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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva imunologicky podminénou neplodnosti a je vypracovana
formou literarni reSerSe. Zacatek prace je vénovan reprodukci a obecné neplodnosti jako takové.
V druhé ¢asti jsou potom uvedeny pii¢iny imunologické neplodnosti zahrnujici predevsim
rizné typy specifickych protilatek, popf. bunééné slozky imunity. Nakonec jsou zminény

jednotlivé zpusoby diagnostiky a 1é¢by tohoto typu onemocnéni.
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TITLE

Immunologically mediated infertility

ANNOTATION

My bachelor thesis deals with immunologically mediated infertility, and is elaborated in the
form of literary research. The beginning of the work is dedicated to reproduction and generally
to infertility as such. In the second part, there are presented the causes of immunological
infertility, including especially the different types of specific antibodies, or cellular components
of immunity, respectively. Finally, the different ways of diagnosis and treatment of this type of

illness are mentioned.
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Uvod

Neplodnost je definovana jako neschopnost paru dosahnout poceti béhem jednoho roku
nechranéného pohlavniho styku ¢i neschopnost Zeny udrzet t€hotenstvi az do terminu porodu.

U zen nad 35 let se za neplodnost povazuje neschopnost otéhotnéni do ptl roku.

Jedna se o zavazny celosvétovy problém, ktery je v souc¢asné dobé pomérné frekventovany.
Pticiny neplodnosti jsou rizné a byvaji ze 40 % na stran€ Zeny a ze 40 % na stran¢ muze, 10 %
ptipadt je zptisobeno kombinaci faktorti u obou partnerti. U 10 % piipadt pak zatim nelze
pfi¢inu jednoznaéné stanovit [1]. V Ceské republice se neplodnost tyka zhruba 20 % part [2].

Cilem této bakalarské prace je vytvoifeni literarni reSerSe o imunologicky podminéné
neplodnosti se zaméfenim na popis jednotlivych imunologickych pii¢in neplodnosti jak na
stran¢ zeny, tak na stran¢ muze. Zahrnuta je dale také specifikace diagnostickych postupi

umoziujicich odhaleni imunologickych poruch plodnosti a moznosti jejich 1é¢by.
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1. Reprodukce

Jednim ze zakladnich zivotnich projevii organizmu je schopnost rozmnozovani (tj.
reprodukce). Jedna se o proces tvorby potomstva kombinaci dvou typti pohlavnich bun¢k (tzv.
gamet). Pohlavni bunky se vytvareji v gonadach (varlatech a vajecnicich), tj. specializovanych
organech reprodukéniho systému. Varlata tvoii spermie (proces spermatogeneze) a produkuji
pohlavni hormony (steroidogeneze). Zéakladnim hormonem muzského reprodukcniho systému
je testosteron. Zensky reprodukéni systém mimo tvorby pohlavnich bungk, tj. vajicek
(oogeneze), a steroidogeneze, zajistuje vyvoj nového jedince. Ve vajecnicich se tvofi dva

hlavni typy pohlavnich hormoni, estradiol a progesteron [3].

Po narozeni jsou gonady v klidu. Zahajeni ¢innosti reprodukéniho systému v obdobi
puberty pfedchazi adrenarche, tj. zahdjeni tvorby androgenti v nadledvinkach. U obou pohlavi
fidi produkci pohlavnich hormont v gonadach hypotalamo-hypofyzarni osy, jejichz aktivace
nastava az v puberté. Nutnou podminkou pro zahajeni ¢innosti hypotalamo-hypofyzarni osy je
urcitd vyzralost neurontl, coz mize byt dano napt. expresi receptort pro jednotlivé hormony,
které se podileji na regulaci ¢innosti této osy. Vytvorené pohlavni hormony se podileji nejen na
fizeni gametogeneze, ale také na regulaci nejriznéjsich funkci v organizmu — od rtstu tkani az

po produkci ¢ervenych krvinek a zmény chovani.

U muzh zGstava ¢innost reprodukéniho systému zachovana od puberty po cely Zivot, u Zen

kolem 50 let ustava a nastupuje obdobi menopauzy [4].

1.1 Zensky reprodukéni systém

Zenské pohlavni buiiky (tj. vajicka, oocyty) se tvofi v kife vajeéniki (tj. ovarii) ze
zarode¢nych bunék (tzv. oogonii). Pocet oogonii, na rozdil od spermatogonii, je konecny.
Zahajeni vyvoje vajicka ve vaje¢niku (tzv. oogeneze) nastava v primordialnich folikulech mezi
8. — 13. tydnem nitrodélozniho Zivota, kdy bunky podléhaji prvni fazi prvniho redukéniho
dé€leni. Dalsi vyvoj pokracuje az v puberté pied prvni ovulaci. Jeden z rostoucich folikulti se
béhem folikuldrni faze menstruaéniho cyklu stavd dominantnim, ostatni podléhaji apoptoze.
Rostouci folikul ma nékolik stadii vyvoje — primarni (jednovrstevny, mnohovrstevny) a
sekundéarni (antrdlni). S postupnym vyzravanim folikul dochazi ke zménam — oocyt se
zvétsuje, proliferujici folikularni bunky se diferencuji a vytvatfeji nckolik vrstev (zona
granulosa, theca interna, theca externa), mezi oocytem a folikularnimi bunikami se formuje

tlusty obal — zona pelucida a vytvari se dutinka vyplnéna tekutinou obklopujici vajicko.
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Folikularni buniky vajicko chrani, vyzivuji a jsou zdrojem estrogent. Asi 14. den menstrua¢niho
cyklu dochazi k ovulaci, tzn. Ze vyzraly folikul (tzv. Graafiv folikul) praska a vypuzené vajicko
je zachyceno v duting biisni fimbriemi vejcovodu. Po vypuzeni z folikulu Zije vajicko asi 70
hodin, ale schopnost oplodnéni vétSinou ztraci po n€kolika hodinach. Pokud neni vajicko
oplodnéno, vychazi pochvou z téla ven pii menstruaci. Béhem reprodukéniho Zivota zeny se
uvolni pouze 450 - 500 vajicek, na rozdil od reprodukéniho systému muze, u kterého

spermatogeneze probiha od puberty az do konce zivota [5].

Praskly folikul se plni krvi a tvofi corpus haemorrhagicum. V buiikéch folikulu se postupné
hromadi tuk a diky Zlutému zabarveni se nazyva ,,zIuté t€lisko* (corpus luteum). Je zdrojem
hormont (estrogenli a progesteronu). Pokud bylo vajicko oplodnéno a déle se vyviji, zluté
télisko pretrvava a je zdrojem hormoni do doby, nez se vyvine placenta. Pokud vajicko
oplodnéno nebylo, buiiky téliska degeneruji a jsou nahrazeny vazivem, vznika ,,bilé télisko*

(corpus albicans) (Obrazek ¢. 1) [6].

sekundarni folikul g
primarni folikul

\. / /primordia’lnl'folikul

gréfav folikul ~{¢ Vajeén ik

) \
bilé télisko
ek .\ \ Zluté télisko
vajicko —e

vyvijejici se zluté télisko
ovulace

Obrazek ¢. 1 - Vyvoj vajicka ve vajecniku (tzv. oogeneze) [7].

Pohlavni bunky dokoncuji prvni redukéni déleni pied ovulaci. Druhé redukéni déleni je
zahajeno tésné pred prasknutim Graafova folikulu, zastavuje se v metafazi a dokonéi se jen
Vv piipadé, Ze dojde k oplozeni. Vysledkem vyvoje je zralé lidské vaji¢ko (ovum), coz je kulata

bunka velikosti 100-150 um, ktera ma ve svém jadfe polovic¢ni, tj. haploidni pocet chromozomu
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— 22 somatickych a 1 pohlavni X chromozom. Zrani vajicka je tedy proces, ktery je dokoncen
az po oplozeni, tzn. miize dojit k oplozeni az 4045 let ,,staré¢ho vajicka“. Béhem tak dlouhé¢ho

obdobi je proto mozné poskozeni genetické vybavy vajicka nejrozmanitéjsSimi vlivy prostiedi

— zafenim, chemickymi latkami, viry, 1éky atd. [4].

1.2 Muzsky reprodukéni systém

Reprodukéni systém muze produkuje pohlavni bunky — spermie, tvoii a vylucuje pohlavni
hormony a umoziuje pohlavni spojeni. Spermie (Obrazek ¢. 2) se tvoii v semenotvornych

kanalcich varlat.

akrozom

kréek

mitochondrie

1

N\ Nr” 1\

hlavicka stfedni segment bigik

Obrazek ¢. 2 — Struktura spermie [8].

Varlata jsou ulozena mimo bfi$ni dutinu v Sourku, kam vSak musi sestoupit jesté pied
narozenim. Pokud k tomu nedojde, mluvime o tzv. kryptorchizmu. V takovém piipadé u
chlapct viubec nedojde k puberté, maji zakrn€lé pohlavni organy, a nedochazi k produkci
spermii ani pohlavnich hormont. Tyto zmény jsou ireverzibilni. Proto se u novorozenci, jimz
nesestoupila varlata, provadi chirurgicky zakrok, ktery tento stav napravi. Duvod, proc¢
Vv nesestouplych varlatech neprobiha spermatogeneze, je jednoduchy, spermie se mohou tvofit

jen za teploty 0 3-4 °C nizsi, nez je télesna teplota v dutiné bfisni [9].

Cely proces spermatogeneze trva asi 70 dni. Behem této doby se z buniky zarodecného
epitelu (spermiogonie) vytvaieji délenim spermatocyty, spermatidy a konecné spermie. BEehem
tohoto procesu probihaji nésledujici déje:

1. Dozravani morfologie spermie do definitivni podoby. Vytvofi se bicik, kréek, hlava

nesouci chromozomy a akrozom.
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2. Redukce poctu chromozomti (reduk¢ni déleni = meidza). Z plného poctu chromozomil
zarodecné bunky (46) zlstane ve zralé spermii jen polovina, tj. 22 somatickych a 1

pohlavni chromozom X nebo Y.

Pohyb spermie se uskuteciiuje bicikem rychlosti asi 1-4 mm za minutu. Pfitom siln¢ zavisi

na prostiedi, ve kterém se spermie pohybuje [9].

Spermatogeneze (Obrazek ¢. 3) probiha v tzv. Sertoliho bunkach. Tyto bunky poskytuji
zrajicim spermiim nezbytnou vyzivu a chrani je pfed ptipadnymi neptiznivymi vlivy. Plni tedy
funkci jakési bariéry. Pro spravny priubéh spermatogencze je dulezity i dostatek nékterych
vitaminl (napf. vitaminu E). Nezbytna je i nizsi teplota varlat. Vyssi teplota prosttedi, radiacni
zateni, ¢i nékteré jedy silné poskozuji spermatogenezi. Spermatogeneze je proces fizeny
hormondlng. Testosteron (muzsky pohlavni hormon steroidni povahy) je produkovéan
v Leydigovych buiikdch varlat, které jsou pod vlivem hypofyzarniho gonadotropinu LH
(luteinizacni  hormon). Sertoliho buiky jsou zase fizeny gonadotropinem FSH

(folikulostimula¢ni hormon) [3].

Spermatogeneze 2n
primarni ... ...

1 primarni spermatocyt
spermatocyt
l n / 1 meiotické\ N
4 spermie déleni
sekundarni ...
spermatocyty l l
2. meiotickeé
/ \ déleni /
n n

spermie

Obrazek ¢. 3 — Schéma spermatogeneze [10].

