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Souhrn: Uvod acil studie: Uterinni NK (uNK) buriky jsou specializovanou subpopulaci NK (natural killer) lymfocyt( nachazejicich se vendometriu.
Hraji klicovou roliv regulaciimunitniodpovédia v procesuimplantace embrya. Cilem této studie je retrospektivnianalyza vysledkd |é¢by metodou
invitro fertilizace (IVF) v souboru Zen, které podstoupily imunofenotypizaci uNK bunék a na zékladé vysledkl tohoto vysetieni byly, nebo nebyly
lé¢eny imunomodula¢ni terapii. Metody: Studie zahrnovala 122 pacientek, které podstoupily imunofenotypizaci uNK bunék v obdobi od dubna
do prosince 2023. Imunofenotypizace byla provedena metodou pritokové cytometrie. Pacientky byly roztiidény do Ctyf skupin dle fenotypu
uNK bunék: normalni nalezy, nizké absolutni a relativni pocty uNK (LOW-IMMUNE profil), nizké pocty uNK v kombinaci s nezadoucim posunem
smérem k cytotoxickému uNKdim imunofenotypu (MIXED-IMMUNE profil) a normaini pocty uNK, ale nezadouci posun v poméru cytotoxickych
aregula¢nich uNK's cytotoxickym fenotypem (OVER-IMMUNE profil). Byly hodnoceny vysledky embryotransferu a vyskyt potratd do ukonéeného
12. tydne téhotenstvi v jednotlivych skupinach. Vysledky: Nejvyssi mira dosazeni klinické gravidity byla nalezena v |é¢ené skupiné OVER-
-IMMUNE (70 %), nasledované skupinou MIXED-IMMUNE (60 %). Skupina LOW-IMMUNE se od nelé¢ené NORMAL skupiny signifikantné nelisila
(p = 0,205). Nedostate¢na imunitni aktivace (LOW-IMMUNE profil) byla signifikantné nejcastéji sdruzena s prvotrimestralni téhotenskou ztratou
(p < 0,0001). Zavér: Tato studie pfinasi nové poznatky o potencialu imunofenotypizace uNK bunék a nasledné imunomodulacni terapie v 1é¢bé
poruch plodnosti. Ackoli vysledky naznacuji mozné klinické pfinosy, je zapotiebi dalsiho vyzkumu k potvrzeni téchto zjisténi a k objasnéni
mechanizmd, které vedou ke zlepseni vysledki 1écby technikami asistované reprodukce.

Klicova slova: uterinni NK buriky - imunofenotypizace lymfocyt( - invitro fertilizace — opakované selhani implantace — habitualni potraceni —
imunomodula¢ni [é¢ba

Summary: Introduction and objective: Uterine NK (uNK) cells, a specialized subpopulation of natural killer (NK) lymphocytes located in the
endometrium, play a crucial role in regulating the immune response and in the process of embryo implantation. This study aims to retrospectively
analyze the outcomes of invitro fertilization (IVF) treatment in a cohort of women who underwent uNK cell immunophenotyping with subsequent
immunomodulatory therapy applied based on the results. Methods: The study included 122 patients who underwent uNK cell immunophenotyping
between April and December 2023. Immunophenotyping was performed using flow cytometry. Patients were categorized into four groups according
to their uNK cell phenotypes: normal findings, low absolute and relative numbers of uNK cells (LOW-IMMUNE profile), low numbers of uNK cells
combined with the shift towards the cytotoxic uNKc dim immunophenotype (MIXED-IMMUNE profile), and normal numbers of uNK cells, but an
undesirable shift in the ratio of cytotoxic to regulatory uNK cells towards the cytotoxic uNK dim phenotype (OVER-IMMUNE profile). Embryo transfer
outcomes and the occurrence of miscarriages up to the 12" week of pregnancy were evaluated in each group. Results: The highest clinical pregnancy
rate was observed in the treated OVER-IMMUNE group (70%), followed by the MIXED-IMMUNE group (60%). The LOW-IMMUNE group did not differ
significantly from the untreated NORMAL group (P = 0.205). Insufficient immune activation (LOW-IMMUNE profile) was significantly associated with
first-trimester pregnancy loss (P < 0.0001). Conclusion: This study provides new insights into the potential benefits of uNK cell immunophenotyping
and subsequent immunomodulatory therapy in treating fertility disorders. While the results indicate possible clinical advantages, further research is
necessary to confirm these findings and elucidate the mechanisms leading to improved outcomes in assisted reproductive techniques.

