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Implantace ¢asného embrya a dale prubéh gravidity je velmi zavisly na vybalancova-
ném neuro-endokrinné imunitnim systému. Chybi-li rovnovédha téchto ¢asti, pak proces
otéhotnéni rizné selhava. Zanorovani embrya do sekre¢niho endometria je ovlivnén kom-
plexnim procesem, pfi kterém napf. vysoka hustota lokalnich ,,pfirozenych zabijecli* —
natural killer cells (NK bb) miZe ovlivnit nejen inicidlni, ale i pozdéjsi pribéh gravidity.
NK bb obecné patii mezi lymfocyty, zdkladni heterogenni predstavitele bunééné imunity
vibec. Maji pfirozenou cytotoxicitu predevsim v antiinfekéni imunité, nici viry, bakterie
hlavné tim, Ze produkuji cytotoxické cytokiny nebo jsou témito cytokiny prave aktivovany,
destruuji také tumorézni tkdné. Pro imunologii reprodukce jsou vyznamné NK bb nesouci
znaky CD56+ a CD16+. Mira cytotoxicity zavisi na expresi téchto znakd. NK bb maji dalsi
vlastnosti jako je regulacni funkce za podpory regula¢nich T-lymfocytd a dendritickych
bunék. Vime, Ze NK bb jsou zvySené v dobé implantace a jejich cytotoxicky charakter
miuZe byt vystupniovan v piipad€ prevahy Th1 bunééné odpovédi (3, 4). Prosperujici zdrava
gravidita vyZaduje vybalancovany pomér té€chto bunék. NK bb disponuji tedy regula¢nimi
i efektorovymi funkcemi (napf. rejekce transplantdtu apod.). Dnes uz se vi (1, 2,4, 8,9),
Ze naprt. podle hustoty exprese znakli mizeme bezpecné urcit NK bb s vysokou mirou
cytotoxicity nebo naopak velmi malou. Jako diagnosticky test se v soucasné dobé pouzivaji
predevsim ddaje o hladinach celkového poctu NK bb v krvi. NK bb jsou nositeli celé fady
povrchovych znakti, my jsme si vybrali pro nasi screeningovou studii NK buriky exprimu-
jici znaky CD56+ a CD16+ v krvi a v klidovém endometriu u Zen opakované potracejicich,
u kterych jsme jednoznacné vyloucili anatomickou, genetickou a hematologickou pfi¢inu.
Imunologickd, v podobé antifosfolipidového syndromu primarniho nebo sekunddrniho,
je soucasti vySetfovaciho panelu reprodukéni imunologie. Psychogenni nadstavbu nelze
nikdy spolehlivé vyloucit.
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MATERIAL A METODIKA

Z Poradny pro imunologiii reprodukce pii Genetice — Plzeii, s.r.0. jsme po podepsaném
informovaném souhlasu peclivé vybrali pacientky k vySetfeni endometridlnich NK bb.
V této praci jsme se zaméfili na jiz kompletné vySetienych 57 Zen ve véku 25-41 (pramér
34) let, které mély 3-9 spontdnnich potratii nebo missed abortion. Zaméfujeme se také na
dobu uZivani hormondln{ antikoncepce pfed rozhodnutim otéhotnét. Sledujeme peclivé
i pracovni anamnézu a to predevsim s ohledem na stres. U téchto uZ z poradny néhod-
né vybranych pacientek jsme provedli screeningové imunologické vySetieni k potvrze-
ni nebo vylouceni antifosfolipidového syndromu, pfitomnosti vrozenych trombofilnich
stavl a dale jsme se zaméfili na analyzu buné¢né imunity v krvi a endometriu cilené na
identifikaci lymfocyti se znaky CD56+ a CD16+. Krev odebirdme v ten samy den té€sné
pred uvedenim pacientky do kratké anestezie s analgesii pfed ¢asovanou hysteroskopii
22 .-24.den cyklu.