1.3 Fyziologie oplozeni a téhotenstvi

Ptedpokladem vzniku nového jedince pohlavnim rozmnoZovanim je prioritn€ spojeni

dvou gamet (tj. pohlavnich bun¢k) opaéného pohlavi za vzniku oplodnéného vajicka.
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K oplodnéni vajicka dochézi obvykle jiz ve vejcovodu. V oplodnéném vajicku splyvaji bunééna
jadra spermie a vajic¢ka a vzniké plnohodnotna diploidni buiika disponujici standardnim poctem

23 part chromozomti.

Okamzikem uspésného spojeni dvou gamet (vajicka a spermie) zacina obdobi (272280
dnii, 40 tydnii) t¢hotenstvi, béhem kterého se bude pfi fyziologickém pritbéhu vyvijet oplozené
vajicko v nového jedince. Béhem tohoto obdobi prodélava oplodnéné vajicko doslova bouftlivy
vyvoj, na jehoz konci je porod nového ¢lovéka, jehoz genotyp je slozen z genetickych informaci
ulozenych ve dvou gametach, které se pti oplodnéni vajicka spojily. Pohlavi budouciho jedince
urcuje pohlavni chromozom obsaZzeny ve spermii (X — uruje zenské pohlavi, Y — urcuje
muzské pohlavi). Neméné bouftlivy priitbéh maji i zmény, které v pribehu téhotenstvi prodélava

organizmus matky.

Obdobi téhotenstvi délime na 3 faze — trimestry. Pro obdobi prvniho trimestru jsou typické

tyto zmény:

1. Vevajicku probihaji ihned po oplodnéni bunééné zmeény. Vajicko se v této dobé nachazi
jesté obvykle ve vejcovodu a jeho vyziva je zajiSténa ze zloutkového vaku vajicka.
Vajicko obsahuje dvé prvojadra, ktera splynou, takze mame jiz buiiku. Tato bunka se
pocina délit na bunky dcetiné. Oplozené vajicko dale putuje vejcovodem po dobu cca
3-5 dntl, coz je umoznéno aktivnim pohybem fasinek sliznice vejcovodu.

2. Organizmus matky prodélava hormonalni zmény (zluté télisko produkuje v proliferacni
fazi hormon progesteron, ktery pfipravuje sliznici délohy na pfijeti vajicka a jeho dalsi
zrani).

3. Vajicko dorazi po 3-5 dnech od oplozeni do délohy. Béhem své cesty v ném probéhlo
jiz nekolik fazi bunétného deleni, takze jde jiz o vicebunétny organizmus (tzv.
blastulu). Béhem 1. trimestru je nejvétsi riziko vzniku zavaznych genetickych
malformaci vlivem nejriiznéjSich vnéjsich a vnitinich faktora.

4. DéloZni sliznice je diky hormonalni modulaci kypra a pfipravend k uloZeni vajicka (tzv.
sekre¢ni faze) a k zajisténi jeho vyzivy.

5. Bunky d¢€lohy se zac¢inaji spojovat s obalem blastuly a vznika zaklad tzv. placenty, ktera
bude béhem téhotenstvi tvofit spojovaci a prechodny systém mezi matkou a ditétem.

Placenta ma tfi dalezité funkce — ochrannou, sekretorickou a zajistuje vyzivu.

Prvni trimestr je provazen riziky jak pro matku spojenymi s oplodnénim, nidaci vajicka v

déloze, tvorbou placenty, aj., tak pro plod. Jde o obdobi formovani zaklada jednotlivych organi
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ditéte — v tomto obdobi je vysoké riziko vzniku tézkych mutaci. Dalsi 2 trimestry jiz

nepiedstavuji pro plod ani matku velké nebezpeci [4].

Ve druhém trimestru dochazi k vyvoji plodu a dochazi k ristu a dozravéani organti. V tomto
obdobi jiz funguje placenta, kterd zprosttedkovava vyzivu plodu z mateiské krve, ale ptsobi i
jako nepropustna bariéra pro mnoho skodlivych latek.

Béhem 3. trimestru plod nabyva na véaze, zpeviiuji se mu kosti a zacinaji se ¢asto projevovat

pohyby. Zacinaji se vyvijet smysly a plod sestupuje do panve [9].
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2. Neplodnost

Neplodnost je nemoc reprodukéniho systému. U ¢lovéka ovsem nedochazi k otéhotnéni
snadno ani v situaci, ze oba partnefi jsou zcela zdravi. Pravdépodobnost dosazeni téhotenstvi u
Zzeny neni ani za optimalnich podminek vy$8§i nez 25 % Vv kazdém mésici snaZzeni [1].
K oplodnéni dochazi, pouze pokud muz produkuje zdravé spermie a z vajeéniku Zeny se pfi
ovulaci uvolnuje vajicko schopné oplozeni. Po oplozeni vaji¢ka musi dojit k jeho uhnizdéni
v délozni sliznici. V souvislosti s neplodnosti miize porucha biologickych pochodti nastat
Vv kterékoli ¢asti oplodnéni. Nalézt a odstranit pfi¢inu mize byt velmi jednoduché, ale v

nekterych ptipadech také velmi obtizné az nemozné.

2.1 Rozdéleni neplodnosti

Neplodnost se podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) dé€li na primarni, sekundarni

a idiopatickou.

Primarni neplodnost znamena, Ze Zena nebyla nikdy t€¢hotna a paru se nedaii ot€hotnét po

dobu minimalné jednoho roku pfi pravidelném nechranéném pohlavnim styku.

Sekundarni neplodnost znamend, ze Zena jiz byla t€hotna, ale paru se nedaii opétovné
oté¢hotnéni po dobu minimalné jednoho roku pii pravidelném nechranéném pohlavnim styku.
Za primarni a sekundarni neplodnost obvykle mohou rtizné fyzické piic¢iny (Tabulka ¢. 1), z
nichz jednu kategorii pfedstavuji pravé imunologické ptic¢iny neplodnosti, které jsou

predmétem této prace a budou podrobné popsany v nasledujicich kapitolach.

Tabulka ¢. 1- Prehled nejcastéjsich pricin neplodnosti na strané Zeny a muze [11].
Piic¢iny neplodnosti u muze

Pric¢iny neplodnosti u Zeny

e Poskozeni nebo ucpani e Pokles kvality spermatu

vejcovodh e Chromozomalni / genetické

Hormonalni problémy pricimy

Endometrioza e Autoimunita k vlastnim
spermiim

Husty cervikalni hlen

Imunologicka rejekce spermatu

Problémy s uhnizdénim

oplodnéného vajicka

e Chromozomalni / genetické
pficiny

e PfedCasnad menopauza

e Poskozena DNA spermii

e Epididymalni blokada
chamovodl

e Koitalni problémy

e Vazektomie

e Léky ovliviwjici kvalitu spermii
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Idiopaticka neboli neobjasnéna neplodnost je stanovena az po vylouceni vSech ostatnich
pti¢in neplodnosti. Paru s diagnézou idiopatické neplodnosti je obvykle doporu¢eno umélé

oplodnéni [12].

2.2 Rizikové faktory neplodnosti

Rizikovym faktorem neplodnosti u zen je pfedevsim vék nad 35 let, protoze na rozdil od
muzu plodnost zeny klesa v zavislosti na véku. Nejvhodnéjsim obdobim pro ot€hotnéni je u Zen
vek 22-30 let. Dale pak plodnost u zen ovliviiuji poruchy menstruace a ovulace, ¢asté zanéty
pohlavnich organi, nepriichodnost vejcovodii, hormonalni nerovnovéha, poruchy imunitniho
systému, genetické vady, menopauza ale i zivotni styl (napf. koufeni, nadmérna konzumace

alkoholu, uzivani drog a 1¢ku).

Mezi rizikové faktory neplodnosti u muzi patii napiiklad opozdény sestup varlat do Sourku
pfi narozeni, vrozena vyvojova vada pohlavniho Gstroji, skrytd hormonalni porucha, infekéni

onemocnén pohlavniho Ustroji, Graz Sourku, prodélana operace v oblasti Sourku nebo geneticka

vada [3].

2.3 Imunologicka neplodnost

Jak jiz bylo uvedeno neplodnost ma mnoho pti¢in a jednou z nich je i sam imunitni systém,
ktery chrani organizmus pted vnéjSimi Skodlivymi vlivy. Mél by byt schopen rozeznavat cizi
Castice a ucinné je likvidovat a na druhé strané rozpoznavat tkané vlastniho téla a tolerovat je.
Pii selhani téchto mechanizmil vznikaji autoimunitni onemocnéni, pii nichZ jsou riizné organy

posSkozovany vlastnim imunitnim systémem.

Nekteré imunologicky vyjimeéné organy jsou chranény specialni bariérou, aby se k nim
builky imunitniho systému vibec nedostaly. Takovymto organim se fikd imunologicky
privilegované organy a patii mezi n€ napiiklad déloha nebo varle. Ve varleti nedochazi k ptimé
imunologické reakci diky jeho uloZeni mimo pfimy krevni kontakt a omezené mizni drenézi.
Chranéni délohy pfed imunitnim systémem je diilezité pro reprodukci, protoze plod je vniman
jako hemialogenni alostép s polovinou transplanta¢nich antigend ziskanych od otce [6]. Proto
muzeme fici, Ze t¢hotenstvi je imunologicky podminény stav. Imunitni systém v tomto piipadé
toleruje nevlastni — cizi. To znamena, Ze za fyziologickych podminek je mimo jiné v prib¢hu

celého te€hotenstvi snizeny pocet a funkce imunokompetentnich bunék [12].
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Imunologicka neplodnost vznikéa poSkozenim anebo nefunkénosti pfirozenych bariér v téle
muze anebo zeny. Timto problémem se zabyva reprodukéni imunologie, ktera je
V patologickém smyslu slova souborem imunitnich reakci organizmu namifenych proti
reprodukénim tkanim, reprodukénim buitkdm nebo jejich strukturam, ptipadné proti jinym
tkanim, buitkdm nebo jejich strukturdm, které se podileji neptfimo na procesech souvisejicich
s plodnosti (tj. oplodnéni, donoSeni a porod zivého a zdravého ditéte). Nejcastéji dochazi
k atoku imunitniho systému proti spermiim, tkanim samotného vaji¢ka nebo mtze dochazet
k naruSeni spojeni vajicka a spermie pii oplodnéni. Soucasné tim muze byt negativné ovlivnén
vyvoj zarodku. Az 20 % vSech ptipadi neplodnosti mize byt v souvislosti s poruchami

imunitniho systému néjakého druhu [12].

Imunologicka porucha se mize tykat jak buné¢né, tak humoralni imunity. U poruch bunééné
imunity se jedna pfedevsim o snizenou imunologickou toleranci a vyskyt embryocytotoxickych
cytokin (CSF-1, GM-CSF, IL-3). Mezi nejéastéjsi humoralni pfi¢iny imunologické
neplodnosti patii tvorba specifickych protilatek. Protilatky mohou vytvaiet muzi i zeny. Podle
poslednich vyzkumu se rozlisuje az 450 podob téchto protilatek [3], jedna se napf. o protilatky

proti spermiim, proti zona pellucida, antifosfolipidové protilatky, aj.