Key words: uterine NK cells — lymphocyte immunophenotyping - in vitro fertilization - recurrent implantation failure — habitual miscarriage -
immunomodulatory therapy
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Uvod

Uterinni NK (uNK) buriky jsou specializo-
vanou subpopulaci pfirozenych zabijec
(NK — natural killer lymfocyt() nachazeji-
cich se v endometriu. Hraji klicovou roli
v regulaci imunitni odpovédi a v pro-
cesu implantace embrya. Mezi charak-
teristické CD znaky uNK bunék patfi vy-
sokd exprese CD56 a nizka exprese az
absence CD16 znaku, coz je odlisuje od
perifernich NK bunék, které maji nizkou
expresi CD56 a vysokou expresi znaku
CD16 [1].

Na zdkladé exprese povrchového an-
tigenu CD56 se uNK déli na dvé hlavni
subpopulace: dim a bright fenotyp. uNK
bunky s dim fenotypem (CD56dim) maji
nizsi expresi CD56 a vyssi expresi CD16,
cozZ je situace obdobna jako u cytoto-
xickych NK bunék periferni krve. Tyto
bunky hraji primarni roli v pfimé cyto-
toxicité a obrannych mechanizmech
proti infekcim a malignim burkam. uNK
buriky s bright fenotypem (CD56bright)
vykazuji vysokou expresi CD56 a nizkou
nebo zadnou expresi CD16. Tento feno-
typ je charakteristicky pro buriky, které
se podileji na regulaci imunitni odpo-
védi, v¢. produkce proangiogennich fak-
torl a cytokin(l. CD56bright uNK buriky
jsou klicové pro Uspésnou implantaci
embrya a pro udrzeni zdravého imunit-
niho mikroprostiedi béhem téhoten-
stvi, jelikoz podporuji remodelaci cév
a imunitni toleranci vici plodu [2]. PFi-
tomnost a spravna funk¢ni aktivita uNK
jsou nezbytné pro Uspésné téhoten-
stvi, nedostate¢na funkce ¢i pocet uNK
bunék muze vést k porucham implan-
tace, ztraté téhotenstvi nebo k téhoten-
skym komplikacim, jako je preeklampsie
nebo HELLP syndrom [3].

Diagnosticky vyznam kvantifi-
kace a imunofenotypizace uNK bunék
pro klinickou praxi je dosud prfedmé-
tem diskuzi. Nékteré studie naznacuji,
ze laboratorné prokazana nerovno-
vaha v zastoupeni populaci uNK bunék
mUze pfispivat k diagnostice sterility
a/nebo infertility [4,5]. Seshadariho me-
taanalyza viak zadny vyznamny rozdil

v procentualnim zastoupeni perifernich
a uterinnich NK bunék mezi neplodnymi
a plodnymi Zenami neprokazala [6].

Pfedkladana studie si klade za cil re-
trospektivné analyzovat vysledky |écby
metodou invitro fertilizace (IVF) v sou-
boru Zen jednoho klinického centra re-
produkéni mediciny, které podstoupily
v obdobi 1-4 mésicli pfed embryotrans-
ferem imunofenotypizaci uNK v biopsii
endometria metodou pratokové cyto-
metrie. Studie hodnoti jednotlivé imu-
nofenotypy uNK a jejich zastoupeni,
zvolené imunomodula¢ni lé¢ebné po-
stupy, miru dosazeni klinického téhoten-
stvi po embryotransferu a vyskyt potratQ
do ukonceného 12. tydne téhotenstvi
po transferu v jednotlivych kohortach
dle fenotypu uNK a zvolené terapie.

Pacientky a metodika
Byla provedena retrospektivni analyza
klinickych a laboratornich dat 122 pa-
cientek, které podstoupily uNK imuno-
fenotypizaci v obdobi od dubna do pro-
since 2023. Pacientky byly do souboru
zafazeny sousledné, k zatazovacim krité-
riim pattfila:

1. probihajici nebo absolvovana lécba
nékterou z technik asistované
reprodukce;

2. dostupnost relevantnich anamnestic-
kych a klinickych dat.

