastu a pozitivity testu
inhibice migrace leukocyt s antigeny trofoblastu nebyl statisticky vyznamny. Pocty
aktivovanych NK bunék po kultivaci s antigeny trofoblastu jsou uvedeny v tabulkach 12
(pacientky s pozitivnim testem inhibice migrace) a 13 (pacientky s negativnim testem

inhibice migrace).

Tab. 12 Statisticka charakteristika hodnot aktivovanych NK buné¢k vuci trofoblastu u

souboru Zen s pozitivnim vysledkem testu inhibice migrace leukocytt s antigeny trofob-

lastu.

Pocet pozitivnich 16
Nejnizsi hodnota 22%
Nejvyssi hodnota 31,6 %
Aritmeticky pramér 12,5%
Median 11 %
95% IS pro median 6-18 %
Rozptyl 63,7 %
Smérodatna odchylka 8%

IS-interval spolehlivosti

Tab. 13 Statisticka charakteristika hodnot aktivovanych NK bun¢k vici trofoblastu u

souboru Zen s negativnim vysledkem testu inhibice migrace leukocyt s antigeny tro-

foblastu.

Pocet negativnich 289
Nejnizsi hodnota 0,4 %
Nejvyssi hodnota 58 %
Aritmeticky pramér 13,2 %
Median 11,4 %
95% IS pro median 10-12 %
Rozptyl 91,6 %
Smérodatna odchylka 195 %

IS-interval spolehlivosti
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5.3 Vztahy mezi buné¢nou imunitou Zen a protilatkami

V této casti byl hodnocen vztah mezi bunéénou imunitou a protilatkami proti
zona pellucida (AZPA), proti stitné zlaze (ATYR), proti spermiim (ASA) a antifosfoli-
pidovymi protilatkami (APA), (tab. 14, 15, 16, 17, obr. 8, 9).

Ze statistického hodnoceni vyplyva, Ze je pfitomen vztah mezi bunéénou imuni-
tou a pritomnosti antifosfolipidovych protilatek. Zeny s piitomnosti inhibice migrace
leukocytti viici trofoblastu maji ¢astéji pozitivni autoprotilatky proti fosfolipidim. Hod-
noceni bylo provedeno McNemarovym testem. Vztahy ostatnich sledovanych protila-

tek, nebyly statisticky vyznamné.

Tab. 14 Hodnoceni vyskytu protilatek proti zona pellucida (AZPA) pii pozitivnich a
negativnich vysledcich testl inhibice migrace leukocytt a aktivace NK bunék vuci anti-

geniim spermii a trofoblastu.

AZPA Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz.

INHSP | INHSP | INHTR | INHTR | NKSP NKSP NKTR | NKTR

Pozitivni | 0 0 0 0 0 0 0 0

Negativni | 254 42 281 15 235 61 267 29
(96,9%) | (97,7%) | (97,2%) | (93,8%) | (96,7%) | (98,4%) | (98,4%) | (93,5%)

Hrani¢ni | 8 1 8 1 8 1 7 2
(3,1%) (2,3%) (2,8%) (6,2%) (3,3%) (1,6%) (2,6%) (6,5%)

Celkem 262 43 289 16 243 62 274 31

INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii, INH TR — inhibice migrace
leukocytii s antigeny trofoblastu, NKSP — aktivace NK bunék wiici spermiim, NKTR —

aktivace NK bunék viici trofoblastu.
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Tab. 15 Hodnoceni vyskytu protilatek proti stitné zlaze (ATYR) pfi pozitivnich a nega-
tivnich vysledcich testll inhibice migrace leukocytli a aktivace NK buné€k vii¢i antige-

nim spermii a trofoblastu.

ATYR Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz.