2.4 Imunologicka neplodnost u muzii

Spermie jsou organizmem rozeznavany jako ,cizi“ z davodu polovi¢niho poctu
chromozomu. Pokud se tedy spermie dostane do kontaktu s krvi, mize dojit k imunitni
odpovédi a produkcei protilatek proti ni. Spermatogeneze proto probihd ve varlatech, kde je
oddélena hematotestikularni bariérou. Hematotestikularni bariéra je specializovanad bunécna
bariéra mezi krvi a vyvijejicimi se spermatogennimi buitkami v semenotvornych kanalcich
varlat. Bariéra chrani zarode¢né bunky pred toxickymi latkami obsaZenymi v krvi a zaroven
vytvaii imunologickou bariéru. Imunologicka bariéra brani kontaktu imunitniho systému
s diferencujicimi se spermiemi a zabrafuje tak autoimunitni reakci [12].

Imunologicka neplodnost u muzi je nejcasteji zptisobena poruSenim této specidlni bariéry.
To se mize stat naptiklad vlivem Urazu, zdnétu nebo po prodélaném nadorovém onemocnéni
varlat. Imunitni bunky se tak dostanou ke tkanim, které doposud neznaly a za¢nou na né utocit
jako na cizi. Vytvareji protilatky a ty se vazou na spermie. Cilem protilatek jsou specifické

antigenni znaky, které se vyskytuji jak na hlavicce, krcku, tak 1 bic¢iku spermie.
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Takto oznacené spermie se hiife pohybuji, takze Casto ani neprojdou pies hlen v krc¢ku
délohy nebo mohou mit potize pfi priniku do vajicka [9]. Protilatky proti spermiim nenavazané
na spermiich prokadzeme v tekuté slozce ejakulatu nebo v krevnim séru. Obecné se hodnoti
Vv jednotlivych imunoglobulinovych tfidach: v ejakulatu jsou nejcastéjsi protilatky ttidy IgG,
které nalézame také v krvi, IgA jsou pfitomné v semenné plazmé. Ojedinéle miizeme nachazet

I protilatky IgE. V sérech poté nejcastéji IgG a IgM [13].

Vybrané druhy protilatek proti spermiim jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

2.4.1 Protilatky shlukujici spermie

V roce 1954 Holand’an Rumke prokézal v séru dvou muzi se sniZenym poctem spermii
Vv ejakulatu protilatky proti spermiim. Zptsobovaly shlukovani spermiti, tzv. spermaglutinaci, a

tento jev se tak stal jednim ze zékladnich vysetfeni muzt u neplodného paru [12].

Spermaglutina¢ni protilatky lze prokézat pfimo nenavézané na spermiich v tekuté slozce
ejakulatu. Cilem jsou antigenni znaky, které se vyskytuji jak na hlavicce, krcku, tak i biciku
spermie. Z imunologického hlediska je plodnost muze snizena tim vice, ¢im vyS$i je
koncentrace nezadoucich protilatek a ¢im vEét§i mnozstvi spermii je jimi povleéeno [6].

U této nejcastejsi poruchy mizeme pozorovat spermie shluklé pravé hlavickami, krcky nebo
biciky. Shluky nejsou schopné normalniho pohybu, tudiz jejich omezeny kyvavy pohyb
neumoznuje spermiim cestu do zenského tstroji [13].

Nejéast&jsim typem protilatek proti spermiim v Ceské republice jsou ty, které shlukuji
spermie hlavickami (viz Obrazek €. 4).
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Obrazek ¢. 4 — Shlukovani spermii hlavickami v pritomnosti spermaglutinacnich protilatek (mikroskopicky
preparadt) [14].
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2.4.2 Protilatky znemoznujici pohyb spermii

Tyto protilatky se oznacuji také jako spermiomobilizacni protilatky a jejich nalez prevlada
umuzt v Japonsku, Malajsii a Cing [6]. Spermie, které maji navazané tyto protilatky na vétsing
svého povrchu, nejsou schopné proniknout do hlenu délozniho hrdla. Muzi, kteii maji vysokou
uroven autoimunity K vlastnim spermiim, coZ odrazi podil protilatkami potazenych spermii
v jejich ejakulatu, jsou funkéné oligospermicti. Jejich spermie nemohou vstoupit do

reprodukéniho traktu Zeny a Sance, ze dosahnou vajicka, je snizena [12].

Studie zabyvajici se schopnosti spermii proniknout do cervikalniho hlenu prokazala, ze tato
schopnost je vyrazn€ snizena u protilatek (predevsim tfidy IgA) namifenych proti hlavicce
spermii. Oproti tomu u vazby protilatek IgG a IgA na Spicku biciku nebyl prokazan vliv na
schopnost spermii pronikat do cervikalniho hlenu [15].

Pii pisobeni protilatek znemoziujicich pohyb spermii je zapojen i dal$i imunologicky
faktor a to komplement [16]. Komplement je soubor asi 40 sérovych a membranovych

glykoproteind, které se mizou vazat na komplex antigen — protilatka na povrchu buiky a

zpusobit lyzu buniky. Komplement slouzi jako slozka nespecifické humoralni imunity.
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Podle WHO se pohyblivost (motilita) spermii rozdéluje do Ctyi kategorii:

a) rychle postupujici, rychle se pohybujici doptedu,
b) pomalu postupujici, pomalu se pohybujici,
C) nepostupujici, jen lokalni pohyblivost (plavou v kruhu),
d) nepohybujici se — zadny pohyb.
Pohyblivost spermii se povazuje za normalni (viz Obrazek ¢. 5), kdyz je vice nez 25 %
rychle se pohybujicich spermii (kategorie a) nebo minimalné 50 % pohybujicich se spermii

(kategorie a + b) [17].
Spravna Abnorm alni
polwyblivost pohyblivos

Pohyblivost (motilita) spermii

Obrazek ¢. 5 — Pohyb spermii — spravna pohyblivost — spermie se pohybuje dopiedu (Vlevo), abnormdlni
pohyblivost — spermie se pohybuje v kruhu (vpravo) [18].

2.4.3 Protilatky poskozujici spermie

Protilatky poskozujici spermie nebo také spermatotoxické protilatky jsou namifeny
pfedevsim proti enzymatickému aparatu ¢asti hlavicky spermii, které se fika akrozom. Nalez
téchto protildtek neni casty u Evropskych muzll. Spermatotoxické protilatky zabranuji
akrozomalni reakci (viz Obrazek €. 6), ktera nastava po vhodném stimulu (tj. kontakt spermie
se zonou pellucidou), kdy dochazi ke splynuti vnéjsi akrozomalni membrany spermie a vajicka.
Obsah akrozomu se uvolni ven a za¢ne enzymaticky $tépit zonu pellucidu. Receptory na vnitini
akrozomalni membrané pomahaji udrzet spermii pfichycenou na zoné pellucid€, zatimco

pohyby bic¢iku pomahaji postupné pronikat do vajicka [17].
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Obrazek ¢. 6 — Akrozomalni reakce [19].

Vyzkumy, kdy byly spermie in vitro inkubovany se seminalni plazmou muzi nebo s hlenem
délozniho hrdla zen, u kterych byly prokézany spermatotoxické protilatky, prokazaly vyrazné

snizenou pohyblivost a pteziti spermii [20].

2.5 Imunologicka neplodnost u Zen

Reakce imunitniho systému Zeny nemusi byt namifena pouze proti cizorodym muzskym
spermiim. Stejné jako se u muzl setkavdme s autoimunitni reakci viic¢i vlastnim spermiim, mize
nastat podobna situace u Zen, kdy dochazi k tvorbé protilatek namifenych proti ¢astem

vajecnikil, cytoplazmé oocytu, zlutému télisku nebo proti zona pellucida.

Imunitni systém Zeny vnima povrchové znaky oocytu jako vlastni, protoze jejich dozravani
je jiz v dobé& pohlavni diferenciace embrya. Neplati to vSak pro dalsi struktury ovaria (zrajici
folikuly, hormonalné aktivni buiiky), které se objevuji az v obdobi kolem puberty. Proti nim

muze vzniknout autoimunita se v§emi diisledky pro dalsi vyvoj a funkci ovaria.

e 1

Dalsi pti¢inou pak muze byt tvorba protilatek proti bunikam, které pfirozené obklopuji
a chrani vyvijejici se vajicko. Casté&ji k tomu dochazi po opakovanych odbérech vajicek pro in
vitro fertilizaci (IVF), pravdépodobné vinou mikrotraumat a sterilniho zanétu. To je podobna

situace jako u muze, kdy je poruSena bariéra a imunitni systém se setkava s bunkami, které
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doposud neznal. Navazané protilatky tak mohou branit spermiim v priniku do vajicka, coz pak

v fad¢ pripadi komplikuje nasledné otéhotnéni [6].

Jednotlivé pfi¢iny imunologické neplodnosti u Zen jsou podrobné&ji popsany v nasledujicim

textu.

2.5.1 Protilatky proti spermiim

Protilatky proti spermiim jsou nejdéle zndmou imunologickou pti¢inou poruch plodnosti u
zen. Spermie jsou pro zenu antigenné i geneticky zcela cizi. Pii normalnim fyziologickém
pohlavnim styku se vyskytuje v blizkosti hrdla délozniho asi 200-500 miliéni spermii. Piestoze
jsou Zeny pravidelné vystavovany intravaginalné spermiim béhem pohlavniho styku, nedochazi
proti nim obvykle k vyvoji imunologické reakce. V seminalni plazmé byly zjistény imuno —
inhibi¢ni latky, které chrani spermie pfed imunologickym poskozenim a branirozvoji citlivosti

zen k antigentim spermii po pohlavnim styku [21].

,Precitlivély* reprodukéni trakt zeny je vSak schopny uz pii prvnim setkani se spermiemi
vytvoftit protilatky, které zpocatku byvaji zjistitelné pouze v hlenu hrdla dé€lozniho. Jestlize je
Zena opakované imunizovana stykem s antigeny spermii jednoho nebo vice jedinct, pak se
protilatky za¢nou tvofit i ve vySSich etazich reprodukéniho traktu — tj. dutiné délozni,
vejcovodech, dutiné bfi$ni, a najdeme je i v krevnim séru. Tvorba protilatek je tedy u zen
lokalniho charakteru. Proces imunizace mize byt usnadnén, kdyZ partnerovi chybi v ejakulatu

imunosupresivni faktor seminalni plazmy [22].

Kritickym mistem kontaktu Zeniny imunity se spermiemi je déloZzni hrdlo. Vyznamné se pfi
tom uplatituje cervikalni hlen. Hrdlo délozni odpovid4 imunologicky rychleji nez napt. pochva.
V hrdle déloZznim se nachdzi jak velké mnoZstvi plazmatickych bunék, které produkuji
protilatky proti spermiim, tak i T-lymfocyty, které se ptremist'uji do vyssich etazi reprodukéniho
traktu. Mohou také byt fixované na slizni€nim povrchu hrdla déloZniho. T-lymfocyty se G€astni
bunkami zprostiedkované reakce namifené jak proti mikroorganizmiim, tak proti pohyblivym

spermiim. Reakce byva cytotoxicka [23].