Hysteroskopii provddime diagnostickym 5 mm hysteroskopem v kratké celkové anes-
tesii, vzhledem k ¢asté nulliparité s volné neprostupnym déloznim hrdlem a vzhledem
k nésledné abrazi endometria. Dilatace déloZniho hrdla neni vétSinou nutnd. Vykon pro-
vadime v ambulantnim reZimu, bez nutnosti hospitalizace. Nezaznamenali jsme Zadnou
komplikaci hysteroskopického vykonu v tomto souboru pacientek.

Pocet leukocyti a lymfocyti vySetfujeme metodou pritokové cytometrie na pristro-
ji Cel-dyn Ruby (v laboratofi Privamed), subpopulace lymfocytd CD3+, CD4+, CD8+,
CD19+ a NK bb. CD16+56+ pak na pfistroji Coulter Beckman.

Profil antifosfolipidovych protildtek proti kyseliné fosfatidové, fosfatidylserinu, fos-
fatidylinositolu, fosfatidylglycerolu, fosfatidyletanolaminu, proti beta-glykoproteinu 1,
kardiolipinu, annexinu V v izotypech IgG a IgM vySsetfujeme pomoci konven¢ni ELISA
metody.

Imunohistochemicka vysetfeni sliznice délozni pfipravované klasicky z parafinovych
fezi provadime pomoci mysi monoklondlni protilatky CD16 a CD56 (Novocastra™ firmy
Leica Microsystems GmbH, Velka Britdnie). Soucasné sledujeme v tkdnich korporédlniho
endometria i hormondlni odezvu.

VYSLEDKY

Hormondlni antikoncepci (HAK) neuZivalo nikdy pét Zen, zbytek od 2—15 let, vice
nez 10 let mélo hormondlni antikoncepci 21 pacientek. Primérnd dobé uzivani HAKu je
6,9 let.

Pracovni zatéz: 15 pacientek ma délnickou profesi (dvé z nich pracuji s chemikalie-
mi), 30 dfednickou drdhu, 12 Zen jsou vysokosSkolacky, 4 z nich 1ékarky s pravidelnymi
4-12 no¢nimi sluzbami do mésice. APA syndrom byl pritomny u 18/57. Leidenskou muta-
ci, homozygotni formu, jsme diagnostikovali celkem u tfi pacientek. Bunécnd imunita
v krvi u vSech sledovanych pacientek vykazovala zcela normdlni rozlozeni lymfocytt pro
znaky CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD16+, CD56+.
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Tabulka €. 1 prezentuje ndlez endometridlnich NK bb CD56+ a NK bb CD16+. Nalezli
jsme vysokou densitu NK bb CD56+ u 41/57, a NK bb CD16+ u 40/57, oboje NK bb

CD56+ a NK bb CD16+ pak u 36/56. U 13/57 jsme zvySenou densitu sledovanych NK bb
ve sliznici délozni nenalezli.

Tab. 1 Vysledky imunohistochemického vySetieni endometria na NK bb CD56+ a NK bb CD16+ u pacientek
opakované potracejicich

Pozitivni nalezy Neghativni nalezy

CD56+ CDI16+ CD56+ CDI16+
41/57 40/57 36/57 13/57

NK CD56+

Obr. 1 Immunohistochemie endometria pfi sledovani NK bb CD56+

NK CD16+
negativni pozitivni

Obr. 2 Immunohistochemie endometria pfi sledovani NK bb CD16+
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DISKUSE

Nadmérné mnozstvi, tedy patologicky ndlez, perifernich NK bb a endometridlnich NK
bb v animélnim i lidském modelu je spojovén se selhdnim reprodukce (8). Na druhou
stranu ale vime, Ze NK bb obecné jsou velmi dulezité v procesu implantace, v obdobi
decidualizace, participuji na placentdrni invazi, usnadnuji vaskularizaci za pomoci dalSich
imunologickych faktort, jako jsou makrofiagy, dendritické buriky, které de facto modu-
Iuji imunitn{ systém do odpovédi Th2/Treg. Je prokdzano (12), Ze nerovnovaha v lokal-
ni buné¢né imunité muze vést k poruseni imunologické tolerance, k nastoleni zvysené
fagocytarni aktivity a pfesmyku na Th1/Th17 (3) a tim i k nardstu embryocytotoxickych
cytokint, predev§im TNF-alfa a INF-gama. Byla opakované prokazovand zvysend aktivita
endometridlnich NK bb pravé u Zen s opakovanym selhdvanim implantace, ale i ztraty
Casnych plodu (15).