INHSP | INHSP | INHTR | INHTR | NKSP NKSP NKTR | NKTR

Pozitivni | 45 7 48 4 43 9 48 4
(17,2%) | (16,3%) | (16,6%) | (25%) | (17,3%) | (14,5%) | (17,5%) | (12,9%)

Negativni | 214 36 238 12 197 53 224 26
(81,7%) | (83,7%) | (82,4%) | (75%) | (81,1%) | (85,5%) | (81,8%) | (83,9%)

Nema 3 0 3 0 3 0 2 1
vySetieno | (1,1%) (1,0%) (1,2%) (0,7%) | (3,2%)
Celkem | 262 43 289 16 243 62 274 31

INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii, INH TR — inhibice migrace
leukocyti s antigeny trofoblastu, NKSP — aktivace NK bunéek viici spermiim, NKTR —

aktivace NK bunék vuci trofoblastu.

Tab. 16 Hodnoceni vyskytu protilatek proti spermiim (ASA) pfi pozitivnich a negativ-
nich vysledcich testli inhibice migrace leukocytl a aktivace NK bunék vii¢i antigenim

spermii a trofoblastu.

ASA Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz.

INHSP | INHSP | INHTR | INHTR | NKSP NKSP NKTR | NKTR

Pozitivni | 53 11 63 1 48 16 54 10
(20,2%) | (25,6%) | (21,8%) | (6,2%) | (19,8%) | (25,8%) | (19,7%) | (32,3%)

Negativni | 209 32 226 15 195 46 220 21
(79,8%) | (74,4%) | (78,2%) | (93,8%) | (80,2%) | (74,2%) | (80,3%) | (67,7%)

Nema 0 0 0 0 0 0 0 0
vysetifeno
Celkem 262 43 289 16 243 243 274 31

INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii, INH TR — inhibice migrace
leukocytii s antigeny trofoblastu, NKSP — aktivace NK bunéek viici spermiim, NKTR —

aktivace NK bunék viici trofoblastu.
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Tab. 17 Hodnoceni vyskytu antifosfolipidovych protilatek (APA) pfi pozitivnich a ne-

gativnich vysledcich testll inhibice migrace leukocytii a aktivace NK bun¢k viici antige-

nim spermii a trofoblastu.

APA Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz.
INHSP | INHSP [ INHTR | INHTR | NKSP NKSP NKTR | NKTR

Pozitivni | 23 2 21 4 22 3 22 3
(8,8%) | (4,7%) | (7,3%) | (25%) (9,1%) | (4,8%) | (8%) (9,7%)

Negativni | 239 40 267 12 221 58 252 27
(91,2%) | (93%) (92,4%) | (75%) (90,9%) | (93,5%) | (92%) | (87,1%)

Nema 0 1 1 0 0 1 0 1(3,2%)

vySetieno (2,3%) | (0,3%) (1,6%)

Celkem 262 43 289 16 243 62 274 31

INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii, INH TR — inhibice migrace

leukocyti s antigeny trofoblastu, NKSP — aktivace NK bunéek viici spermiim, NKTR —

aktivace NK bunék vuci trofoblastu.

267

Obr. 8 Podil v zastoupeni pozitivnich (21) a negativnich (267) vysledkl testu na

pritomnost protilatek proti fosfolipidiim u Zen s negativnim vysledkem testu inhibice

migrace leukocytu viici trofoblastu.
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Obr. 9 Podil v zastoupeni pozitivnich (4) a negativnich (12) vysledkd testu na
pfitomnost protilatek proti fosfolipidim u Zen s pozitivnim vysledkem testu inhibice

migrace leukocytd viéi trofoblastu.

5.4 Vztahy mezi bunéénou imunitou Zen a ejakuliatem partnerta

Hodnoceny byly vztahy mezi po¢tem spermii v ejakulatu partnerd vySetfova-
nych Zen, vitalitou spermii, pocty leukocytl v ejakulatu, kvalitou akrozomu a ptitom-
nosti intra-akrozomadlniho proteinu.