Pro spermie je hostilni uz kyselé vaginalni prostfedi, v némz jsou pfitomny vSechny typy
imunitnich bunék a obvykle i IgM a IgG protilatky. Pod epitelem pievladaji plazmatické bunky
tvotici IgA, tvorba IgM a IgG je nizkd. Spermie jsou ovSem v pochvé chranény semindlni
plazmou obsahujici fadu imunosupresivnich faktorti (napf. enzym transglutaminazu a dalsi

polyamidy) a dalsich latek (napt. lyzozym, C3 slozku komplementu, alfa 2-makroglobulin, alfa
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1-antitrypsin, beta 2-mikroglobulin, prostaglandiny, atd.), které maji schopnost imunitni systém
tlumit a zvysit tak Sanci spermii na oplozeni vajicka. Za 8 sekund po ejakulaci se také méni pH

pochvy z kyselého na zasadité [16].

Lidské semindlni plazma navic obsahuje celou fadu vyznamnych enzymi, které $tépi hlen
V hrdle déloznim, ¢imz usnadiuji a urychluji pronikani spermii do vysSich oddila
reprodukéniho traktu. Protilatkova aktivita je u normalni zdravé zeny v hlenu nejnizsi v obdobi
ovulace. Praveé v této dobé se vytvareji nejlepsi podminky pro pfijeti a dalsi transport spermii.
Cyklické zmény jednotlivych imunoglobulint a specifickych protilatek v hlenu hrdla délozniho
byly studovany na velkych skupinach opic rodu Rhesus a dobrovolnych zdravych zen. Bylo
zjiSténo, Ze v obdobi ovulace jsou hladiny imunoglobulint IgG a IgA az 20 krat niZ§i nez po
skonceni nebo pied zacatkem menstruace. Vznik protilatek proti spermiim muze byt ovlivnén

i Castym Stykem spermii S pohlavnimi organy Zeny mimo obdobi ovulace [17].

Bylo také zjisténo, ze protilatky proti spermiim navdzané na bicik neovlivituji prinik do
délohy tak negativné jako protilatky navazané na jejich hlavicky. Pied fazi s plazmatickou
membranou vajicka prodelava spermie sérii biochemickych a strukturnich zmén zakoncenych
ztratou plazmatické membrany na piedni ¢asti hlavicky spermie (tj. akrozomova reakce,
Obrazek 6). Po odvrhnuti akrozomové Cepicky s lytickymi enzymy miize spermie penetrovat
do zona pellucida nebunécného obalu vajicka a nasledné fuzovat s plazmatickou membranou

vajicka. Pfitomnost protilatek proti spermiim brani akrozomové reakci a tim zabrafiuje oplozeni

[17].

Po nechranéném pohlavnim styku zlstavaji zivé spermie v pochvé az 12 hodin, v hrdle a
jeho zahybech dokonce az 8 dnli. Nekteré spermie se za zcela normalnich podminek dostanou
Kk vajicku, jiné jsou fagocytovany makrofagy nebo polymorfonuklearnimi leukocyty uz
Vv déloznim hrdle. To Ze pochva a dé€lozni hrdlo hraji dv¢ role najednou (tj. ochrana jednak proti
infekci a jednak proti spermiim), je nejspiS i dilem hormondlniho ptisobeni. Za normélnich
fyziologickych podminek nejsou na spermii piistupna vSechna mista, proti nimz se vytvari
imunologickd odpovéd’. PIné rozvinuti imunitni reakce nezavisi jen na povrchu spermii a
latkach obsaZenych v semindlni plazmé, ale pfedev§im na proménlivé vnimavosti
rozpoznavacich imunitnich mechanizm, kterych je cela fada, a jsou geneticky podminéné [6].

Dalsimi faktory ovliviiujicimi rozvoj lokalni protispermiové imunity jsSou zanétlivé zmény
sliznice exo iendocervixu, Vv niz jsou zmnozené buiky prezentujici antigen, fagocyty
a pomocné T lymfocyty. Proto byva protispermiova imunita ¢astou komplikaci chronickych
kolpitid a nelécenych erozi ¢ipku [13].
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2.5.2 Protilatky proti zona pellucida

Zona pellucida (Obrazek ¢. 7) je ochranny obal vajicka. Probihaji zde zasadni d&je
umoznujici oplozeni vajicka spermii. V zona pellucida dochazi k selekci spermii, dale zona
pellucida zabrafiuje tomu, aby vajicko bylo oplodnéno vice nez jednou spermii. Zona pellucida

setrvava okolo vyvijejiciho se zarodku az do stadia blastocytu [21].

Protilatky proti zona pellucida (tzv. antizondlni protilatky) jsou namifené proti
glykoproteinové matrix, ktera se nachazi na povrchu oocytli a zajist'uje jejich povrchovou
ochranu. Pokud Zena vytvaii protilatky proti zona pellucida, mize dojit k situaci, ze nedojde ke
styku spermie a vajicka. Antizonalni protilatky brani vstupu spermie do vajicka pfi pfirozené

nebo umglé fertilizaci a teoreticky mohou ovliviiovat i ¢asny vyvoj zarodku [24].

Protilatky proti zona pellucida maji negativni vliv na fertilizaci a vysetiuji se hlavné pfi
opakovanych potratech, neusp&sné in vitro fertilizaci a endometriéze. ZvySena hladina téchto
protilatek se nachazi zejména u Zen, které jsou opakované stimulovany pro odbér vajicek pred
IVF au Zen s endometridzou. Jejich primarni role zatim neni zcela objasnéna. Koexistuji vSak
S jinymi autoprotilatkami, které brani ot€hotnéni, nebo zplsobuji opakovanou ztratu plodu.

Experimentalnim vyzkumem na zvifatech bylo zjisténo, ze také brani vyvoji folikula [25].

Corona radiata

Cytoplasma
Jadro
Jadérko

Plazmaticka membrana

Obal vajicka (zona pellucida)

Obrdzek ¢. 7 —Vajicko (oocyt) [26].

Ze protilatky proti tfem hlavnim proteintim zona pellucida, ZP1, ZP2 a ZP3, mohou ovlivnit
plodnost, bylo prokazano na zvifecich modelech. O¢kovani pomoci ZP2 a ZP3 vyvolava
produkci protilatek inhibujicich oplozeni, zatimco na jinych modelech imunizace ZP1 vyvolala
produkci protilatek inhibujicich vazbu spermii k zona pellucida. U lidi byl zjistén vyssi vyskyt
antizonalnich protilatek u pacientek S neznamou pii¢inou neplodnosti neZz u pacientek se
znamou pii¢inou neplodnosti [27].
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2.5.3 Protilatky proti ovariim

Protilatky proti ovariim (tzv. antiovarialni protilatky) jsou namifené proti bunkam
produkujicim steroidy (tj. folikularni bunky, membrana granulosa, bunky theca foliculi interna
a luteinni bunky). Antiovarialni protilatky jsou zatim velmi malo prozkoumané. Je nejasné, zda
samotna pritomnost protilatek je patogeneticka, nebo jedna-li se pouze o nasledek poskozeni

bunék ovaria.

Mezi nejcastéjsi dusledky imunitni poruchy vajecnikti patii predcasné ovarialni selhani.
Antiovarialni protilatky byly vSak zjistény i u Zen bez zjevnych znadmek piedc¢asného
ovarialniho selhani. Proto jsou tyto protilatky neustale pfedmétem zkoumani, napf. pro svou

piedpoveédni hodnotu, zda dojde k selhani vaje¢nikd v budoucnosti [21].

Jsou-li autoimunitou napadeny endokrinné aktivni tkané ovaria, muze dojit ke vzniku
primarni amenorhey (tj. vynechani menstruace) nebo k pred¢asnému ovaridlnimu selhani. Tyto
stavy se ¢asto neomezuji jen na ovarium, ale postihuji i jiné endokrinni zlazy (napf. tyreoideu)
a muize se tak rozvinout syndrom autoimunitni polyglandularni endokrinopatie.

Jest€¢ doneddvna byla za hlavni efektorovy mechanizmus antiovaridlni autoimunity
povazovana tvorba protilatek. V posledni dobé se vSak soustfeduje pozornost také na
antiovarialni bunéfnou imunitu, kterd miZe operovat prostiednictvim vykonnych
(zabijec¢skych) makrofagi, T lymfocyti a NK bunék spolu se stimulaénimi cytokiny. Zda se,
Ze v autoimunitnim poskozeni ovaria hraje rozhodujici roli pravé bunkami zprostiedkovana
imunita [22]. Buné¢na imunita se také stale ¢astéji prokazuje jako pfi¢ina opakovanych potratu.

Nékteré¢ studie také poukazuji na sniZeni schopnosti otéhotnéni po IVF u pacientek

s prokdzanymi antiovarialnimi protilatkami [16].

2.5.4 Protilatky proti annexinu V

Annexin V patii do skupiny placentarnich antikoagula¢nich faktori a je ve velkém mnozstvi
zastoupen V placenté. Jedna se o kalcium-dependentni protein vazajici zejména kyselé
fosfolipidy, které se nachazeji v placenté. Fosfolipidy maji u¢innou antikoagula¢ni aktivitu
pasobici na krevnich desti¢kach, v burnikach trofoblastu a endotelidlnich bunkach. Vysoka
koncentrace annexinu V placentarnich syncytiotrofoblastech napomaha mechanizmu

zachovani krevni fluidity na povrhu placenty a placentarni integrité.
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U protilatek proti annexinu V se pfedpoklada interference s antikoagulac¢ni funkci annexinu
V. V disledku jejich ptisobeni dochazi ke vzniku placentarnich tromboz. Protilatky proti

annexinu V jsou rovnéz spojovany S intrauterinnim umrtim plodu [22].

2.5.5 Protilatky proti plodu

Nejcastéji se jedna o imunoreakci v Rh systému, kdy Rh negativni matka ma s Rh
pozitivnim otcem Rh pozitivni dité. Krvinky plodu pronikaji pfi porodu do krevniho ob&hu
matky. Imunitni systém matky reaguje na pruanik cizich antigent (D — antigen) tvorbou
protilatek (anti — D), které pti kazdém dal$im téhotenstvi prostupuji placentou a poSkozuji
cervené krvinky plodu. Takovéto poskozeni muze vést K umrti plodu jesté v déloze. Jako
prevence proti vzniku tohoto typu protilatek slouzi poporodni podavani anti-D imunoglobulind
do 72 hodin Rh negativnim matkam, jejichZ imunitni sytém je$té nestihl vytvofit protilatky.
Anti-D protilatky vyvazuji zbylé cirkulujici senzibilizujici erytrocyty plodu po ukonéeni

gravidity. Imunoglobuliny se podavaji i pfi uméle pieruseném te€hotenstvi nebo po potratu [13].

2.5.6 Antifosfolipidové protilatky

Jedna se o skupinu imunoglobulini namifenych proti negativné nabitym bunénym

fosfolipidim. Poprvé byly popsany pii diagnoze syfilis v roce 1906 doktorem Wassermanem.

Antifosfolipidové protilatky (APA) zahrnuji velkou skupinu protilatek, které byvaji
spojovany nejen s komplikacemi v ¢asné gravidité, ale i sinfekénim onemocnénim,
s nékterymi 1éky uzivanymi v psychiatrii, s neurologickym onemocnénim, s infarktem
myokardu, atd. Pfedpokladanych mechanizmi Gi¢inku nespecifickych a heterogennich APA je
cela fada. Pritomnost vysokych hladin antifosfolipidovych protilatek mize ovlivnit normalni
fertilizaci tim, ze se tyto protilatky navazi na fosfolipidy ovaridlni tkané tak, Ze zabrafnuji
vytvofeni a uvolnéni funkéniho oocytu. Vlastni fertilizacni proces mize byt ovlivnén i ptimymi

vazbami antifosfolipidovych protilatek na povrchové komponenty oocytu a spermie [28].