Nektefi autofi (11) povazuji jen zvySené hladiny perifernich NK bb CD16+ za puvodce
opakovaného implanta¢niho selhdvani s tim, Ze periferni NK indukuji vznik endomet-
ridlnich NK bb. Jin{ autofi (13) informuji o tom, Ze neni vyznamny rozdil mezi poctem
NK bb, B a T lymfocytti v porovnani s vysledkem 1écby IVF a vysledkem prosperujicich
gravidit. Upozoriiuji i na to, Ze pacientky, které mély vysoké NK bb v krvi, nemély vyssi
pocet predchozich t€hotenskych ztrat po in vitro fertilizaci ve srovnéni s pacientkami, které
mély pocty perifernich NK bb zcela normadlni.

Je jasné, Ze zanétliva imunitni reakce ovladand pravé bunécnou (NK bb) imunitou
sehrava kliCovou tlohu pfi poruchdch reprodukce (selhdvani implantace, potraty). Je-li
dysregulace mezi NK bb a T lymfocyty pravé v endometriu, pak dochdzi ke vzniku cyto-
toxického prostiedi pfimo v dé€loze a tento stav pak vede ke zhorSené proliferaci a diferen-
ciaci trofoblastu, poruseni angiogeneze a zvySenému oxidativnimu stresu v disledku lokal-
nich ischemickych zmén. U Zen, které opakované potraceji, jsou velmi ¢asté abnormality
T-bunék se zvySenou odpoveédi Thl a Th17 a snizenou Th2 (3, 6). Lee et al. (7) prokazal,
Ze u 76 % pacientek s prozatim idiopatickym opakovanym potracenim mélo v diferenciaci
bunééné imunity velké odchylky pravé smérem k nepriznivé, Th1l bunééné odpovédi.

V nasi prici jsme ale jednoznacné prokdzali, Ze endometridlni NK buiiky, jsou pfitomné
v rizné hustoté i v ,,netéhotném* endometriu. Tyto bunky proliferuji v sekre¢ni fazi béhem
menstruacniho cyklu (8, 9), béhem tspésné implantace se jesté dal opakované mnozi, prak-
ticky do konce prvniho trimestru jako NK bb zna¢ené CD56™¢"a CD16 +. Jejich ptvod je
zahalen nékolika hypotézami, které ale zasahuji do vysoce podrobnych imunologickych
uvah, prakticky nad rdmec naseho praktického sdéleni.

Jedna z poslednich praci (5) podtrhuje tu skutecnost, Ze periferni i endometridln{
NK bb se mohou vyrazné odliSovat podle jejich receptorové exprese, mnozstvi a akti-
vity. Studie se zaméfila na sledovani perifernich poéti bunék se znaky CD45+, CD3+,
CD56+, CD16+ pritokovou cytometrii, a imunohistochemicky sledovala pfitomnost NK
bb CD56+ v endometriu lutedlni faze u 268 Zen po jednom, dvou a tfech potratech. Studie
porovnévala jednotlivé subsety s tim, Ze prokdzala vySsi pocty hodnoty perifernich lymfo-
cytli CD45 + CD3-DR + (p < 0,01) a CD45 + CD3 + CDS8 + DR + (p = 0,04), které byly
spojeny s vysSimi pocty endometridlnich NK bb. Studie ale neprokdzala jednozna¢nou
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spojitost mezi perifernimi a lokdlnimi NK bb, ale domnénku, Ze by snad aktivované NK
bb, B a T lymfocyty mohly poskytovat cytokiny pro diferenciaci endometridlnich NK bb.

