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NK buňky

• Lymfocyty s různými biologickými účinky 
• cytotoxická aktivita
• Regulační funkce – cytokiny, chemokiny

• V PK dvě populace 
• CD56+-CD16+ (cytotoxické, 90% NK)
• CD56++CD16- (regulační – sekrece cytokinů)

• V děloze a deciduu – odlišná subpopulace od PK
• Fenotypově podobné (ale ne identické) populaci CD56++CD16- v PK
• Dominující leukocytární populace v endometriu, nárůst během menstruačního cyklu, maximum v rané 

fázi těhotenství (až 75%)
• Zvýšená exprese řady povrchových proteinů (lektinové receptory, KIR, tetraspaniny, integrinové

podjednotky)
• Aktivované uNK produkují angiogenní faktory (VEGF a ANG2) a velké množství cytokinů (GM-CSF, CSF-

1, TNF-α, IFN-g, TGF-β, LIF, IL2, CXCL10 a CXL12



Přirozeně cytotoxické buňky
• Přirozené lymfoidní buňky (ILC)

• Nemají antigenně specifický receptor
• Lymfoidní buněčná morfologie
• Lokalizace v různých tkáních, orgánech i PK
• Fenotypová i funkční paralela k Th lymfocytům

• NKT buňky
• Přítomnost TcR a CD3
• Ve všech tkáních a orgánech těla
• Identifikace neproteinové Ag především 

lipidového typu (prezentované prostřednictvím 
molekuly CD1d)
• Regulace obranného (poškozujícího) zánětu

Science, this issue 10.1126/science.aaa6566

https://science.sciencemag.org/lookup/doi/10.1126/science.aaa6566


Membránové receptory
• Funkce NK buněk je regulována souhrou signálů vycházejících z 

aktivačních a inhibičních receptorů
• Aktivační receptory (KAR)

• lektinové CLR (NKG2D), Imunoglobulinové NCR (Nkp46, Nkp30, Nkp44), SLAM 
(2B4, DNAM-1), FcγRIII (CD16)

• Rozpoznávají heterogenní skupinu ligandů, které se objeví na povrchu v 
důsledku stresu, infekce, maligní konverze

• Aktivace tyrosinové kinázy – fosforylace transkripčních faktorů – přepis genů -
aktivace

• Inhibiční receptory (KIR)
• KIR Ig-like (KIR2DL1,2 - CD158, KIR3DL1 - CD158c), CLR (NKG2A - CD159, CD94, 

NKRPI - CD161)
• Ligandy – molekuly HLA I. Třídy (HLA-C, B, E)
• Aktivace fosfotyrosinových fosfatáz - inhibice

• Cytokinové receptory, receptory pro kostimulační molekuly, 
adhezivní molekuly



NK buňky - funkce

• Obranné funkce – cytotoxická eliminace 
infikovaných a maligně transformovaných buněk 
• Regulace zánětu (produkované cytokiny ovlivňují 

iniciaci obraného zánětu )
• Významný zdroj INF-γ

• Regulace diferenciace Th0 → Th1
• Podpora fagocytujících buněk (MF) → likvidace intracelulárních 

patogenů

• Stěžejní pro interakce mezi matkou a plodem 
(rozhodující pro úspěšné těhotenství)



Mechanismus cytotoxického působení

• Vyvolání apoptózy u terčové buňky
• převaha aktivačních signálů → translokace granulí uvnitř 

cytoplazmy → aktivní transport přes cytoplazmatickou 
membránu, uvolnění perforinů → vytvoření kanálků v 
terčové buňce → prostup biologicky aktivních látek 
(proteolytické enzymy - granzymy) → aktivace kaspáz → 
Apoptóza
• Proapoptotická interakce Apo/Fas  – Apo/FasL



Funkce uNK na fetomaternálním rozhraní

• Snížená cytotoxická aktivita (HLA-G, HLA-E na 
trofoblastu)
• Kumulace poblíž spirálních artérii
• Produkce angiogenních faktorů (VEGF-C, A, 

angiopoetin 1, PlGF) a růstového modulačního 
cytokinů TGF-β
• Dilatace, aktivace endotelové výstelky, 

remodelace vaskulárních buněk hladké svaloviny 
→ remodelace spirálních arterií → vznik funkční 
placenty
• Regulace invaze trofoblastu

• Zdroj matrixových metaloproteináz (MMP) důležitých pro 
nidaci (narušení extracelulární matrix) i tkáňových inhibitorů 
metaloproteináz (TIMP)

Implantace embrya – fyziologické těhotenství

Implantace embrya – opakované těhotenské ztráty

Int. J. Mol. Sci. 2019, 20(21), 5332; https://doi.org/10.3390/ijms20215332

https://doi.org/10.3390/ijms20215332


Zastoupení endometriálních leukocytů během 
menstruačního cyklu

Leukocytes in the Female Reproductive Tract, Sung Ki Lee, et al.