Pti hodnoceni vztahu mezi bunéénou imunitou vysetfovanych zen a ejakulatu je-
jich partnert se ukazalo, Ze pozitivni testy inhibice migrace leukocytd s antigeny sper-
mii u Zen jsou spojeny s niz§imi pocty spermii v ejakulatu partnera (tab. 18, obr. 10).
Vztahy mezi poftem spermii v ejakulatu partnerti vySettovanych zen a vysledky testu
aktivace NK bunék vici spermiim u zen byly na hranici statistické vyznamnosti. Hod-

noceni bylo provedeno Wilcoxonovym statistickym testem.
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Tab. 18 Charakteristika poctu spermii v ejakulatu partnerd Zen, které mély pozitivni a

negativni testy inhibice migrace leukocytl s antigeny spermii a test aktivace NK bunék

vii¢i spermiim. Po&et spermii udan hodnotou x10° / ml.

Pocet spermii Neg. Poz. Neg. Poz.
INH SP INH SP NKSP NKSP
Pocet testovanych | 262 43 243 62
Nejnizsi hodnota 2 4 2 5
Nejvyssi hodnota | 386 172 386 220
Aritmeticky 87,7 491 86,3 66,4
pramér
Median 67,5 40 66 43
95% IS pro median | 54 - 76,8 24,44 -51,85 | 52-74,7 37,3-71,9
Rozptyl 5357 1833 5502 2933
Smeérodatna 73 42,8 74,2 54,2
odchylka

IS-interval spolehlivosti, INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii,

NKSP — aktivace NK bunék viici spermiim.
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Obr. 10 Grafické znazornéni poctu spermii v ejakulatu partnerti u zen s pozitivnim a
negativnim vysledkem testu inhibice migrace leukocytl s antigeny spermii. Pocet sper-
mif udan hodnotou x10° / ml.

%INH.SP- inhibice migrace leukocytit s antigeny spermii (cut off 35 %)
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Pfi hodnoceni vztahu mezi vitalitou spermii v ejakulatu partneri testovanych zen

a bunéCnou imunitou onéch Zen nebyly nalezeny statisticky vyznamné souvislosti

(tab. 19).

Tab. 19 Charakteristika vitality spermii (udano v %) v ejakulatu partnert Zen, které mé-

ly pozitivni a negativni testy inhibice migrace leukocytl s antigeny spermii a test akti-

vace NK buné¢k vic¢i spermiim.

Vitalita spermii Neg. Poz. Neg. Poz.
INH SP INH SP NKSP NKSP
Pocet testovanych | 262 43 243 62
Nejnizsi hodnota 27 29 27 27
Nejvyssi hodnota | 96 94 96 82
Aritmeticky 69,3 66,9 69,7 66,5
pramér
Median 70 68 70 68
95% IS pro median | 68 - 72 66 - 73 68,2-72 |65-717
Rozptyl 141,2 182,1 146,2 144.6
Smérodatna 11,9 13,5 12 12
odchylka

IS-interval spolehlivosti, INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii,

NKSP — aktivace NK bunék vuci spermiim.

Pfi hodnoceni vztahu vyskytu leukocytti v ejakulatu partnerti (tab. 20) vysetio-

vanych Zen a bunééné imunity vySetfovanych zen nebyly nalezeny zadné statisticky

vyznamné souvislosti.
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Tab. 20 Charakteristika leukocyti v ejakulatu partnert zen, které mély pozitivni a nega-

tivni testy inhibice migrace leukocytll s antigeny spermii a test aktivace NK bunék viici

spermiim. Poget leukocytii udan hodnotou x10° / ml.

Leukocyty v Neg. Poz. Neg. Poz.
ejakulatu INH SP INH SP NKSP NKSP
Pocet testovanych | 262 43 243 62
Nejnizsi hodnota 0 0 0 0,01
Nejvyssi hodnota 12 5 12 8,1
Aritmeticky 0,9 0,6 0,9 0,6
prameér

Median 0,3 0,3 0,3 0,3
95% IS pro median | 0,2 -0,4 02-04 02-04 02-04
Rozptyl 2,8 0,9 2,8 1,3
Smérodatna 1,7 0,9 1,7 1,1
odchylka

IS-interval spolehlivosti, INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii,

NKSP — aktivace NK bunék vici spermiim.