Také nase predbézné vysledky (studie ale dale pokracuje) svédci o tom, Ze pocet peri-
fernich NK bb pacientek opakované potracejicich je zcela normdlni, ale u nékterych Zen
jsou zcela vyrazné vysoké NK bb endometridlni. Podle Vassiliadou et al. (15) dochédzi
u potracivych k naruSeni imunologické tolerance mezi matkou a plodem pravé ve prospéch
cytotoxickych NK bb CD56¢" . 1 kdyZ nemdme zatim moZnost ur¢it jemnou diferenciaci
uterinnich NK bb CD56”%" od CD564" (jednd se o zcela odlisné funkce), pfeci jenom se
domnivame, Ze ndpadné zvysend densita endometridlnich obecné NK bb CD56+ a CD16+
informuje o vystupiiované lokdIni bunécné imunité prave v sekrecni fazi endometria, ktera
mize sehravat dilezitou roli i v implantaci a v prib&hu casné gravidity. Kdyby se jednalo
o imunogenni aktivitu sméfovanou k toleranci matka-plod a ne k proliferaci prozanétlivych
bunék a jejich faktori, pak by pacientka opakované nepotracela z divodu pravé prokdza-
ného imunologického selhdvani.

Tang et al. (12) provedl analyzu 783 publikaci z let 1950-2010 a zaméfil se cilené na
studie endometridlnich a perifernich NK bb, na jejich hustotu s ohledem na idiopatickou
infertilitu. V rozboru praci vy¢ita autorim, Ze laboratorni diagnostika abnormadlni hustoty
NK bb, nésledny potrat nebo jeho rekurence sméfovand k 1é¢beé, neni spravné dokumen-
tovand, nesméfuje k vysledku, tedy uspésne gravidité. Tato kompilatni prace (12) pfimo
vyzyva k dal$im studif, které potvrdi nebo vyvrati ilohu hodnoceni NK bb, které jsou
prediktivnim screeningem pro cilenou imunoterapii u Zen se snizenou plodnosti.

Jiné studie (10) vyzdvihuji pfednosti NK bb (sekrece i ,,hodnych* cytokind, Gcast na
angiogenezi apod.) v preimplantaénim endometriu, pfedevs$im Casné t€hotenské deciduy.
Upozoriiuje vSak i na to, Ze zvySend nadprodukce uterinnich NK bb se snoubi se selhava-
nim gravidity. Domniva se, Ze tato patologicka situace je dobfe ovlivnitelnd kortikoidni
terapii. I tato studie vyzyva ke sledovani endometridlnich NK bb, kterymi miZeme odhalit
imunologicky defekt v endometriu véas a ktery nds nasméruje k cilené budouci imuno-
modulaéni 16¢be.

V nasi prezentované skupiné infertilnich pacientek téméf tfetina z nich uzivala hormo-
ndln{ antikoncepci vice nez 10 let, u vétSiny z nich jsme diagnostikovali jeSté navic anti-
fosfolipidovy syndrom, stres a jinou profesiondlni zat€z, kterd miZze narusit synchronizaci
neuro-endokrinné imunitniho systému. Multifaktoridlni pfic¢ina snizené plodnosti v nasto-
leni ziskané autoimunitni patologii jesté vice prohlubuje problém bunécné a protildtkové
imunity (14). V soucasné dobé jsme schopni vhodné stanovenou imunomodulaéni 1é¢bou
cilenou na NK bb a jiné napt. protilatkové faktory sledované v reprodukéni imunologii
navodit stav imunotolerance matka—plod.

ZAVER
V tomto pribézném zaméfeni na bunécnou imunitu jsme prokédzali dilezitou skutec-

nost, Ze pocty perifernich NK bb nekoreluji s hustototu endometridlnich NK bb u pacien-
tek s opakovanymi ztratami t€hotenstvi. Z naSeho perspektivniho sledovani infertilnich
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pacientek vyplyva, Ze endometrialni NK bb sehrdvaji dulezitou dlohu nejen fyziologickou,
ale pii vysoké hustoté i patologickou v podobé nadprodukce embryocytotoxickych cyto-
kint (1).