S nélezem vysokych titrti riznych antifosfolipidovych protilatek souvisi antifosfolipidovy
syndrom. Antifosfolipidovy syndrom dnes jiz neni zalezitost jenom oboru gynekologie a
porodnictvi, ale i imunologie, alergologie, neurologie a psychiatrie.

Antifosfolipidové protilatky urcujeme pomoci ELISA metody proti témto antigentim:
ph(fosfo)-serin, ph-inositol, ph-glycerol, ph-acid, ph-ethanolamin, beta2-glykoprotein | a

smésny antigen-kardiolipin (napf. 8,16,19). Z poslednich vyzkumu vyplyva, ze s poruchami
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plodnosti jsou spojovany nalezy hladin antifosfolipidové protilatky nejen v tradi¢nich
biologickych tekutinach jako je sérum, ale také v ovulaénim hlenu ¢i v peritonealnim a

folikularnim sekretu nebo dokonce i v seminalni plazm¢ [29].

Lécba antifosfolipidového syndromu se tradiéné opira o glukokortikoidy z diivodu jejich
imunosupresivniho piasobeni. Dal$im 1ékem je kyselina acetylsalicylova, ktera blokuje

trombogenni aktivaci. S uspéchem se pouziva také heparin nebo fraxiparin [30].

2.5.7 Antinuklearni protilatky

Antinuklearni protilatky (ANA) jsou namifeny proti celému spektru antigenti proteinové /
glykoproteinové povahy v jadrech bunék. Nemusi mit klinicky vyznam, avSak mohou byt
privodnim jevem a patogenetickym faktorem zavaznych imunopatologickych chorob. Vztah
mezi poruchami plodnosti a antinuklearnimi protilatkami zatim nebyl zcela jist¢ prokazan.
Z védeckého vyzkumu bylo zatim prokazano pouze to, ze v populaci zen s opakovanymi
potraty je zastoupeni ANA vysoké. Cast védcti si viak tento fenomén vysvétluje tim, Ze s vékem
stoupd vyskyt ANA, jakozto i vyskyt a Cetnost potratd, tj. Ze jde o nahodnou koexistenci dvou
nezavislych jevi. Jiné studie pfinaseji ovSem ditkazy pro piimy vliv ANA na vyvoj oocytl a

embryi [31].

2.5.8 Buiikami zprostiredkovana imunologicka zabrana nidace

Uhnizdéni zarodku v déloze (tj. nidace) je velice komplexni mnohastuptiovy proces a na
kterémkoliv jeho stupni se mohou objevit poruchy. Jen ¢ast z nich v§ak dovedeme piesné urcit
anebo je cilen¢ ovlivnit. V posledni dobé se stale €astéji prokazuje jako ptic¢ina opakovanych

potrati buné¢na imunita [32].

Buitkami zprostfedkovana imunita ptedstavuje soubor mechanizmii zajisStujicich klidovy
vztah mezi matefskou imunitou a implantujicim se embryem. Pfi buikami zprostiedkované
imunité se uplatiiuji cytotoxické lymfocyty, embryotoxické latky, které neptiznivé ovliviluji
embryo a mohou mit za nasledek i umrti plodu, zanétlivé cytokiny, perforiny, adhezni molekuly
a dalsi. Zastoupeni bun€k imunitni soustavy se v periimplantaéni zoné a v t¢hotenském
endometriu vyrazné zvysuje (az na 35 %). U opakované potracejicich Zen jsou v dé€lozni sliznici
prokazany zvysené pocty leukocytil, predevsim makrofagi a NK buné¢k (natural killers). Byva

narusend rovnovaha mezi pomocnymi a tlumivymi T-lymfocyty. Tlumivych T-lymfocyti mize
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byt n¢kdy tak malo, Zze se jejich imunosupresivni aktivitu nedaii prokézat. Byva naopak

prokazana zvysena hladina aktivovanych T-lymfocytt [16].

NK buiiky piedstavuji hlavni populaci imunologicky aktivnich bun¢k v délozni sliznici (70
az 80 %). Pred implantaci embrya jsou vétsinou v metabolickém klidu, v misté implantace se
hromadi a aktivuji. Za jejich hlavni ukoly se povazuji rozpoznavani trofoblastu (HLA —-G) a
tvorba angiogennich faktort potfebnych k tvorbé spiralnich arterii. V t¢hotenstvi se cytotoxicita

NK v placenté vyrazné snizuje, Skodlivé efekty na trofoblast a plod nebyly prokazany.

Za nebezpecné se pokladaji pouze aktivované NK buiiky. Pfi poruchach nidace a
opakovaném potraceni jsou snizeny inhibi¢ni receptory KIR na NK buikach a zvySeny
aktivované NK povrchové receptory (CD69, CD101, CD94). Vede se diskuze, zda mezi

mistnimi a krevnimi NK buiikami existuje jasna korelace [33].

Pti nefyziologickém téhotenstvi pravdépodobné dochazi k tomu, ze déloha neni pifipravena
pfijmout embryo a zabrani normélnimu uhnizdéni (implantaci) embrya. Hlavni potizZ je v tom,

~rn

Ze zbrané bunétné imunity maji ve srovnani s protilaitkami mnohem vétsi "rozptyl" (fikame, ze
jsou mén¢ antigenng¢ specifické). V praxi to znamena, Ze bunécnd imunita vyvolana spermiemi
nebo infekei mize v zenském pohlavnim ustroji napadat napt. zarodek snazici se uhnizdit v
déloze. Jindy je bunéna imunita aktivovana piimo tou ¢asti zarodku (trofoblastu), Ktera
zprostfedkuje jeho nidaci. To viddme ¢asto po mimodé€loZnim téhotenstvi nebo u Zen trpicich

opakovanymi potraty. Takova nezadouci imunita pak bud’ zabrani zarodku v usazeni v dé€loze,

nebo jej napadne pozdéji a zplisobi potrat.

Pfi imunologicky podminéné zéabrané¢ nidace Zadna z metod asistované reprodukce
nepomiize. Je-li matefska imunita aktivovand, napada zarodek bez ohledu na to, zda se do
délohy dostal ptirozenou nebo umélou cestou. Jedinou moznosti je tudiz utlumit imunitni reakci

imunomodulatory (napf. enzymy) alesponi do doby, nez se zarodek uhnizdi [6].
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3. Diagnostika imunologické neplodnosti

Hodnoceni stavu plodnosti partnerského paru je postupny proces zahrnujici fadu vysetieni.
Podrobné hodnoceni a vySetieni obou partnert piispiva k odhaleni pii¢iny a typu neplodnosti a
k nasledné uspésné 1é¢be. V soucasné dobé jsou 1ékati schopni pomoci az 95 % neplodnych
I kdyz jsou v soucasné dobé moznosti ohromné, uvadi se, Ze zhruba u 10 % parh se 1 pfes vyuziti

nejmodernéjsich diagnostickych metod pfi¢inu neplodnosti jednoznaéné uréit nepodati [6].

Zakladni vySetieni pouzivané v ramci diagnostiky neplodnosti jsou popsana V nasledujicich

kapitolach.

3.1 Zakladni vySetieni diagnostikujici neplodnost u Zen

Mezi zékladni gynekologické vySetfeni u Zen patii ultrazvuk malé panve (viz Obrazek ¢.
8). Vysetieni spociva v provedeni transvaginalniho ultrazvuku délohy a vaje¢nikti s ohledem
na fazi menstruac¢niho cyklu a nasledném palpa¢nim gynekologickém vySetteni. Ultrazvukové
vySetfeni dokaze posoudit velikost a tvar délohy, pfitomnost svalovych uzli (myomt), vysku a

kvalitu dé€lozni sliznice, rovnéz dava informace o stavu vajecnik, ristu folikull a piitomnosti

cyst nebo endometriozy [34].

Obrazek ¢. 8 — Ultrazvukové vysetieni malé panve: (A) klasicky transvagindlni ultrazvuk, (B) barevné
Doplierovo zbarveni — toto zbarveni Urcuje rychlost priitoku krve cévou [35].

Dale se provadi vySetieni hladiny hormoni v krvi (Tabulka ¢. 2) v obdobi 1. - 3. dne
menstruace. Toto vySetfeni podava informace o stavu vajecnikd, jejich schopnosti tvofit zrala
vajicka a moZné odpovédi na stimulacni Iéky. VysSetiuji se hladiny folikulostimulaéniho

hormonu (FSH) a luteinizatniho hormonu (LH). Napiiklad ovulaci lze zjistit pomoci
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jednostupiiového testu, ktery svou pozitivitou prokazuje vzestup LH jeden az dva dny pted
ovulaci [36]. Lze stanovit i hladinu anti-Miillerianského hormonu (AMH), ktery rovnéz
informuje o zasob¢ vajicek. Standardni soucasti hormonalniho vySetfeni je i stanoveni hladiny

prolaktinu (PRL) a hormonu §titné zlazy, tj. thyreotropinu (TSH) a volného thyroxinu (fT4) [6].

Tabulka ¢. 2 - Piehled hormon stanovovanych v ramci diagnostiky Zenské neplodnosti — FSH — folikuly
stimulujici hormon, LH- luteinizacni hormon, E2 — estradiol, DHEAS - dehydroepiandrosteron sulfat, SHBG —
globulin vazajici pohlavni hormony, TSH — thyreotropin, T3 — trijodtyronin, T4 — thyroxin, TRH - thyreotropin

uvoliujici hormon. Modifikovano dle [13].

Hormon Postup vySetieni Diagnoza

FSHaLH Me¢fteni z krevniho Pomaha vyloucit selhani
séra. Provadéné od 2. do 6. | vajecniki. Abnormalni hladiny
dne menstrua¢niho cyklu FSH a LH mohou ukazovat na
neplodnost zptisobenou
hyperprolaktinémii. Pomér LH —
FSH je dulezity pro vybér vhodné

1é¢by
Prolaktin Mgéfeni z krevniho Vysoka hladina prolaktinu
séra. Provadéno 2. — 6. den (hyperprolaktinémie) mize
menstruacniho cyklu znamenat nador hypofyzy. Dale

zpusobuje menstruacni a ovulaéni
poruchy. Hyperprolaktinémie
blokuje ptisobeni LH a FSH

Estradiol (E2) Mg¢feni z krevniho Stanovuje funkce vajecniku.
séra. Provadéno 2. — 6. den Hladiny E2 se uzivaji ke
menstruacniho cyklu sledovani vyvoje folikula
Testosteron Me¢fteni z krevniho séra Prokazuje ptitomnost ovulace
Progesteron Me¢feni z krevniho Prokazuje pfitomnost ovulace.
séra. Provadéno 21. den PouZiva se k rozliSeni
menstruacniho cyklu (7 adekvéatnosti lutedlni faze

dni po ovulaci)

Hladiny androgenti Stanoveni se provadi Ke stanoveni produkce
(DHEAS, kortizol, | z krevniho séra, obvykle 2. | androgent. Pfili§ vysoké hladiny
androstendiol, 17- — 6. den menstrua¢niho mohou byt divodem neplodnosti

hydroxyprogesteron, cyklu u zen. Ptili§ nizké hladiny mohou
SHBG) byt divodem muzské neplodnosti
Hormony §titné Krevni testy k urceni Pouziva se k diagnostice
zlazy (TSH, T3, T4) | hladin sérového thyroxinu | snizené ¢innosti §titné zlazy, ktera
(T4), TSHa TRH muze vést k malo Casté ovulaci
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RTG vySetfeni d¢lohy a vejcovodi nebo-li hysterosalpingografie je rentgenové
vySetfeni délohy. Ukazuje tvar d€lozni dutiny a prichodnost nebo nepriichodnost vejcovodu.
Vysetieni provadi gynekolog, ktery po zavedeni specidlniho aparatu do hrdla délohy aplikuje
pozvolna kontrastni latku, jejiz prinik je vidét na rentgenu (viz Obrazek ¢. 9). Kontrastnich
latek existuje n€kolik typl, nejéastéji se pouziva olejova kontrastni latka s obsahem jodu

(Lipidol), vodny roztok jodu (Diograst), anebo hydroviskozni kontrastni latky [37].