Laboratorni vysetieni
Vzorek endometria byl odebran pipe-
lou pro endometridlni biopsii 20.-24.
den menstrua¢niho cyklu postupem
dle Tersoglio etal. [7]. Vzorek byl zpraco-
van ihned po doruceni do laboratore. Ze
vzorku endometria byla vybrana vhodna
¢ast k analyze, a to kompaktni tkan en-
dometria bez viditeIné krevni kontami-
nace. Tkan byla promyta fosfatovym pu-
frem, osusena a zvazena. Nasledné byla
délozni tkan mechanicky dezintegro-
vana a homogenizovéna. Obsah homo-
genizatoru byl prefiltrovan do zkumavky
pres filtr s propustnosti 50 um.

uNK imunofenotypizace byla prove-
dena metodou pratokové cytometrie

modifikovanym postupem dle Harrity

etal. [8]. K bunéc¢né suspenzi byly pfi-

dany tyto fluorescen¢nimi barvami zna-

cené protilatky proti povrchovym bu-

nécnym antigentim:

1.CD56 PC7 (FL5) IQ test (A21692,
Beckman Coulter);

2.CD16 APC (FL6) ASRclone
398 (B008452110060, Beckman
Coulter);

3.CD45 Chrome orange FL10 (B36294,
Beckman Coulter);

4. CD3 (UCHT1) Pacific Blue™ FL
(PB-514-T100, Exbio).

Po inkubaci s protilatkami byly vzorky ly-
zovany. Pripravené zkumavky byly ana-
lyzovéany na pritokovém cytometru
NAVIOS (Beckman Coulter). Analyza na-
mérenych dat byla provedena pomoci
softwaru KALUZA.
Vysledky vysetfeni byly hodnoceny
s ohledem na referen¢ni rozmezi nor-
malnich hodnot uNK pro danou me-
todu a danou laboratof. Toto refe-
ren¢ni rozmezi bylo stanoveno analyzou
n = 3 431 nalezd viech vzork( dané la-
boratofe jako 5.-95. percentil namére-
nych hodnot nasledovné:
1. NK buriky (CD56+CD3-) ze vsech lym-
focytl: 21-60 %;
2. absolutni pocet NK bunék:
0,9-8,1 x 10%/gram tkané
3. NKCD56++ bright ze viech lymfocyta:
18-55 %;
4.T bunky (CD3+) ze viech lymfocytu:
33-71 %;
5.NKT bunky (CD3+CD56+) ze vsech
lymfocytd: < 8 %;
6. CD56+CD16+ z NK bunék (cytotoxické
NK, NKc): 7,5-25,0 %;
7.CD56+CD16 — z NK bunék (regulacni
NK, NKr): 73-91 %;
8. pomér NKr/NKc (index regulacni/cyto-
toxické NK): 3-11,5.

Statisticka analyza

Data byla analyzovana s pomoci soft-
waru MedCalc® Statistical Software
v. 22.026 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgie). Test normality dat byl proveden
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Tab. 1. Zakladni popisné charakteristiky vySetfeného souboru 122 Zen s poruchami plodnosti.
Tab. 1. Basic descriptive characteristics of the examined cohort of 122 women with fertility disorders.

Vék, roky, median (IQR)

Délka trvani diagn6zy neplodnosti, roky, median (IQR)

BMI, median (IQR)

FSH 1.-3. DC, IU/ml, median (IQR)
LH 1.-3. DC, IU/ml, median (IQR)
AMH, ng/ml, median (IQR)

Pocet predchozich vlastnich IVF cykld s punkci folikulG, median (min.-max.)

Pocet predchozich embryotransfer( s vlastnimi oocyty, median (min.-max.)

Pocet prechozich embryotransferd s donorskymi oocyty, median (min.-max.)

Pocet predchozich spontannich potratli do 12. tydne gravidity, median (min.-max.)

Parita, median (min.-max.)

38,0 (34,4-40,0)
5,9 (3,8-8,6)
23,0 (21,0-27,0)
8,06 (3,1-14,7)
6,3 (3,0-14,9)
1,11 (0-12,8)
2(1-10)
3(0-11)

0,79 (0-13)
1,08 (0-7)

0,26 (0-2)

AMH - Anti-Mdlleridnsky hormon, BMI - index télesné hmotnosti, DC - den menstrua¢niho cyklu, FSH - folikulostimulacni hormon,
IQR - interkvartilové rozmezi, IVF - in vitro fertilizace, LH - luteiniza¢ni hormon

AMH - Anti-Mdillerian hormone, BMI - body mass index, DC — day of the menstrual cycle, FSH - follicle-stimulating hormone, IQR - interquar-
tile range, IVF - in vitro fertilization, LH — luteinizing hormone

Shapiro-Wilksovym testem. Normalita
rozloZeni proménnych nebyla potvrzena,
proto byly dale pouzity neparametrické
statistické metody. Spojité proménné byly
prezentovany jako medidny a mezikvarti-
lové rozsahy (IQR), pfipadné rozpéti mini-
malnich a maximalnich hodnot, katego-
ridlni proménné jako absolutni a relativni
pocty. K porovnani analyzovanych skupin
byl pouzit Kruskal-Wallis(iv test pro spojité
proménné a Chi-kvadrat test pro katego-
rické proménné. Za statisticky vyznamnou
byla pfijata hodnota p < 0,05.