Pii hodnoceni vztahu integrity akrozomu (Hs14N) spermii partnerd hodnoce-

nych Zen a bunééné imunity téchto zen (tab. 21, obr. 11) se ukazalo, ze zeny S pozitiv-

nim vysledkem testu inhibice migrace leukocytl S antigeny spermii maji partnery

s vys§im podilem spermii S naruSenou integritou akrozomu oproti Zenam s negativnim

vysledkem testu inhibice migrace leukocytil s antigeny spermii.

Vysledky hodnoceni vztahu mezi integritou akrozomu spermii a testem aktivace

NK buné¢k hodnocenych zen jsou na hranici statistické vyznamnosti. Hodnoceni bylo

provedeno Wilcoxonovym statistickym testem.
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Tab. 21 Charakteristika integrity akrozomu spermii (udano % spermii s naruSenou inte-

gritou) partner Zen, které mély pozitivni a negativni testy inhibice migrace leukocytl

s antigeny spermii a test aktivace NK bun¢k vic¢i spermiim.

Hs14N Neg. Poz. Neg. Poz.
INH SP INH SP NKSP NKSP
Pocet testovanych | 262 43 243 62
Nejnizsi hodnota 6 6 6 6
Nejvyssi hodnota | 71 64 71 64
Aritmeticky 19,5 25,3 19,8 22,3
prameér
Median 17 24 17 20,5
95% IS pro median | 16 — 18,9 18 - 28 16 - 18,8 17,3-24
Rozptyl 97,3 163,7 107,7 117,9
Smeérodatna 9,9 12,8 10,4 10,9
odchylka

IS-interval spolehlivosti, INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii,

NKSP — aktivace NK bunék vuci spermiim.
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Obr. 11 Grafické znazornéni integrity akrozomu spermii partnerti u zen s pozitivnim a
negativnim vysledkem testu inhibice migrace leukocytd s antigeny spermii. Udéno %
spermii s narusenou integritou.

%INH.SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii (cut off 65 %), HS14N — in-

tegrita akrozomu.
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Hodnoceni vztahu mezi intra-akrozomalnim proteinem spermii partnera vysSet-

fovanych Zen a jejich bunéné imunity nebylo statisticky vyznamné (tab. 22).

Tab. 22 Charakteristika intra-akrozomalniho proteinu spermii (udano % spermii
S pritomnosti intra-akrozomalniho proteinu) partneritt Zen, které mély pozitivni a nega-

tivni testy inhibice migrace leukocytl s antigeny spermii a test aktivace NK bun¢k viici

spermiim.
Hs14P Neg. Poz. Neg. Poz.
INH SP INH SP NKSP NKSP
Pocet testovanych | 262 43 243 62
Nejnizsi hodnota 19 65 19 39
Nejvyssi hodnota | 100 100 100 100
Aritmeticky 88,7 88,3 88,4 89,6
pramér
Median 92 91 91 93,5
95% IS pro median | 90 — 93 88 — 94 89 -92 90,3-95
Rozptyl 122,8 100 1147 138
Smérodatna 11 10 10,7 11,7
odchylka

IS-interval spolehlivosti, INH SP — inhibice migrace leukocytii s antigeny spermii,

NKSP — aktivace NK bunék vuci spermiim.
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6 Diskuze

Pro hodnoceni stavu bunééné imunity, jakozto mozné piic¢iny opakovaného po-
traceni u infertilnich Zen, se pouZiva stanoveni aktivace NK bunék s antigeny spermii a
trofoblastu a test inhibice migrace leukocytli rovnéz s antigeny spermii a trofoblastu.