Význam stanovení NK buněk v patogenezi 
opakovaných potratů a implantačních selhání  

• Velké množství studií s rozporuplnými výsledky 
Meta-analýza (2013)
- 22 studií
- Nebyly zjištěny signifikantní rozdíly v % pNK a uNK mezi skupinami 

fertilních a infertilních žen
- Signifikantně vyšší počet Nk buněk PK infertilních žen
- Signifikantně vyšší % i počet NK buněk v PK žen s opakovanými 

potraty
- Nebyly zjištěny signifikantní rozdíly v zastoupení uNK mezi 

opakovaně potrácejícími ženami a kontrolní skupinou

Možné příčiny:
• Výrazná heterogenita studií (různě definované skupiny pacientek, imunoterapie, různé načasování odběrů, různé 

metodiky kvantifikace Nk buněk, různý způsob vyhodnocení)
• Neexistuje standardizovaný postup ani referenční rozmezí pro stanovení uNK (imunohistochemie, cytometrie)
• Kontaminace bioptických vzorků periferní krví (průtoková cytometrie)



Možnosti stanovení uNK
• Imunohistochemie

+ Rozložení buněk ve tkáni
- Problematická víceparametrová analýza
- Hodnocení nízkého počtu buněk

• Průtoková cytometrie
+ Analýza velkého počtu buněk
+ Více parametrová analýza 
+ Objektivní
- Problematická kvantifikace počtu (obvykle jen % z Ly)
- Nutnost destrukce a homogenizace tkáně 
- Možná kontaminace periferní krve

• Molekulárně biologické metody (PCR)



Možnosti využití průtokové cytometrie

• Procentuální zastoupení  a počet subpopulací NK 
• Povrchové značení (CD45, CD3, CD56, CD16)

• Funkční aktivitu
• Aktivita (K562), aktivace (CD69)
• Produkce cytokinů 

(TGF-β, IL-10, IFN-γ, TNF-α)

• Aktivační a inhibiční receptory
• Inhibiční  KIR2DL1,2 - CD158 (rozeznává HLA-C)
• Aktivační NKp46, NKp44, NKp30



Stanovení uNK v IML GENNET

• Cíl práce
• Vypracovat metodiku na identifikace subpopulací NK buněk 
• Porovnat zastoupení subpopulací NK v různých materiálech 

• periferní krev 
• výplach děložní dutiny, 
• endometriální biopsie

• Zjistit prediktivní potenciál pro úspěšnou graviditu

• Postup
• Rešerše publikací
• Zvolení vhodných markerů a postupů pro identifikaci NK buněk
• Standardizace, referenční rozmezí







Fenotypizace NK buněk v IML GENNET
• Materiál: 

• periferní krev, 
• výplach děložní dutiny (minimálně 2 ml)
• biopsie děložní sliznice (30mg)

• Načasování odběru (implantační okno)
• Nativní cyklus: 21-23 den m.cyklu (7-9 den po ovulaci)
• Hormonální stimulace – 6. den užívání progesteronu

• Zpracování biopsie  
• Transport v kultivačním médiu nebo PBS do 5 hodin od odběru
• Opláchnutí, mechanické rozrušení tkáně a homogenizace, 

filtrace
• Zpracování laváže

• Centrifugace, promytí PBS, filtrace, (lyzace)



Příprava vzorků pro průtokovou cytometrii
• 50 ul vzorku (PK, buněčné suspenze získané z laváže nebo biopsie)
• 5ul CD45KO + 5ul CD56PC7 + 5ul CD3PB + 5ul CD16 APC 
• 20 min inkubace ve tmě

PK nebo buněčné suspenze s příměsí erytrocytů
• 500 µl lyzačního roztoku Versallyse, promíchat 
• 15 min inkubace ve tmě
• Analýza na průtokovém cytometru

Buněčné suspenze bez příměsi erytrocytů
• Promytí 1 ml PBS, centrifugace, dekantace, ressuspendace ve 250 ul PBS
• Analýza na průtokovém cytometru



Gateovací strategie

Lymfocyty CD45+ NK buňky CD3-CD56+



Imunofenotypizace NK buňky
periferní krev / laváž / biopsie

výplach děložní dutinyperiferní krev endometriální biopsie



Výsledky cytometrické analýzy
gate na lymfocytech (CD45+) gate na NK   (CD3-CD56+) gate na lymfocytech (CD45+)

NK 56+3- NK 56bright NK 56dim NKT 3+56+ T CD3+CD56- 56+16+ 56+16- 56-16+ 56+16+ 56+16- 56-16+

krev     
(14)

median 13,0 0,4 13,2 4,2 70,5 91,2 2,1 4,0 12,9 0,2 0,5
5 perc 6,0 0,3 3,3 2,1 62,3 87,3 0,7 2,3 3,4 0,1 0,1
95 perc 18,2 0,9 17,2 7,5 79,0 96,3 7,1 11,1 16,7 0,4 1,2

Laváž (23)
median 21,6 16,24 4,0 6,1 64,17 23,16 74,3 2,6 3,7 13,0 0,5
5 perc 12,7 7,2 2,3 2,9 44,9 11,1 47,2 1,4 3,0 7,7 0,3
95 perc 35,9 31,8 11,8 12,6 74,0 49,4 87,0 4,0 12,0 30,3 1,0

biopsie        
(11)

median 20,7 28,9 2,7 4,6 59,64 12,4 86,7 0,9 3,6 28,0 0,3
5 perc 17,8 15,2 2,1 4,0 43,1 6,5 76,4 0,7 2,0 15,0 0,2
95 perc 45,2 42,2 3,7 6,2 73,0 22,6 92,6 1,7 8,8 38,3 0,4

Harrity 
(biopsie 
(200)

median 46,0 1,0 2,5 26,1
5 perc 13,2 0,0 0,8 8,2
95 perc 78,3 4,7 8,4 55,9



Pokračování příště J



Otázky
• Má stanovení uNK buněk klinický význam?

a. ANO
b. NE
c. Možná, zatím není dostatek objektivních důkazů



Otázky
•Kdy je nejvýhodnější provádět odběr uNK (biopsie)?

a. Kdykoliv, hladina uNK se během menstruačního cyklu nemění
b. Během ovulace
c. V období implantačního okna (21.-23. den cyklu)



Otázky
•Která subpopulace NK buněk dominuje v děložní sliznici?

a. CD3-CD56bright CD16-
b. CD3-CD56dimCD16+
c. CD3+CD56+



Děkuji Vám za pozornost.
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