Vysledky
Z3kladni deskriptivni charakteristiky vy-
Setfeného souboru uvadi tab. 1.

U Zen starsich 35 let byly castéji pou-
Zity darované oocyty (p < 0,001). U Zen
s hodnotou indexu télesné hmotnosti
(BMI) prevysujici 30 kg/m? bylo zazna-
menano signifikantné méné gravidit po
IVF ET (p = 0,006) a ¢astéjsi pouziti daro-
vanych oocytl (p = 0,017).

Vysledky uNK imunofenotypizace
n = 122 zen byly roztfidény do Ctyf sku-
pin takto:

1. Normalni nélezy, tj. relativni a abso-
lutni pocty viech sledovanych lymfo-
cytarnich subpopulaci v referenénim

rozmezi. Tato skupina je dale v textu
oznacovana jako NORMAL.

2. Nizké absolutni a relativni poc¢ty uNK
pfi normalnim pomérném zastoupeni
NK bunék s regulaénim a cytotoxic-
kym fenotypem (tj. s normalnim in-
dexem NKr/NKc). Tento nalez byl hod-
nocen jako nedostatecnd imunitni
aktivace uterinniho buné¢ného mik-
roprostiedi a déle v textu je oznaco-
van jako LOW-IMMUNE profil uNK.

3. Normalni relativni a absolutni pocet
uNK, ale pomér uNKr/uNKc abnor-
malné vychyleny ve prospéch uNKc
s cytotoxickym fenotypem. Tento
nalez byl hodnocen jako cytotoxické
buné¢né mikroprostiedi a oznacen
jako OVER-IMMUNE profil uNK.

4.Snizené celkové (absolutni, relativni)
pocty uNK v kombinaci s abnormal-
nim pomérem uNKc/uNKr vychylenym
ve prospéch uNKc s cytotoxickym fe-
notypem. Tento nalez byl klasifikovan
jako smiseny a oznacen jako MIXED-
-IMMUNE profil.

Zastoupeni jednotlivych uNK imuno-
fenotypl a absolutni a relativni pocty
bunécénych populaci v jednotlivych pro-
filech uNK uvadi tab. 2.

U 48 % (n = 57) vy3etfenych Zen ne-
byla nalezena patologie uNK, témto pa-
cientkdm nebyla pfidana k dalsi [é¢bé
technikami asistované reprodukce imu-
nointervencni terapie. Z téchto 57 Zen
absolvovalo do 3 mésicl od vysetieni
UNK embryotransfer 43 Zen (75 %).

Zbylych 52 % (n = 65) vysetienych
zen vykazalo pfi uNK imunofenotypi-
zaci patologické vysledky. Z nich celkem
n =57 (88 %) absolvovalo do 3 mésicu
od uNK imunofenotypizace embryo-
transfer. K embryotransferu byla indiko-
vana lé¢ebna imunointervence, zastou-
peni jednotlivych [é¢ebnych protokold
uvadi graf 1.

Vysledky embryotransferu po uNK
imunofenotypizaci s imunointervenci
a bez imunointervence dle profild uNK
uvadi tab. 3. Vyplyva z ni, Ze nejvyssi
mira dosazeni klinické gravidity byla
nalezena v lécené skupiné OVER-IM-
MUNE, na druhém misté s jen mirné
nizsimi hodnotami byly vysledky v MI-
XED-IMMUNE skupiné. Skupina LOW-IM-
MUNE se od nelé¢ené NORMAL skupiny
v mife dosazeni klinické gravidity signi-
fikantné nelisila (Chi-square 1,603; hod-
nota p = 0,205 na hladiné vyznamnosti
0,05), pregnancy rate v nich odpovidala
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Tab. 2. Zastoupeni sledovanych subpopulaci lymfocytt v jednotlivych klinickych skupinach.
Tab. 2. Lymphocyte subpopulations in individual clinical groups.