Je prokédzano, ze zvysSeni urovné aktivace NK bunék ma za nasledek ztratu tého-
tenstvi. Prado-Drayer a dal$i, (2008) zaznamenali zvySenou aktivaci perifernich NK
bunék i T lymfocytil v periferni krvi u Zen s opakovanym nejasnym potracenim. Uroveii
aktivace lymfocytli méfili téZ na zéklad¢ exprese Casného aktivacniho znaku CD69.
Podobné Coulam a dalsi, (2003) publikovali zvySenou expresi znaku CD69 na perifer-
nich NK buikach u pacientek, které netspé$né podstoupili in vitro fertilizaci
V porovnani s pacientkami, u nichz byla in vitro fertilizace Gspé$na. Stejn¢ tak Thum a
dalsi, (2004) zjistili, Ze zvySeny absolutni pocet aktivovanych CD69+ NK bunék
v periferni krvi je asociovan s horsi prognézou u neplodnych Zzen. Podobnych praci sle-
dujicich aktivaci rtiznych bunéénych subpopulaci v periferni krvi, produkci intracelu-
larnich cytokinid ¢i hodnoceni sérové hladiny cytokinii je pomérné hodn¢. Pouze mala
cast praci se vSak zabyva urovni aktivace jednotlivych bun¢k po kultivaci se specific-
kymi antigeny. (Polgar, a dalsi, 2002; Sivori, a dal$i, 2000). Hodnoceni aktivace po kul-
tivaci se specifickymi antigeny pfitom napomaha poznat reaktivitu jednotlivych bunék,
kterd mize byt v periferni krvi ovlivnéna fadou faktora.

Test inhibice migrace je na rozdil od hodnoceni aktivity NK bunc¢k testem dlou-
ho uzivanym. Jiz pted 20 lety byly publikovany studie objektivné hodnotici bunéénou
imunitu namifenou vici spermiim pomoci testu inhibice migrace (Dimitrov, a dalsi,
1992).

Opakované potraceni ma multifaktorialni pficiny, infertilni Zeny mohou potracet
Z jinych nez imunologickych pficin, napt. z hormonalnich ¢i anatomickych pfi¢in. Roli
zde mulize hrat také zvySeny vékovy primér zen, vliv Zivotniho stylu (vyZziva, stres, kou-
feni atd.), tyto vztahy vSak nebyly pfedmétem zkoumani préce.

V praci byl hodnocen soubor 305 Zen, které se dostavily se svymi partnery
k vySetieni na Ustav klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kra-
lové od roku 2009 do roku 2011. Zeny, které se dostavily k vysetfeni bez partnera, byly
ze souboru vytazeny. U souboru zen byl hodnocen vliv klinickych aspekt na opakova-
né potraceni, vztahy mezi bunéénou imunitou a protiladtkami a vztah mezi bunénou

imunitou a kvalitou ejakulatu partnerii vySetrovanych zen. Porovnavany byly rovnéz
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dva testy slouzici k hodnoceni buné¢né imunity u zen s opakovanym potracenim. Kon-
krétn€, souvislosti mezi testy inhibice migrace leukocytii pod agar6zou s antigeny
spermii a trofoblastu a testu aktivace NK buné¢k vii¢i spermiim a trofoblastu.

U klinickych aspektt byla sledovana ptitomnost infekéniho onemocnéni v dobé
vysetieni, zejména virového, které by mohlo mit vliv na zvySeni aktivace NK bun¢k,
ptedchozi IVF pokusy nebo prodélana inseminace a piedchozi uzivani hormonalni anti-
koncepce. Ul¢ova-Gallova a dalsi. (1996) zjistili, ze hladiny protilatek proti zona pellu-
oocytl ze stimulované ovarialni tkdn¢ v prib¢hu IVF. V naSem piipad¢ u téchto sledo-
vanych klinickych aspektli vySetfovanych Zen nebyl nalezen zadny pfimy vztah
k buné¢né imunité.

Srovnani vysledka testu inhibice migrace leukocytt a testu aktivaci NK bunék
ukazalo, Ze je souvislost mezi testem inhibice migrace vii¢i spermiim a testem aktivace
NK bun¢k vici spermiim. Ve skupiné pacientek s pozitivnim vysledkem inhibice mi-
grace leukocytl s antigeny spermii se rovnéz Castéji nachdzi zvysSena aktivace NK bu-
nék s antigeny spermii. Lze tedy fici, Ze asové narocny a na provedeni sloZity test
inhibice migrace leukocytd s antigeny spermii je mozné do jisté miry nahradit testem
aktivace NK bunék s antigeny spermii provadénym pomoci prutokové cytometrie.