SOUHRN

vvvvvv

ho systému. Jsou pfitomny v krvi, v decidue, ale i v sekre¢nim endometriu. Maji vyznam
pri implantaci, ale mohou svou zvySenou buné¢nou aktivitou i negativné ovlivnit repro-
dukeni proces. Sledujeme vztah hustoty NK bb CD56+ a CD16+ v krvi a v sekreénim
endometriu u pacientek s doposud nevysvétlenym opakovanym potracenim. Soucasné se
zaméfujeme na antifosfolipidovy syndrom, vrozené trombofilni stavy, stres a délku hor-
mondlni antikoncepce pred pocetim. Doposud jsme vySetfeli 57 Zen ve véku 25-41 let
(pramér 34) s anamnézou 3-9 potratl. Sledovali jsme jejich krevni buriky priitokovou
cytometrii a imunohistologicky endometrium z hysteroskopie provedené 22.—24. den men-
struacniho cyklu. Soustiedili jsme se pfedevsim na analyzu bunééné imunity zamétfené na
identifikaci lymfocyti se znaky CD56+ a CD16+. Antifosfolipidové protilatky jsme vySet-
fovali pomoci ELISA metody. Studie pokracuje. Vysokou hustotu endometridlnich NK bb
CD56+ jsme nalezli u 41/57, NK bb CD16+ u 40/57, oboje, NK bb CD56+ a CD16+ pak
u 36/57 pacientek. U 13 Zen jsme tyto buniky v sekrecnim endometriu nalezli jen sporadic-
ky. NK bb CD56+ a CD16+ v krvi mély vSechny pacientky zcela v normdlnich hodnotach.
Tfi z nich maji pozitivni Leidenskou mutaci v homozygotni formé, 18/57 pak prokdzany
antifosfolipidovy syndrom, 12 jsou vysokoskolacky, 4 z nich lékatrky slouzici pravidelné
no¢ni sluzby v nemocnici. Zvyseny pocet NK bun¢k v endometriu je spojen s nadmérnou
aktivitou embryocytotoxickych cytokini, které mohou negativné ovlivnit téhotenstvi. Imu-
noterapie pacientek s patologickymi imunologickymi nalezy feSime pfisné individudlné.

Comparison of density of nature killer cells (NK bb) CD56+ and CD16+
in the blood and endometrium in women with repeated abortions

SUMMARY

Natural killer cells (NK cells) are among the most important cells of our immune
defense system. They are present in the blood, decidua but also in secretory endometrium.
We investigate an association between density of NK cells CD56+ and NK cells CD16+
into blood and secretory endometrium in patients with up to now unexplained recurrent
miscarriage. At the same time, we focused on diagnosis of antiphospholipid syndrome,
congenital trombophilic factors, stress factor, and lenght of hormonal contraception before
pregnancy. We studied 57 patients aged 25—41 (average 34) years with their history of
3-9 abortions. We monitored their blood cells by flow cytometry and immunohistology
of endometrium obtained by hysteroscopy performed on the 22nd-24th day of the
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menstrual cycle. We concentrated on the cellular immunity focused on the identification
of lymphocytes CD56+ and CD16+. ELISA method was used for identification of
antiphospholipid antibodies. Our study goes on. We found a high density of endometrial
NK cells CD56+ in 41/57, NK cells CD16+ in 40/57, both NK cells CD56+ and CD16+
in 36/57 patients. In 13 women, we identified only sporadically these cells in the secretory
endometrium. NK cells CD56+ and NK cells CD16+ in the blood were all normal number
in all our patients. Three of them have a homozygot form of Leiden mutation, and 18/57
primary antiphospholipid syndrome, 12 women have university education, four of them,
medical doctors, have regular night services in the hospital. Overproduction of endometrial
NK cells is associated with increased local activity of embryocytoxic cytokines that
may negatively affect pregnancy. Immunotherapy in female patients with pathological
immunological findings must be solved individually.
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