Populace uterinnich lymfocytt

NK buriky (CD56+CD3) ze vsech lymfocytl, %

absolutni pocet NK bunék, 10° bunék/gram tkané

NK CD56++ bright ze vsech lymfocyt(, %

T bunky (CD3+) ze vsech lymfocytt

NKT bunky (CD3+CD56+) ze vsech lymfocytd, %

CD56+CD16+ z NK bunék (cytotoxické NK), %

CD56+CD16- z NK bunék (regula¢ni NK), %

pomér NKr/NKc (index reg/cytotox NK)

NORMAL - fyziologické relativni a absolutni pocty sledovanych lymfocytarnich subpopulaci;

Median (IQR)
NORMAL LOW-IMMUNE MIXED-IMMUNE OVER-IMMUNE P
n=>57 n=12 n=28 n=25
39,82 15,86 14,25 41,29 <0.0001
(33,04-47,04) (13,20-16,87) (13,36-16,72) (36,46-52,07) !
2,16 0,73 2,95 1,82 00053
(0,94-4,18) (0,32-0,99) (1,28-5,20) (0,53-3,8551) !
25,83 27,9 33,41 19,03 <0.0001
(26,64-45,17) (16,33-48,20) (25,13-42,80) (12,02-26,15) !
53,55 60,07 53,88 68,15 <0.0001
(44,53-61,89) (39,08-76,36) (49,24-67,16) (59,44-79,41) !
5,76 5,95 57 5,18 NS
(3,60-7,04 (4,03-7,82) (4,54-6,83) (3,90-8,35)
13,31 10,97 15,53 29,33 <0,0001
(9,63-17,30) (8,05-14,32) (10,44-21,0) (25,67-33,52)
85,37 88,23 73,56 57,84 <0.0001
(81,83-89,51) (84,25-91,15) (67,41-78,25) (62,77-71,72) !
6,43 8,05 3,41 2,28
(4,70-9,30) (5,90-11,42) (2,69-8,41) (1,88-2,76) SELL

LOW-IMMUNE - nedostate¢na imunitni aktivace endometrialnich lymfocyt(, nizké absolutni a relativni po¢ty uNK s normalnim indexem

NKr/NKc;

MIXED-IMMUNE - nizsi celkové (absolutni, relativni) pocty uNK a soucasné vysoké zastoupeni uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxicky profil uNK s normalnim nebo vyssim relativni a absolutnim poc¢tem uNK, ale s pomérem uNKr/uNKc vychylenym
ve prospéch uNKc (vysoké pocty uNK s cytotoxickym fenotypem).

NORMAL - physiological relative and absolute lymphocyte counts;
LOW-IMMUNE - insufficient endometrial lymphocytes’ immune activation, low absolute and relative numbers of uNK with normal NKr/NKc

index;

MIXED-IMMUNE - low absolute/relative uNK counts with high share of uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxic uNK profile with normal or high relative and absolute uNK counts, and with the uNKr/uNKc ratio deflected to

uNKc (high uNK counts with cytotoxic phenotype).

Graf 1. Lécebna imunointervence u Zen s patologickym uNK imunofenotypem.

I polyspecificky imunoglobulin

v dévce 50-100 mg/kg/cyklus, n =10

nitroZilni intralipid v monoterapii,
n=6

nitrozilni intralipid v kombinaci
s peroralnim nebo intramuskularnim
kortikosteroidem, n =8

nitrozilni intralipid + kortikosteroid
0,3 mg/mg/den + antioxidant
+ vaginalni progesteron, n =11

peroralni kortikosteroid v Gvodni
davce 0,3 mg/kg/den, n =20

Graph 1. Immune-modifying treatment in women with pathological uNK

immunophenotype.

primérné hodnoté ceského registru
asistované reprodukce pro median véku
38 let [9].

Dalsim sledovanym parametrem byl
¢asny potrat po embryotransferu (za-
mlkly nebo sponténni potrat do ukon-
¢eného 12. tydne téhotenstvi). Vysledky
uvadi tab. 4. Nedostate¢nd imunitni
aktivace uterinnich lymfocytd (LOW-
-IMMUNE profil) byla signifikantné cas-
t&ji sdruzena s prvotrimestralni téhoten-
skou ztratou.

Miru Zivé narozenych déti nebylo
mozné do doby vzniku této prace vy-
hodnotit, protoZe nékteré gravidity stale
probihaly. V souvislosti s Ié¢bou techni-
kami asistované reprodukce a konkomi-
tantni imunomodulaéni terapii je vsak
tento Udaj nevyznamny, protoze tého-
tenstvi mdze byt v celém svém pribéhu
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Tab. 3. Mira dosazeni klinické gravidity ve sledovanych skupinach (Chi-kvadrat test).
Tab. 3. Clinical pregnancy rates in the study groups (Chi-square test).