V dalsi ¢asti prace byl hodnocen vztah protilatek k bunééné imunité zen, kon-
krétné protilatek proti zona pellucida (AZPA), proti spermiim (ASA), proti Stitné zlaze
(ATHYR) a antifosfolipidovych protilatek (APA). Vyznamny se ukazal vztah mezi anti-
fosfolipidovymi protilatkami a bunécnou imunitou. Antifosfolipidové protilatky zahrnu-
ji velkou skupinu protilatek, které byvaji spojovany s komplikacemi v t€hotenstvi. Uka-
zalo se, Ze u Zen s pozitivnim testem inhibice migrace leukocytt s antigeny trofoblastu
se nachazely Castéji pozitivni protilatky proti fosfolipidiim. Antifosfolipidové protilatky
mhou byt pti¢inou hyperkoagulace na fetomaternalnim rozhrani, mohou také zasahovat
do ristu a invaze trofoblastu a mohou poskozovat jeho funkci. Pfitomnost téchto proti-
latek v pribéhu téhotenstvi mize mit za nasledek indukci buiitkami zprostfedkované
imunitni odpovédi. (Marai, a dalsi, 2004; Mulla, a dalsi, 2010)

Vyznamny faktor ovliviiujici bunéénou imunitu vysetfovanych Zen je kvalita
ejakulatu jejich partnera. V tomto piipad€ hraje roli snizeny pocet spermii v ejakulatu,
ktery je spojen s aktivovanou bunéénou imunitou Zen. Zeny s partnery, kteii méli niZsi
pocet spermii v ejakulatu mely pozitivni test inhibice migrace leukocytt s antigeny

spermii. To miize souviset ziejmé s faktem, Ze spolecn¢ s horsici se kvalitou spermii
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zaroven u muzua klesa jejich pocet v ejakulatu. Dalsi faktor, ktery hraje dulezitou roli ve
fertilizanim procesu je integrita akrozomu spermii. Akrozom je dilezity pro proniknuti
spermie pies zona pellucida. Zeny s pozitivnim vysledkem testu inhibice migrace leu-
kocytl s antigeny spermii maji partnery s vy$§im podilem spermii s narusenou integri-
tou akrozomu. To mutze byt zptisobeno tim, ze imunitni systém zeny muze reagovat na
poskozeny akrozom jako na antigenni strukturu.

Dtvodem proc¢ byly castéji nalezeny vztahy mezi sledovanymi parametry (anti-
fosfolipidové protilatky, pocet spermii, integrira akrozomu) a testem inhibice migrace
leukocytt, nez vztahy mezi danymi parametry a testem aktivace NK bunék muze byt
takovy, ze test inhibice migrace leukocytil je nespecificky test hodnotici celou bunécnou
imunitu naproti tomu test aktivace NK bunék je specificky zaméfen na urcitou ¢ast bu-
nééné imunity.

Prace ma velky piinos pro laboratof, protoze ukazuje souvislost mezi obéma ty-
py testll. Ukazuje ndm, Ze NK buiiky nesou podil na aktivované bunécné imunité vici
antigentim spermii a trofoblastu. Také nam ukazuje, ze NK buiky nebudou jedinou po-
pulaci, ktera zasahuje do imunitnich reakci vii¢i antigenlim spermii a trofoblastu a dalsi

studium nam pomuze odhalit ucast dalSich bunéénych subpopulaci.
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7 Zavér

Opakované potraceni je vysledek souhry mnoha faktorti od vlivii hormonalnich,
pfes vlivy anatomické az po vlivy imunologické. Je proto Zadouci, aby byla laboratorni i
klinick4 diagnostika opakovaného potraceni provedena v celém spektru, za ucasti raz-
nych odborniki (gynekologii, imunologti, endokrinologti a dalSich).