Obrazek ¢. 9 — Hysterosalpingografie [38].

Hysteroskopie je metoda umoziujici vizualizaci dutiny délozni a
provedeni drobnych vykonti v dutin€ a hrdle déloznim, napt. odstranéni polypa, sriistii a sept
délohy. Jedna se o endoskopickou vysetfovaci metodu. Hysteroskopie se provadi v leze na
zadech, v gynekologické poloze. Po dezinfekci zevniho genitdlu a pochvy zavadi lékat
gynekologickd zrcadla. Po spravném umisténi je mirn€ rozevie, tim dochazi k fixaci délozniho
¢ipku do vhodného postaveni. Po zhodnoceni ¢ipku zrakem jej uchopi do klesti a opatrné
provadi dilataci. Nasledné zavadi hysteroskop (Obrazek ¢. 10). Aby bylo mozné délohu dobie
prohlédnout, napousti se na zacatku vySetieni specialnim roztokem, ktery oddali délozni stény
od sebe. Tak se ziska vétsi prostor pro manipulaci s hysteroskopem a dal§imi nastroji. Optické
zafizeni umozZni prohlédnout dutinu délozni pod velkym zvétSenim. Je-li to potiebné, odebiraji
se vzorky na vySetieni, odstranuji se polypy, myomy (ty, které jsou v dutin¢ d¢lozni), rozrusuji
srlsty nebo se odstranuje cela sliznice dutiny délozni. Piipadné je mozné suspektni (podezield)

mista fotograficky nebo kamerou zdokumentovat [22].
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Vejcovod —= Vejcovod
e Déloha
Sliznice
délohy Hysteroskop
Délozni
hrdlo
Vagina

Obrazek ¢. 10 - Hysteroskopie [39].

Laparoskopické vySetieni je metoda, ktera umoznuje Setrné prohlédnout dutinu bfisni a
ovéfit priachodnost vejcovodi. Laparoskopie spada do tzv. minimaln¢ invazivni chirurgie, kdy
pomoci specidlnich nastrojl a techniky Ize nékolika vpichy zobrazit dutinu bfi$ni a provést zde

potiebny operacni zakrok, aniz by bylo nutné bfi$ni dutinu oteviit (viz Obrazek ¢. 11). Pupikem

se zavadi kamera, ktera snima operacni pole.
Poté se provadi dalsi 1-3 drobné fezy (cca 1 cm), kterymi se do bricha zavadi potiebné
operacni nastroje. Laparoskopie se provadi za Gi¢elem diagnostickym nebo 1é¢ebnym [36].
operatni nistro)

Laparoskop

Manipula&ni nastro;

zavedeny do délohy

Obrazek ¢. 11 — Laparoskopie [40].

Genetické vySetieni chromozomi nam da informaci o genetické vybavé obou
partnerii. Vysetiuje se karyotyp obou partnerti. U zen se Casto vySetiuji trombofilni mutace,
které zpiisobuji vrozeny zvySeny sklon ke srdzeni krve — zejména pii opakovanych
samovolnych potratech. Dle rodokmenu se pak mtze doplnit dalsi specidlni vySetfeni DNA,
napf. mutace zpusobujici metabolické vady, krevni, svalové nebo kostni postizeni, aj.
Abnormalni nalezy mohou byt jednou z pfi¢in neplodnosti, mohou vést k selhdni metod

asistované reprodukce, piipadné k opakovanym potratim (Obrazek ¢. 12) [41].

35



Zensky karyotyp 46, XX
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Obrazek ¢. 12 - Genetické vysetieni — fyziologicky Zensky karyotyp (vlevo), balancovand reciprokd translokace
mezi chromozomy 5 a 6 (vpravo, zndzornéné Sipkami), tento karyotyp byl diagnostikovin u Zeny s opakovanymi
spontannimi aborty [42].

3.2 Zakladni vySetieni diagnostikujici neplodnost u muzi

Muzska plodnost nejvice zavisi na kvalité spermatu. U nékterych muzii mize dojit ke
sniZeni poctu spermii, sniZeni jejich pohyblivosti nebo k odchylkam ve tvaru spermii. U takto
poskozenych spermii dochdzi ke ztraté schopnosti proniknuti déloznim hrdlem, spermie nejsou

dale schopny putovat pohlavnim traktem zeny a oplodnit vajicko.

U muzl patfi mezi zakladni vySetieni spermiogram. Jde o kvantitativni mikroskopicky
rozbor ejakulatu ziskan¢ho vétSinou masturbaci po kratké, 2-3 denni pohlavni abstinenci.
Sperma muz odebira do specidlni nadobky nebo kelimku s vickem. Nadobka nesmi obsahovat
zbytky dezinfek¢nich €inidel, kterd by mohla spermie poskodit.

Spermiogram je prvni vysetfeni, které se pti podezfeni na neplodnost provadi. Od vysledkt
spermiogramu se nasledné odviji dalsi vySetfeni.

Mezi zakladni parametry hodnocené pii vySetieni spermatu patii stanoveni objemu, pH,
zkapalnéni, dale pak stanoveni poctu spermii, jejich pohyblivosti a tvaru [43]. Fyziologické

hodnoty spermiogramu jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3- Fyziologické hodnoty spermiogramu — piesné udaje prevzaty od WHO, vlastni zpracovani

[44].
Objem spermatu 1,5-2 ml avice
pH 7,7-7,8
Koncentrace spermii 20 miliént/ml a vice
Celkovy pocet spermii 40 miliont a vice
Vitalita (pocet Zivych spermii) Minimalné 75 %
Pohyblivost (po¢et pohyblivych Minimalné 50 %
spermii)
Leukocyty Méné nez 1 miliéon na ml
Morfologie (pocet spermii S normalni Vice nez 4 %
morfologii)

Prvni hodnoceni spermatu se provadi bezprostfedné po odbéru. Nejdiive se posuzuje vzhled
spermatu, pfedevS§im jeho barva, ktera je vétSinou bila. V ejakulatu by neméla byt pfitomna
krev ani vlockovity materidl, ktery by poukazoval na ptitomnost infekce v pohlavnim traktu.
Hodnoti se také pritomnost leukocytt, bakterii, krystala ¢i cizorodych vlaken [21]. Sperma se
nechd 30 minut zkapalnit. Poté se méti jeho objem bud’ v odmérném vélci, nebo natazenim do
injek¢ni stiikacky, ptipadné se zvazi na pfesnych digitalnich vahach [6].

Sperma se nasledn¢ opakovanym nasatim do pipety nebo injekéni stiikacky a vypusténim
zpét do kelimku promicha a nejdiive se stanovuje jeho pH, tak Ze se kapka spermatu nanese na
pH papirek. Nasledné se pipetou odebere mald kapka spermatu a nanese se na spodni sklo
Maklerovy komurky (Obrazek ¢. 13). Komirka se sklada ze dvou sklicek, ktera jsou presné
zabrousena tak, Ze je mezi nimi mald mezirka o tloustce 10 pm. Do kryciho vicka je vyryta
miizka. Diky tomu se v kazdém ¢tverci miizky ukazuje tak maly pocet spermii, Ze ho 1ze dobie

spocitat v nativnim spermatu, neni tieba sperma fedit.
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Obrazek ¢ 13 — Maklerova komiirka pouzivana k pocitani spermii ve vzorcich spermatu [45].

udajem spermiogramu (Obrazek €. 14) je koncentrace pohyblivych spermii a kvalita jejich
pohybu. Pocitani spermii pohybujicich se v zorném poli mikroskopu relativné vysokou
rychlosti je tedy jen pfiblizné, ale pro praktické vyuZiti to nevadi. Existuji i pocitatem fizené

analyzatory, které v§ak maji vysokou pofizovaci cenu [46].

Obrdzek ¢. 14 - Spermiogram — preparat umistény v pocitaci komiirce, jedna se o fyziologicky spermiogram,
nejsou videét zZadné patologie spermatu [47].
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Nepohyblivé spermie se vétSinou povazuji za mrtve, ale ne vzdy to tak musi byt. Skute¢né
mrtvé spermie Ize odlisit od Zivych, ale nepohyblivych spermii specialnim barvenim, kdy se
mrtvé spermie obarvi, v disledku poruSeni cytoplazmatick¢ membrany. Toto poruseni dovoli
barvivu pronikat do spermii. K barveni se pouziva bud’ eozin na vlhkém preparatu, nebo
kombinace eozinu a negrozinu na suchém preparatu. U zivych spermii nedochéazi k pronikani
barviva pies membranu. Dal§im parametrem je morfologie spermii (tabulka ¢. 4), tedy
zhodnoceni, jaké patologické tvary a v jakém poctu se v ejakulatu vyskytuji. Odchylek od
normalniho tvaru spermii existuje celd fada napt. dvojita hlavicka, dvojité biciky, deformace

hlavicek, krcku, odtrzeni bi¢iku [22].

Tabulka ¢ 4 - Nomenklatura parametri ejakuldtu [48].

Normospermie Parametry ejakuldtu jsou v mezich normy
Oligozoospermie Koncentrace spermii je niz$i nez 15miliont/ml
Teratozoospermie Méné neZ 4 % spermii ma normalni stavbu
Méné nez 40 % spermii s celkovou motilitou
Astenozoospermie nebo méné nez 32 % spermii s progresivni
motilitou
Azoospermie V ejakulétu nejsou zadné spermie
Aspermie Pti orgasmu nedochazi k ejakulaci
Nekrozoospermie Nizké procento zivych spermii, vysoké

procento nepohyblivych spermii v ejakuldtu

Kryptozoospermie Maly pocet spermii, nejsou zjistitelné
Vv Cerstvém vzorku, ale aZ po centrifugaci

Vysetieni mize vyloucit nebo potvrdit patologie spermatu, avSak nemtize potvrdit, ze muz
je opravdu plodny. I kdyZ ma muZ spermiogram zcela fyziologicky, nevyluc¢uje to moznost

dalsich faktort, které mohou zabranovat oplozeni vajicka [22].
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Dale se provadi Kklinické vySetieni, kdy Iékar zjistuje, zda pacient prodélal operace na
genitaliich, virova onemocnéni, pohlavni choroby, ¢i cévni a mozkova onemocnéni. Klinické
vysetieni mize také odhalit abnormality pohlavnich organt, napt. varikokélu (rozsifeni zil

Vv oblasti Sourku) nebo atrofii varlat [46].

Stejné jako u Zen se provadi hormonalni vySetiteni, kdy se stanovuji sérové hladiny
gonadotropint, folikuly stimulujiciho hormonu (FSH), Iluteinizacniho hormonu (LH) a

plazmatického testosteronu. Se stoupajici hodnotou FSH spermatogeneze obvykle klesa [13].