Klinicka gravidita po ET NORMAL
ano 10

ne 33
pregnancy rate % 34,9

LOW-IMMUNE MIXED-IMMUNE
5 15
7 10
41,7 60

NORMAL - fyziologické relativni a absolutni pocty sledovanych lymfocytarnich subpopulaci;
LOW-IMMUNE - nedostate¢na imunitni aktivace endometridlnich lymfocyt(, nizké absolutni a relativni pocty uNK s normalnim indexem NKr/NKc;
MIXED-IMMUNE - nizsi celkové (absolutni, relativni) pocty uNK a soucasné vysoké zastoupeni uNKc;

OVER-IMMUNE - cytotoxicky profil uNK s normalnim nebo vyssim relativni a absolutnim poctem uNK, ale s pomérem uNKr/uNKc vychylenym
ve prospéch uNKc (vysoké pocty uNK s cytotoxickym fenotypem).

OVER IMMUNE p
14 0,0014
6
70

NORMAL - physiological relative and absolute lymphocyte counts;
LOW-IMMUNE - insufficient endometrial lymphocytes’ immune activation, = low absolute and relative numbers of uNK with normal NKr/NKc

index;

MIXED-IMMUNE - low absolute/relative uNK counts with high share of uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxic uNK profile with normal or high relative and absolute uNK counts, and with the uNKr/uNKc ratio deflected to
uNKc (high uNK counts with cytotoxic phenotype).

Tab. 4. Potrat do ukonceného 12. tydne gravidity po embryotransferu (Chi-kvadrat test).
Tab. 4. Miscarriage before the 12" week of pregnancy after embryo transfer (Chi-square test).

n

sonograficky prokazany gestac¢ni vacek po ET

potrat do ukonceného 12. tydne gravidity
%

NORMAL LOW-IMMUNE MIXED-IMMUNE OVER-IMMUNE P
10 5 15 14 <0,0001
4 4 3
40 80 20 21

NORMAL - fyziologické relativni a absolutni pocty sledovanych lymfocytarnich subpopulaci;
LOW-IMMUNE - nedostate¢na imunitni aktivace endometridlnich lymfocytd, nizké absolutni a relativni pocty uNK s normalnim indexem NKr/NKc;
MIXED-IMMUNE - nizsi celkové (absolutni, relativni) pocty uNK a soucasné vysoké zastoupeni uNKc;

OVER-IMMUNE - cytotoxicky profil uNK s normalnim nebo vyssim relativni a absolutnim poc¢tem uNK, ale s pomérem uNKr/uNKc vychylenym
ve prospéch uNKc (vysoké pocty uNK's cytotoxickym fenotypem).

NORMAL - physiological relative and absolute lymphocyte counts;
LOW-IMMUNE - insufficient endometrial lymphocytes’ immune activation, = low absolute and relative numbers of uNK with normal NKr/NKc

index;

MIXED-IMMUNE - low absolute/relative uNK counts with high share of uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxic uNK profile with normal or high relative and absolute uNK counts, and with the uNKr/uNKc ratio deflected to
uNKc (high uNK counts with cytotoxic phenotype).

ovlivnéno fadou faktord, které nemaji
zaddnou souvislost s IVF a podévanou
[é¢bou.

Pfehled pouzitych imunointerven¢-
nich postupt dle profilu uNK ve vztahu
k dosazenym hodnotdm pregnancy rate
uvadi tab. 5. Vyplyva z ni, Ze intralipidy
v kombinaci s kortikosteroidy u pacien-
tek v OVER-IMMUNE a MIXED-IMMUNE
profily byly sdruzeny s nejvyssi mirou
dosazeni klinického téhotenstvi.

Diskuze
Pfedkldadand prace je pfrispévkem
k diskuzi o klinickém pfinosu imuno-

fenotypizace uterinnich NK bunék k dia-
gnostice a l1é¢bé poruch plodnosti. Re-
trospektivné analyzuje vliv rliznych imu-
nofenotypd uNK na uUspésnost Iécby
pomoci technik asistované reprodukce.
Jednim z klicovych poznatkl této studie
je identifikace rdznych imunofenotypt
uNK a jejich vliv na Uspésnost embryo-
transfer( a prikaz signifikantné vyssi
miry dosazeni klinické gravidity u zen,
které byly na zakladé vysledk(i vysetieni
uNK léceny personalizovanou imuno-
modulacni terapii.

Praci tak lze zafadit po bok studie
némeckych autord [10] prokazujici

v souboru n = 147 pacientek s habitual-
nim potracenim na vysoké zastoupeni
cytotoxickych NK bunék v endometriu
nebo k rakousko-némecké praci z roku
2020 [11], kterd v souboru 613 Zen s ha-
bituaInim potracenim a 185 Zen s opako-
vanym selhanim implantace embrya do-
spéla k podobnym zavérim.

