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69% kliniků nabízí testy
imunity (Kwak-Kim 2013)

20 let výzkumu
c. 3000 původních prací
(NK cells + reproduction)



Mé pracoviště nabízí testování 
reprodukční imunologie:

A. každému neplodnému páru

B. jen pacientům s opakovaným selháním léčby či opakovanými 
těhotenskými ztrátami

C. jen, když si pacient sám vyžádá

D. nikdy nenabízí tyto testy



NK cells pohledem 
klinika

 Situace v denní praxi

 Co obecně víme o úloze NK cells v procesu 
implantace

 Co očekává klinik od imunologa

 Současné možnosti na  „trhu s diagnostikou a 
léčbou“

 Pilotní studie proveditelnosti uterinní laváže a 
biopsie endometria, naše zkušenosti

 Návrh další spolupráce a pokračování studie v 
rámci klinik IVF

Obsah přednášky



Recurrent pregnacy loss
Repeated implantation failure
Unexplained infertility (8-28%)*

Evidence based medicine
- Nejasná inclusion kritéria
- Heterogenita pacientů ve 

studiích (RIF? Prim? Sec?)
- Nejasné metody testování
- Nejasné názvosloví NK cells
- Směšování pbNK a uNK
- Varování před NÚ léků
- Obavy z off-label podání léků

Frustrovaný pacient 
- Testy imunity
- Léčbu imunity
- Vyšetření trombofilií
- ERA
- PGT-A
- Sperm DNA fragmentace
- Time lapse
- etc….

*Gelbaya TA, : Definition and epidemiology of unexplained infertility. Obstet Gynecol Surv 2014;69:109



Kofod L, Human Immunology 2018



Co dál?!?!

LIPIDY

IVIG

scratching

kortikoidy

prezervativ

TNF α

G-CSF
tacrolimus

cyclosporinASA



Role NK cells ze současného pohledu I.

 uNK tvoří 5% v proliferativním a až 30% ze všech buněk v pozdně sekrečním
endometriu *

 významná změny počtu NK buněk v průběhu menstruačního cyklu a 
prvního trimestru gravidity, mimo jiné vlivem progesteronu a estrogenu **

 uNK v době decidualizace mají převážně sníženou toxicitu, produkují
angiogenní faktory podporují tvorbu cév a invazi trofoblastu, ***

uNK získávají svoji “killing” funkci po vystavení vlivu IL-2, který ale v 
trofoblastu většinou není v dostatečné koncentraci ****

 uNK buňky nepřijdou do kontaktu s buňkami embrya, zatímco pbNK ano 
(s uvolněnými  buňkami plodu, cirkulujícími v oběhu matky)

*Bulmer, Mol Immunol 2005; ** Sentman CL, J Immunol 2004 ;*** Hanna et al., Nat Med 2006; ****Lim et al, 1998



Role NK cells ze současného pohledu II.
 Co je důležité? Abs. množštví nebo poměr?

Nejasné ***

 zdroj tvorby uNK nejasný: progenitorové buňky v děloze? Periferní krev?

 positivní korelace mezi hladinou (dim) pbNK a (dim) uNK *

 Proběhlá úspěšná gravidita je důležitý hráč na hřišti: již rodivší ženy mají 
více CD56+, ale snižený podíl CD56dim ****

* Sack et al 2014; *** Tang AW, Hum Reprod 2011, **** Fukui A



Role NK cells ze současného pohledu III.
 CD56+: uNK (dNK) ≠ pbNK cells

 nutno rozlišovat subtypy CD56+ a jejich 
(odlišné) poměry a role v periferní krvi a v 
děloze: 

 NK CD56+: (dim 90%/10%?, bright 10%/90%?,
ev. superbright) 

 uNK i pbNK mají imunomodulační funkci, 
nejsou jen efektorovými buňkami

 pokles populace cytotoxických CD56+ CD16+ je 
považován za proimplantační



Role NK cells ze současného pohledu III.

 významná role CD4+ Treg (FoxP3+) v imunotoleranci*

kombinace (polymorfních) KIR receptorů NK buněk s (polymorfními) HLA-C 
a HLA -G paternálními variantami v trofoblastu je považován za zásadní pro 
invazi / odmítnutí trofoblastu***

*Sasaki Y, Hum Reprod 2004; ***Moffet et al; 2015



Role NK cells ze současného pohledu V.
 T helper cells: 

Th1 (IL-2, INF-α,TNF- α) / Th2 (IL-4, IL-5, IL-10). 