3.3 Vysetreni specifickych protilatek

Imunologické vySetieni patii mezi zdkladni vySetfeni plodnosti u Zen i muzt. VySetiuji se
specifické protilatky (napt. proti spermiim, vajickim a embryim, antifosfolipidové protilatky),
které jsou hlavni pti¢inou imunologické neplodnosti. Ke zjisténi jejich ptitomnosti se provadi
vySetfeni cervikdlniho hlenu u Zen, popf. séra nebo seminalni plazmy u muzi. Ptehled

pouzivanych testl je uveden v nasledujicich kapitolach [49].

3.3.1Test podle Kremera

Jedna se o test pronikani spermii kapilarou s cervikalnim hlenem. Pozorovani se provadi
pod inverznim mikroskopem. Ukolem je posoudit vzdalenost, kterou urazi spermie v ovulaénim
hlenu za jednotku ¢asu. Dilezité je vSimnout si také poctu pohyblivych spermii, posoudit
charakter jejich pohybu a pfipadné zmény na hlavickach spermie. Test posuzuje zakladni
penetracni schopnosti spermii v ovulaénim hlenu za jednotku ¢asu, modeluje tak situaci in vivo.
Screeningovym Kremerovym testem je moZné zachytit i aglutinaci spermii zpisobenou napf.

vazbou protilatek [22].

40



3.3.2 Mikroaglutina¢ni test

Tento test zjist'uje piitomnost protilatek proti spermiim v ovula¢nim hlenu. Ovula¢ni hlen
se upravuje pomoci enzymu bromelinu. Zkapalnény hlen se pak rozd¢li do zkumavek a nafedi
geometrickou fadou. Do specialnich komurek se pienesou jednotlivd mikromnozstvi
zkapalnéného hlenu a promytych spermii, piekryji se parafinovym olejem, aby nedochézelo
k vyschnuti, a po dvou hodinach se pozoruji pod inverznim mikroskopem. V piipadé, ze
ovulacni hlen neobsahuje protilatky proti spermiim, spermie zcela voln¢ proplouvaji svym
charakteristickym pohybem, v opacném piipad¢ jsou nahloucené k sob¢€. Zalezi na tom, ktera
protilatkova aktivita pfevazuje, zda proti hlavickam (pfevazuje protilatkova aktivita proti
hlavickam spermii), ¢i proti bi¢ikiim (pfevazuje protildtkova aktivita proti bic¢ikiim spermii),

nebo spole¢né proti hlavickam a bi¢ikam [22].

3.3.3 Enzymova imunosorbentni analyza

Metoda ELISA (tj. enzymova imunosorbentni) vyuziva sekundarni detek¢éni protilatky proti
specifickym izotypiim imunoglobulind, které¢ jsou kovalentné navdzany na enzym a ptidany ke
vzorku v mikrotitra¢ni desti¢ce. Vzorkem muze byt sérum, hlen délozniho hrdla, seminalni
plazma. Je-li ve vzorku pfitomen dany imunoglobulin (napf. protilatka proti spermiim), vytvori
se komplex sekundarni protilatka — enzym — imunoglobulin, ktery je detekovan pfidanim
specifického enzymového substrdtu, coz méa za nasledek zménu zbarveni, kterou Ize
kvantifikovat. Dal$i vyhodou této metody je jeji specifita. Hlavni nevyhodou této metody je, Ze
vzorky jsou fixovany (tj. navazany na sténu mikrodesti¢cky, bud’ pouhou absorpci, nebo
chemicky pomoci riznych vazeb napft. kovalentnich) a to miize zplsobit naruseni plazmatické
membrany a nasledné i1 vnitinich antigend. Pouzité protilatky se mohou také vazat nespecificky

a metoda pak poskytuje falesné pozitivni vysledek [34].

3.3.4 Test smiSené aglutinacni reakce

Test smiSené aglutinacni reakce (tzv. MAR test - mixed agglutination reaction) je jednim z
nejuzivanéjsich testl pfi vySetieni protilatek proti spermiim. VySetieni se provadi ze séra nebo
semindlni plazmy. Cerstvy ejakulat je smichan s latexovymi asticemi nebo ovéimi erytrocyty,
znacenymi IgA nebo IgG. Pfidanim imunospecifického IgG antiséra cilené¢ho proti lidskym
proteiniim se vytvaii smiSené aglutinace mezi ¢asticemi a pohyblivymi spermiemi jako dikaz

navazani IgG protilatek na spermie [50]. Spermie s navazanymi protilatky a antisérem
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aglutinuji, zatimco spermie bez protilatek ne. Hodnoti se pomér aglutinovanych castic a
spermii. Pokud se po aglutinaci zjisti napadeni pouze 10 — 30 % spermii je MAR test hodnocen
pozitivné, situace ale jeSté neni Kriticka. Poceti je v tomto pfipadé jesté stale mozné, protoze
zbytek spermii je schopen oplodnéni vajicka. Pokud je ale pokryto vice nez 50 % spermii
protilatkami, bude vysledek MAR testu kriticky. To znamend, ze je diagnostikovana

imunologicka neplodnost [34].

3.3.5 Immunobead test

Immunobead test (IBT) je druhym testem nejcastéji pouzivanym k vySetieni protilatek proti
spermiim. Vyuziva polyakrylamidové koralky (immunobeads) potazené protilatkami proti
lidskym IgG, IgM a IgA, které jsou inkubovany s cerstvymi pohyblivymi spermiemi pacienta
(ptimy test) nebo s normalnimi spermiemi darce, které byly pfedtim inkubovany s tekutinou
pacienta, naptiklad seminalni plazmou (neptimy test). Pfednosti IBT je, ze 1ze kvantifikovat
typ protilatek, procento spermii s navazanymi koralky a jejich lokalizaci (Obrazek ¢. 15).
Nevyhodou této metody jsou naklady na Cinidla, casova naro¢nost a nespecifické vazby. Ty

mohou vzniknout pfi pouziti vysoké sérové koncentrace pii neptimém test [51].

Obrdazek ¢. 15 — Immunobead test - metoda umoziujici zjistit typ a lokalizaci protilatek proti spermiim, napv. na
hlaviéce spermii (oznaceno Sipkou), pomoci polyakrylamidovych kordlki (immunobeads) potazenych
protilatkami proti lidskym IgG, IgM a IgA [52].
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3.4 VySetieni bunééné imunity

Bunéénd imunita je soustava nckolika druht bilych krvinek, které svymi riznorodymi
funkcemi zabezpecuji obranyschopnost organizmu proti nezddoucim vn&j$Sim 1 vnitinim
vlivam. Bilé krvinky zraji z velké ¢asti v kostni dfeni. V pfipad¢, Ze bilé krvinky nesplni svou
funkci dostatecné, je lidské télo nachylné k autoimunitnimu nebo imunodeficientnimu

onemocnéni.

V indikovanych ptipadech (opakované potraceni, opakované neuspésna lécba metodami
asistované reprodukce, aj.) se provadi vysetfeni bunééné imunity. Vysetfuji se predevsim NK
buiiky. NK bunky jsou cytotoxické bunky fadici se k nespecifické imunité. Jsou schopny
lyzovat (,,zabijet*) jiné buniky pomoci granuli obsahujicich perforin a granzymy. Rozeznavaji
bunky, které maji na povrchu abnormalné malo MHC I. tfidy. Jejich zvySend piitomnost
Vv dutiné délozni mize mit i1 fatalni nasledky pro vyvijejici se zarodek. Odbér materidlu se
provadi v ramci hysteroskopického vysetieni, které umozni cileny odbér i vySetfeni celé dutiny
délozni.

Zpracovani materidlu se provadi pritokovou cytometrii, pti které jsou NK bunky 48 hodin
stimulovany riznymi stimuly (buniky K562, JAR buiky, partnerské spermie). ZjiStujeme
schopnost aktivace NK bunék po stimulaci méfenim zvySené exprese aktivaéniho znaku CD69.
Ten se zacind projevovat na povrchu bunék po 18-48 hodinach. Vysledkem jsou procenta
stimulovanych NK bungk [52]. Pfi v€asném odhaleni poruchy je mozné nasadit cilenou infuzni
1é¢bu, ktera dokaze aktivitu NK bunék snizit a vyrazné tak zlepSit podminky pro zdarny vyvoj

embrya [51].
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4. Lécba imunologické neplodnosti

Z usneseni Svétové zdravotnické organizace z roku 1978 v ¢lanku 16 vyplyva, Ze muzi a
zeny zralého v€éku maji pravo bez omezeni rasy, narodnosti nebo nabozenstvi uzavftit snatek a
zalozit rodinu. Pomoc mediciny v 1é¢bé neplodného paru se uplatituje stale vice a vzrista i
zajem part o tuto 1é€bu. V poslednich letech diagnostika a 1é¢ba neplodnosti zaznamenava stale
vétsich uspéchu [21].

Pti neplodnosti existuji dva rozdilné zpiisoby 1é¢by pacientii. Jeden ze zptisobt je zaloZen
na etiologické 1écbé, ktera chape neplodnost jako nemoc, a druhy zptsob je zaloZen na zvyseni
Cetnosti ptirozeného poceti. Tento zpiisob chape neplodnost jako hru nadhody a vyuziva
techniky, které byly vyvinuty v poslednich tfech desetiletich — nitrodélozni inseminaci (IUl), in
vitro fertilizaci (IVF) a intracytoplazmatickou injekci spermie (ICSI). Setkat se mtiizeme také s

riznymi postupy imunoterapie [53].

4.1 Nitrodélozni inseminace

Nitrodélozni inseminace (IUl) je technika asistované reprodukce, kterou Ize vyuzit pii 1écbé
neplodnosti, kdyZ ma Zena pruchodny alesponn jeden vejcovod. Divodem k provedeni
inseminace je snizeny pocet nebo pohyblivost spermii u muze. V piipadé imunologické
neplodnosti se vyuziva toho, Ze odebrané spermie muze se vpravi pfimo do délohy Zeny, ¢imz
se zamezi jejich styku s protilatkami v hlenu délozniho krcku (viz Obrazek ¢. 16). Metoda se
zaklada na ptirozené schopnosti spermii oplodnit vajicko v pohlavnim traktu Zeny [54]. Studie
dokazuji, Ze tato metoda je neefektivni v ptipadech, kdy sperma partnera mé nizkou koncentraci
spermii nebo spermie maji Spatny tvar. V ptipadech, kdy nelze pouzit sperma partnera, je
mozna uméla inseminace spermatem anonymniho vy3etfeného déarce. Usp&snost metody IUI je
0d 5 % az do 15 % na cyklus v zavislosti na véku zeny. Partnersky par mtize podstoupit nékolik
cykll inseminace, nejcastéji se doporucuji 3 cykly. Pokud nedojde k oplodnéni, 1ékat obvykle
doporuci G¢inngjsi 1é€bu metodou IVF. Vyhodou metody IUI je, Ze nevyZzaduje odbér vajicka
a celkovou anestezii [55].

Inseminace se provadi v n¢kolika krocich [6]:

1.  Provedeni IUI pfedchdzi nejcastéji stimulace vaje¢niki Clomiphen citratem v davce
1-2 tablety denné od 3. do 7. dne cyklu nebo podanim injekce gonadotropinu. IUI je

mozné provést 1 v pfirozeném cyklu, bez predchozi stimulace.
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2. Monitorovani l1écby se provadi méfenim velikosti folikulti a vysky délozni sliznice.
Cilem stimulace pted IUI je obvykle dozrani 1 az 3 folikuli.