Nase prace navazuje na studie Ul¢ové-
-Gallové etal. zlet 2017-2018 [12,13], lisi
se ale pouzitou metodou analyzy uNK.
Zminéné pracovni skupiné patfi v CR ve
vySetfovani uNK priorita. K vySetfeni uNK
pouzili plzensti autofi imunohistoche-
mickou metodu, coz je technika, ktera

10
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Tab. 5. Lécebné protokoly dle jednotlivych imunofenotypti uNK a dosazeni klinického téhotenstvi.
Tab. 5. Treatment protocols according to individual immunophenotypes of uNK and achievement of clinical pregnancy.

Lécebny postup

intralipid v monoterapii

intralipid a kortikosteroid (p.o. nebo i.m.)

intralipid + kortikosteroid p.o. + antioxidant + progesteron

kortikosteroid p.o.

polyspecificky imunoglobulin

LOW-IMMUNE ~ MIXED-IMMUNE OVER-IMMUNE gr':"',:;f;a ]
0 4 2 4/6 (66 %)
0 5 3 6/8 (75 %)
g 8 3 10/11 (91 %)
Y 8 12 9/20 (45 %)
Lt 0 0 5/10 (50 %)

NORMAL - fyziologické relativni a absolutni pocty sledovanych lymfocytarnich subpopulaci;
LOW-IMMUNE - nedostate¢na imunitni aktivace endometrialnich lymfocyt(, nizké absolutni a relativni pocty uNK s normalnim indexem

NKr/NKc;

MIXED-IMMUNE - nizsi celkové (absolutni, relativni) pocty uNK a soucasné vysoké zastoupeni uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxicky profil uNK s normalnim nebo vy3sim relativni a absolutnim poc¢tem uNK, ale s pomérem uNKr/uNKc vychylenym
ve prospéch uNKc (vysoké pocty uNK s cytotoxickym fenotypem).

NORMAL - physiological relative and absolute lymphocyte counts;
LOW-IMMUNE - insufficient endometrial lymphocytes’ immune activation, = low absolute and relative numbers of uNK with normal NKr/NKc

index;

MIXED-IMMUNE - low absolute/relative uNK counts with high share of uNKc;
OVER-IMMUNE - cytotoxic uNK profile with normal or high relative and absolute uNK counts, and with the uNKr/uNKc ratio deflected to
uNKc (high uNK counts with cytotoxic phenotype).

umoznuje detekci specifickych pro-
teinG v bunkéch tkadnovych fezl. Tento
postup zahrnuje fixaci a fezdni tkané,
inkubaci s priméarnimi a sekundéarnimi
protildtkami a vizualizaci pomoci mik-
roskopie a poskytuje informace o lokali-
zaci a expresi proteinl pfimo v kontextu
tkanové architektury. Nami pouzitd me-
toda prutokové cytometrie umoznuje
rychlou a kvantitativni analyzu fyzikal-
nich a chemickych vlastnosti bunék ve
vzorku suspendovaném v kapalném
médiu. Buriky prochazeji proudem teku-
tiny pres laserovy paprsek, ktery excituje
fluorescencné znacené protilatky nava-
zané na specifické bunécné povrchové
antigeny. Detektory méfi fluorescencni
signaly, coz umoznuje stanoveni poctu
a typl bunék, jejich velikosti, granula-
rity a exprese povrchovych markerd.
Domnivame se, ze pritokova cytome-
trie je pro detailni a kvantitativni ana-
lyzu komplexnich bunéénych populaci
vhodnéjsi, imunohistochemie je cen-
néjsi pro lokalizaci proteinC v tkariovém
kontextu. Cytometricka analyza navic
umoznuje rychlou analyzu tisict bunék
za sekundu, coz poskytuje statisticky vy-
znamné mnozstvi dat v kratkém case,
poskytuje pfesnd kvantitativni data

o expresi sledovanych marker(, umi si-
multdnné detekovat vice markerd na
jednotlivych bunkach pomoci rznych
fluorochromd, coz umoznuje detailni fe-
notypizaci bunéénych populaci.

Ptinos nasi studie lze spatfovat téz
v tom, Ze analyzuje [é¢ebné imunomo-
dula¢ni postupy, které byly k ovlivnéni
uterinniho mikroprostredi pouzity. Nase
vysledky se dosti pfiblizuji personalizo-
vanym lé¢ebnym postuptm francouz-
skych autor(i Lédée etal. [14,15], byt
samoziejmé imunologické profilovani
endometria provadi tato vyzkumna sku-
pina zcela odlisnym zpGsobem [16]. Stu-
die Lédée etal. hodnotila vysledky imu-
nomodula¢ni terapie v kohorté 215 Zen,
které byly l1éceny:

a) nizkodavkovym aspirinem a/nebo niz-
komolekularnim heparinem;

b) systémovymi kortikosteroidy s aspiri-
nem, nebo bez aspirinu, ¢i heparinu;

¢) hydroxychlorochinem;

d) intralipidy.