V praci byl zjistén v souboru 305 Zzen vztah mezi buné¢nou imunitou a antifosfo-
lipidovymi protilatkami a kvalitou spermii partnerti vySetfovanych zen, jednalo se
zejména o nizky pocet spermii a porusenou integritu akrozomu. Zaveérem lze fici, Ze
stale se zhorSujici kvalita spermii ma nemaly podil nejenom na muzské neplodnosti jako
takové, ale 1 na aktivaci buné¢né imunity Zen, coZz miize mit za nasledek potrat.

Pfi srovnavani dvou diagnostickych testli ur¢enych k posouzeni bunééné imunity
infertilnich zen byl zjistén vztah mezi testem inhibice migrace leukocyti s antigeny
spermii a testem aktivace NK bunék s antigeny spermii, kdy zeny, které mély pozitivni
test inhibice migrace leukocyt, mély i zvySené procento aktivace NK bunék. Z toho
plyne, ze lze pro hodnoceni bunééné imunity u infertilnich pouzivat test aktivace NK
bun¢k s (antigeny spermii) za pouziti pritokové cytometrie, ktery je rychlejsi a jedno-
dussi na provedeni. Test inhibice migrace leukocytli pod agar6zou mize slouzit jako
dopliujici test ke komplexnimu hodnoceni bunééné imunity.

Jak bylo zminéno vyse, neplodnost a opakované potraceni ma multifaktorialni
pti¢iny. Bylo by proto v budoucnu vhodné zhodnotit vlivy Zivotniho stylu a véku na
bunétnou imunitu. Také by bylo vhodné zhodnotit uspésnost terapeutickych zasahu

k potlaceni patologické aktivace bunééné imunity.
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8 Seznam zkratek

ADAM
APA
ASA
ATHYR
AZPA
cCAMP
CD
CMV
CRISP
DN
CSF
DNA
EBV
EGF
EPF
GM-CSF
hCG
HLA
IFNy
IL

INH SP
INH TR
INS
InsPs
IVF
KIR
LEU
LIF
MHC
MRNA
NK

a disintegrin and metalloprotease

antifosfolipidové protilatky

protilatky proti spermiim

protilatky proti stitné zlaze

protilatky proti zona pellucida

cyklicky adenosinmonofosfat

Cluster of Differentiation

cytomegalovirus

cysteine-rich secretory protein

double negative

colony-stimulating factor

deoxyribonukleova kyselina

Epstein-Barrové virus

epidermal growth factor

faktor ¢asného téhotenstvi (Early Pregnancy Factor)
granulocytarni makrofagovy colony stimulating factor CSF
lidsky choriovy gonadotropin

hlavni histokompatibilni systém ¢lovéka

interferon gama

interleukin

test inhibice migrace leukocytli pod agardzou s antigeny spermit
test inhibice migrace leukocytt pod agardzou s antigeny trofoblastu
inseminace

inositol-1,4,5-trifosfat

in vitro fertilizace

Killer-Inhibiting Receptors

leukocyty

gen pro leukemia inhibitory factor, regula¢ni faktor

major histocompatibility complex

messenger (mediatorova) ribonukleova kyselina

natural killer buniky, pfirozeni zabijeci
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NKSP
NKT
NKTR
PAF-1
PIBF
PLC
PNK
PWM
STAT1
TCR
TF
TGF
Th lymfocyt
TLRS
TNFa
UNK
VITA
ZPI
B2GPI

test aktivace NK bunck s antigeny spermii
heterogenni podskupina T-lymfocyt

test aktivace NK s antigeny trofoblastu

1 -0-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-fosfocholin
progesteron — induced blocking factor
fosfolipaza C

periferni NK buiky

Pokeweed mitogen

signal transducer and activator of transcription
semi-invariantni T-lymfaticky receptor
tkanovy faktor

tumor growth factor

helper T-lymfocyt

gen pro toll-like receptor 8

tumor nekrotizujici faktor alfa

uterinni NK buiky

vitalita (spermif)

protein Z dependentni proteazovy inihibitor

B2-glycoprotein |
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