3. Kdyz folikuly dosahnou pozadované velikosti, aplikuje se podkozné injekce
Pregnylu (5 000 IU) a planuje se provedeni IUI.

4.V den ovulace partner poskytne sperma, které se pfipravi k inseminaci. Cerstvé
sperma se po odbéru a zkapalnéni propere a zkoncentruje. Pfiprava spermatu
k inseminaci trva asi 2-3 hodiny. Poté lékat pomoci jemného katetru zavede

ptipravené sperma pies hrdlo az do dé€lohy. Cely proces je bezbolestny [12].

Obrazek ¢. 16 — Nitrodélozni inseminace [56].

4.2 Mimotélni oplodnéni

Mimotélni oplodnéni (IVF — in vitro fertilizace) pfedstavuje zasadni metodu v 1é¢bé
neplodnosti. Prvni pokus s umélym oplodnénim byl poprvé Gspésny v roce 1978, kdy se diky
Iékaiim R. Edwarsovi a P. Steptoaeovi narodilo prvni dit¢ na svété metodou IVF (Louise
Brownova — Velka Britanie). V Ceské republice se narodilo prvni ,,dité ze zkumavky* v roce
1982 v Brn¢ pod vedenim profesora Pilky. Ve svété se rocné narodi vice nez 3,7 milionh déti,
které byly poéaty metodami asistované reprodukce. Uspésnost IVF je 20 % - 45 % na jeden
1écebny cyklus [57].

Umelé oplodnéni spocivéa ve spojeni zarode¢nych bunék (spermie a vajicka) mimo télo
zeny, sledovani vyvoje vzniklych zarodkt v laboratofi, vybéru nejkvalitnéj$ich embryi a jejich

zpétném zavedeni do délozni dutiny Zzeny piijemkyné (viz Obrazek ¢. 17) [12].
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Obrdazek ¢. 17 — Postup in vitro fertilizace [58].

IVF zahrnuje n¢kolik kroku:

1. Hormonalni stimulace

Spociva v aplikaci hormont stimulujicich vajec¢niky, aby bylo mozno ziskat vice zralych
vajicek. Déle v aplikaci hormonti zabranujicich pfed¢asné, samovolné ovulaci. Tato faze je
kontrolovana nej€astéji ultrazvukem, kdy 1ékat sleduje rast folikulti obsahujicich vajicko ve

vajecniku. Tato faze trva obvykle 1 — 3 tydny [59].

2. Ambulantni odbér vajicka

Tento krok probiha pfi celkové anestezii pfes pochvu Zeny za kontroly ultrazvukem.

3.  Mimotélni oplozeni vajicka v laboratori

Fertilizace vaji¢ek probiha bud’ klasickou metodou, tj. pfidanim spermii do kultivacniho
média, nebo nékterou mikroinseminac¢ni metodou. NejCastéji se pouziva mikromanipulaéni
metoda ICSI (tj. intracytoplazmaticka injekce spermie). Tato metoda spocdiva v pfimém
vpraveni jediné spermie do vajicka. Zatimco pfi klasické metod¢ je zapotiebi nékolik set tisic
kvalitnich spermii na oplozeni jednoho vajicka, v tomto piipadé je zapotiebi pouze jedna
spermie. Tim metoda ICSI dava Sanci mit vlastni dité i muzim s téZkou poruchou plodnosti,
kdy je ziskavan maly pocet spermii. Nasleduje kultivace embryi v pfisné kontrolovaném
prostiedi (inkubatoru), které zajiStuje potiebné podminky pro jejich metabolismus a funkce
spojené s jejich vyvojem (viz Obrazek ¢. 18). V laboratornich podminkach miizeme embrya

nechat rust do 120 hodin (5 dni), poté musi byt ptenesena do délohy nebo zmrazena [60].
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Obrdzek ¢. 18 —\yvoj embryi na Petriho misce po oplodnéni [61] — obrazek A zobrazuje oplozené vajicko,
obrazek B oplozené vajicko se dvema prvojadry a dvéma polovymi télisky.

4. Embryotransfer

Provadi se pomoci specialnich transferovych souprav. Jedno embryo s malym mnozstvim
tekutiny (média, zivného roztoku) jsou vstiiknuta skrz Cipek délozni do dutiny délozni.
Diivodem k zavedeni pouze jednoho embrya je to ze uspéSnost nezvySuje pocet embryi

zavedenych najednou, ale pocet transferti [50].

5. ReZimova opatieni po transferu

Po transferu se doporucuje klidovy rezim (tj. zadna nadmérna fyzicka aktivita, pohlavni
styk, atd.) po dobu 1-2 tydni. Béhem této faze se musi pravidelné uzivat hormonalni tablety,

aby byla podpoftena lutedlni faze.
6. Prukaz a sledovani téhotenstvi

Téhotenstvi se prokazuje pii ultrazvukovém vySetieni v kombinaci s t€hotenskym testem.
Do prokézani gravidity se doporucuji uZivat gestageny. Pokud se gravidita potvrdi, je nutné

uzivat gestageny jesté po dobu 8 tydnd z divodu piipravy téla na t€hotenstvi [54].

4.3 Imunoterapie

Imunoterapie je Vv reproduk¢ni imunologii definovana jako piimé navozeni pfirozené
obranyschopnosti organizmu vedouci k omezeni tvorby protilatek proti spermiim, vaji¢ku nebo
k aplnému vylouceni jejich produkce. Vyuziva se bud’ celkova nespecificka terapie, popf.
lokalni specifickd terapie k utlumeni imunitniho systému vedoucimu ke snizeni produkce

protilatek, nebo plazmaferéza k odstranéni protilatek ze séra [32].

Utlumeni imunitniho systému se obecné pouziva pii autoimunitnich onemocnénich. Tato

onemocnéni jsou dusledkem komplexnich patologickych pochodt, charakterizovanych
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abnormalni reakci na vlastni antigeny (tzv. autoantigeny) kombinovanou s ptisobenim zevnich
sebedestruktivni proces, kdy imunitni systém vytvaii protilatky, které napadaji vlastni tkan.
Patii sem tedy i imunologicka neplodnost, kdy se vytvaii protilatky proti vlastnim strukturdm

[15].

Onemocnéni ¢asto postihuje zeny v reprodukénim obdobi, obvykle mezi 12-45 lety. Tento
fakt neptimo ukazuje na dileZzitost hormondlnich vlivii na funkci imunitniho systému a také na
to, Ze zenské hormony autoimunitu podporuji. Prvni projevy se mohou u Zen objevit s nastupem
menstruace. Nekteré pacientky onemocnély v disledku pouzivani hormonalni antikoncepce.
T¢hotenstvi samo o sobé ma pozoruhodny vliv na autoimunitni choroby. Asi u tfetiny zen
dochazi béhem téhotenstvi k exacerbacim autoimunity, u druhé tfetiny naopak k jejimu ttlumu,

u zbyvajici tietiny pak té¢hotenstvi nema zadny vliv na pribéh choroby [12].

K tlumeni imunitniho systému se pouzivaji imunosupresiva, coz jsou léky, které¢ omezuji
nebo blokuji ¢innost imunitniho systému. Imunosupresiva nemaji vliv na priibéh t€hotenstvi a

nejsou nebezpecna pro plod [4].

Pti celkové nespecifické terapii jsou vyuzivany kortikoidy. Kortikoidy jsou syntetické kopie
kortikosteroidii, hormont kiry nadledvin a jsou uzivany k potlaceni imunitniho systému.
Podavaji se ve form¢ tabletek po dobu 3 mésici. Doba davkovani se upravuje podle hladin
protilatek proti spermiim v déloznim hrdle [22]. Vzhledem k celé fadé nezadoucich vedlejSich
ucinkl musi byt pacientka nebo pacient pted touto 1é¢bou fadné vysetfen a béhem ni pecliveé
sledovan [21]. Celkova imunosuprese byva uspésna u izolované neplodnosti z imunologickych
pfi¢in. Casto je pouzivana také pii 1é¢bé jiné piiciny neplodnosti, kdy se pfistupuje k in vitro
fertilizaci [22].

Lokalni specificka terapie spociva v lokalnim vyuziti kortikoidd a je urcena neplodnym
Zenam, u kterych jsou jedinou pfi¢inou neplodnosti protilatky proti spermiim v déloznim hrdle.
Dalsimi podminkami tohoto zplisobu Iécby jsou normalni spermiogram partnera, fyziologické
hladiny hormon, prichodné vejcovody a vylouceni protilatek proti spermiim v séru [21].

Plazmaferéza je draha, bezpe¢na, vétSinou dobie tolerovanad léCebna metoda, pii které
dochazi k oddéleni plazmy od krevnich bunék [53]. Lze provést dvéma zpusoby, a to bud’
pomoci membrany (vyuziva k filtrovani polopropustnou membranu) a nebo centrifugaci
(vyuziva odstiedivou silu pro rozdéleni latek s riznou hustotou). U pacientek s vysokymi titry

protilatek proti spermiim v séru lze plazmaferézou uc¢inng, ale bohuzel jen docasné, snizit
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protilatkovou aktivitu. Tento 1écebny postup je vétSinou kombinovan s dalsi 1écbou, nejcastéji

s celkovou imunosupresi [34].
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5. Zavér

Tato bakalarskéd prace se zabyva imunologicky podminénou neplodnosti. Neplodnost se

definuje jako neschopnost otéhotnéni po roce pravidelného a nechranéného pohlavniho styku.

Kazdy rok ptibyva v CR i ve svété polet pard, kteid kvili neplodnosti nemohou pogit dité
ptirozené. Z velké Casti za to mize Zivotni styl, neustaly stres, Spatné zivotni prostiedi ale i

skute¢nost, ze v moderni dob¢ se poceti ditcte stale vice odklada.

V mé bakalatské praci jsem se zaméfila na neplodnost zpisobenou poruchami imunitniho
systému. Mechanismy, kterymi mtize porucha imunity zaatocit je mnoho. N¢které jsou dobie
znamé, jiné jsou zatim jen predpokladany a o nekterych zatim vitbec nevime. Mezi nejcastéjsi
pfi¢iny imunologické neplodnosti patii specifické protilatky bud’ vytvafené muzem (napf.
protilatky shlukujici spermie, protilatky znemoziujici pohyb spermii, a nebo poskozujici
spermie), nebo Zenou (napt.protilatky proti spermiim, protilatky proti zona pellucida nebo proti

ovariim), popsana je ale také ti¢ast bunééné imunity reprezentované NK bunikami.

Pro odhaleni imunologicky podminéné neplodnosti je k dispozici celd ftada
imunoanalytickych vySetfovacich metod (napt. ultrazvuk malé panve, spermiogram, vySetieni
hladiny hormonti). Reprodukéni medicina od narozeni prvniho ditéte ze zkumavky v roce 1978
prosla velmi dynamickym vyvojem. Ale i pfesto v dnesni dobé existuje spousta part, kterym
nejsme schopni pomoci. Lécba neplodnosti je velmi naro¢na jak finan¢né, tak i psychicky, a
pokud dojde k selhani IVF, mél by par vyhledat pomoc imunologa. Podle nejnovéjsich

poznatk je totiZ u tzv. nevysvétlitelné neplodnosti na viné prave imunita.
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