Lécené pacientky mély v této stu-
dii signifikantné vyssi miru kumulativ-
niho poctu Zivé narozenych déti nez
imunologicky neléc¢ené Zeny (43,0 vs.
34,8 %; p = 0,04), pticemz Zeny lécené

systémovymi steroidy a intralipidy mély
ve srovnani s imunologicky neléce-
nymi Zzenami az 2krat vétsi Sanci na na-
rozeni zivého ditéte (OR 2,0 pfi 95% Cl
1,1-3,7 pro kortikosteroidy a OR 1,8 pfi
95% Cl 0,9-3,6 pro intralipidy).
Aktualné jiz neni sporu o tom, Ze
Uspésna implantace plodu vyzaduje
peclivé fizené zapojeni imunitniho sys-
tému matky do procesu [17]. Jednou
z moznych pfic¢in selhani implantace
embrya nebo ¢asné ztraty téhotenstvi
mohou byt aberantni imunitni funkce,
avsak jasné dikazy pro klinicky pfinos
testovéani dosud chybi. Je potfeba de-
klarovat, ze existuji jak studie a meta-
analyzy dokladajici vyznam uNK imu-
nofenotypizace [18,19], ale i studie se
zcela opacnymi vysledky [20,21]. Ev-
ropskad spolec¢nost pro humanni re-
produkci a embryologii (ESHRE) proto
aktudlné nedoporucuje uNK imunofe-
notypizaci k rutinnimu pouziti pfi dia-
gnostice zenské neplodnosti [22]. Nase
studie v3ak naznacuje, ze toto vyset-
feni mUze byt pfinosné v urcitych klinic-
kych situacich, a to zvlasté tehdy, pokud
standardni diagnostické a terapeu-
tické postupy selhavaji. uNK imunofe-
notypizace poskytuje cenné informace
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o stavu buné¢né imunity v endomet-
riu a mGze ovlivnit volbu lé¢ebné stra-
tegie. Nase data naznacuiji, ze personali-
zovana lécebnd imunointervence muize
vést k dosazeni vy3si miry klinické gravi-
dity. Tento pfistup by mohl predstavovat
novy standard péce u vybranych skupin
pacientek, pfispét k individualizaci lé¢by
neplodnosti a zvysit $anci na Uspésné
téhotenstvi.

Nase prace mé i slaba mista, ke kterym
patfi v prvni fadé relativné maly pocet
pacientek, a tedy mozny vybérovy bias,
ktery by mohl ovlivnit vysledky. Jsme
si védomi toho, Zze nelze jednoznacné
urcit, zda byla imunomodula¢ni terapie
pficinou zlepsenych vysledk(, nebo zda
k tomu pfrispély i jiné faktory — klamna
korelace (spurious correlation) mUze
vést k chybnym zavérim, pokud neni
peclivé analyzovéna a interpretovéna.
Obecnym nedostatkem retrospektivnich
studii v¢. nasi je nemoznost randomizace
a zaslepeni. Nedostate¢nd standardizace
v metodach méreni a hodnoceni vy-
sledkd mezi rznymi studiemi hodnoti-
cimi fenotyp uNK komplikuje srovnavani
nasich zjisténi s jinymi vyzkumy. Dalsi li-
mitaci nasi prace je nedostatek dlouho-
dobych Udajd o bezpecnosti a Ucinnosti
pouzitych imunomodulacnich postup(,
coz podtrhuje potfebu dalSiho vyzkumu
v této oblasti.

Zaver

Nase studie pfindsi nové poznatky
o potencidlu imunofenotypizace uNK
bunék a nasledné imunomodulacni te-
rapie v lé¢bé poruch plodnosti. Pre-
zentovana data naznacuji mozné kli-
nické ptinosy, zapotrebi je vsak dalsiho
vyzkumu k potvrzeni téchto zjisténi
a k objasnéni mechanizm{, které vedou
ke zlepseni vysledkd téhotenstvi. Je

nutné provést rozsahlejsi a Iépe kont-
rolované studie, které by zahrnuly vétsi
pocet pacientek a standardizovaly dia-
gnostické a terapeutické postupy. Pouze
tak mGzeme ziskat presvédcivé du-
kazy, které by mohly podpofit Sirsi kli-
nické pouziti imunofenotypizace uNK
bunék a s ni spojenych terapeutic-
kych intervenci v oblasti reprodukéni
mediciny.
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