 Th2 dominance je považována za proimplantační?* 

: snížení uNK cytotoxicity pomocí citokinů?

 Th1/Th2 … pravděpodobně příliš zjednodušené, nevystihující 
komplexnost procesů

*Wegmann TG; Immunol Today 1993



Komerční testování I.
„We found dysregulation of the immune 
environment in 81.5% of cases of women with
implantation failures“



Komerční testování II.



Testování uNK buněk in situ – studie proveditelnosti

1. laváže dutiny děložní v jedné době s 

2. biopsií endometria a s 

3. odběrem periferní krve

4. logistiku transportu vzorků do laboratoře

5. kvalitu a hodnotitelnost odebraného materiálu

Primární cíl: ověřit praktické provedení

Sekundární cíl: labor. hodnoty

1. pbNK v relativních i abs. hodnotách

2. uNK v relativních i abs. hodnotách



Poučení / Informovaný souhlas / Protokol



Cíl: 10 pacientek v přípravě na KET



Praktické provedení
Laváž

Katetry: 

- močová cévka Nelaton

- HyFoSy Kateter

- dvoucestný katetr Medicoplast



Praktické provedení

Výhody - Jednoduchá manipulace
- Malé riziko poranění
- Cena

- Jednoduchá manipulace - Při dobrém zavedení je 
provedení laváže spolehlivé

Nevýhody - Obtékání v cerv. kanálu
- Únik tekutiny do 

vejcovodů
- Netěsnost přechodky

- Obtékání v cerv. kanálu
- Únik tekutiny do 

vejcovodů
- Cena

- Nutnost anestezie a 
dilatace

- Riziko poranění a 
kontaminace krví

- Cena 

Fyziologický roztok: 10ml instilace a zisk mezi 2-10ml

Laváž



Praktické provedení
Biopsie endometria Odběr periferní krve a logistika transportu 

• Imunologický panel Gennet zahrnující
• koncentrace protilátek IgA, IgG, IgM a IgE

• Základní parametry buněčné imunity
• - krevní obraz a počet T, B, NK buněk včetně subpopulací 

Th, Tc, NKT 

• Regulační T lymfocyty 

• Vyšetření komplementu 

• Autoimunitní onemocnění

• Antifosfolipidy

• Buněčné testy: 
• Stanovení aktivity NK buněk (po stimulaci mitogenem, 

spermiemi* a trofoblastem) 

• Stanovení embryotoxických/embryoprotektivních
cytokinů (po stimulaci mitogenem, spermiemi* a 
trofoblastem)

• Pipelle bez CA
• Kyreta v rámci HSK v CA
• Vzorek velikosti cca 3x3mm
• Transportní médium

• X-VIVOTM 10, Serum free 
hematopoietic cell medium, 
with L-Glutamine, gentamicin
and phenol red, xenofree

Všechny dopraveny do 
laboratoře do 5 hodin po 
odběru.



Shrnutí

• Laváž se jeví jako nejméně spolehlivá, technicky náročná  varianta

• kontaminace krví znehodnocuje vzorek

• únik tekutiny do vejcovodů

• avšak lze provést bez anestezie, je minimálně invazivní 

• Biopsie: spolehlivá, vzorky dostatečné velikosti a buněčnosti

• Periferní krev = kontrolní vzorek sloužící k porovnání populací pbNK/uNK



Další cíle
• přesně specifikovat inclusion criteria, doplnit follow up

• Sjednosti timing odběru ve vztahu k ovulaci

• Doplnit sledování hladin Progesteronu / Estrogenu v době odběru

• Zkvalitnění a sjednocení provedení laváže

• Mikrobiom

• Najít spolehlivost / nespolehlivost korelace mezi nálezem v laváži a biopsii 
s cílem nahradit výkon invazivní výkone minimálně invazivním

• Pro futuro: neinvazivní hodnocení stavu děložního prostředí v období před 
ET a dle toho doporučit ne/provedení ET?

• Zapojení více klinik v rámci FutureLife i jiných



Děkuji za pozornost


