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ANOTACE

Bakalatskd prace se zabyva vyznamem piirozené¢ cytotoxickych bunék, tzv. NK bunck
v t&hotenstvi. Cast prace se zabyva nejnové&jsi charakteristikou NK bun&k. V praci je shrnuto,
jakymi imunitnimi mechanismy matky je plod tolerovan a jaka je role NK bunék v té¢hotenskych

komplikacich a onemocnéni. Zavér prace je vénovan vysetieni NK bunek.
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TITLE

Importance Of Naturally Occurring Cytotoxic Cells In Pregnancy

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with importance of naturally occurring cytotoxic cells, so-called
NK cells in pregnancy. Part of the bachelor thesis deals with latest characteristics of NK cells.
It summarizes which mothers mechanisms is the fetus tolerated by and the role of NK cells
in pregnancy complications and diseases. The end of the bachelor thesis is devoted

to the examination of NK cells.
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UVoD

Plod je povazovan za alo$tép a navzdory zakonitostem transplanta¢ni imunologie
prezije te€hotenstvi. Cizi antigeny plodu se dostanou do kontaktu s matetskym imunitnim
systémem, ktery ov§em nevyvola imunitni reakci ani naslednou rejekci. Plod je tedy matkou
tolerovan a zaroven je zachovadna schopnost obrany proti infekénim organismim. U lidské
hemochorialni placenty bezprostiedné po implantaci blastocysty, kdy je endometrium
infiltrovéno fetalnimi trofoblasty, je zvySen pocet imunitnich bun€k, coz je dilezité pro dalsi
procesy V téhotenstvi a ochranu integrity délohy a matky.

Béhem prvniho trimestru tvoii 50-70 % vSech lymfocyt decidua pfirozené cytotoxickeé
bunky, tzv. NK buiky. Jsou to velké lymfocytarni buniky, které se fadi do nespecifické imunity.
Jejich hlavnimi funkcemi jsou cytotoxicka likvidace bunék napadenych viry nebo nadorovych
bun¢k a sekrece cytokini. Bylo prokdzano, ze NK bunky hraji vyznamnou roli v raném
t¢hotenstvi, hlavné v implantaci a placentaci. Dale se podileji na eliminaci senescentnich,
tj. starnoucich, decidualnich bunék a na obran¢ plodu béhem nitrodélozni infekce. Aktivace
téchto velkych granularnich lymfocyti musi byt ptisné regulovéana, aby nedoslo ke zhrouceni
tolerance mezi matkou a plodem.

Cilem této reSerSni prace je charakterizovat NK bunky, shrnout jejich roli
ve fyziologickém te¢hotenstvi a pii t€hotenskych komplikacich a onemocnénich, jako jsou
preeklampsie, endometridéza, opakovand ztrata té¢hotenstvi a opakované selhani implantace.

Zaver prace je vénovan laboratornimu vySetfeni NK bunék.
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1. NK buiiky

NK bunky neboli pfirozené zabijecské bunky (z anglického natural killers) jsou
cytotoxické bunky nespecifické imunity. Vznikaji v kostni dfeni z lymfoidniho progenitoru
a po vyzrani putuji do periferni krve. Tvofi teti hlavni subpopulaci lymfocytii s podilem
5-20 %. Osidluji nelymfoidni i lymfoidni tkan¢ v¢etné lymfatickych uzlin, mandli, brzliku,

sleziny a d¢lohy.

1.1. Receptory NK bunék
Na povrchu NK bunék se nachazeji aktiva¢ni (pozitivni) a inhibi¢ni (negativni)

receptory.

1.1.1. Aktivaéni receptory a cytokiny

Aktivaéni receptory KAR (killer activation receptors) patii mezi adhezivni molekuly
[1]. Po navazani ligandu na aktivacni receptory dojde k aktivaci cytotoxickych mechanismu
NK bunék. VétSina téchto receptord interaguje s proteiny, které na wvnitini strané
cytoplazmatické membrany obsahuji molekuly ITAM, tj. aktivaéni motiv imunoreceptori
na bazi tyrosinu. Patfi mezi né lektinovy receptor NKR-P1 (CD161), ktery ma afinitu
k sacharidovym molekulam, CD16 a NCR receptory jako jsou NKp30 (CD337), NKp44
(CD336) a NKp46 (CD335). Ligandy aktivacnich receptori mohou byt produkty virem
infikovanych buné¢k a produkty nadorovych bunék [2].

1.1.11. CD2
Rozpoznavacim znakem NK buné¢k je CD2 receptor, ktery ma diileZitou roli v konjugaci
NK buné¢k k terCové bunce. Slouzi jako kostimula¢ni molekula s funkci generace signald
ke zvyseni cytotoxicity NK bunék, konkrétné rekrutuje CD16 do imunologické synapse
pfi spontanni cytotoxicité [3, 4].
1.1.1.2. CD56
CD56 (NCAM-1) je imunoglobulinovy fenotypovy marker NK bunék. Tento receptor
ma na NK bunky vyrazny imunostimulac¢ni G¢inek, véetné spusténi produkce cytokint [5].
Prestoze je prfitomny na kazdé NK bunce, jeho role v cytotoxickém mechanismu neni

definovana [6].

1.1.1.3. CD16
CD16 (také znamy jako FcyRIIl) je imunoglobulinovy Fc receptor, ktery obsahuje

wvewr
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zavislé na protilatkdch (ADCC). Jeho dalsi funkce jsou produkce cytokini a postaktivacni
apopticka smrt NK bungk. Stejné jako NKp46 zprostiedkovava lyzu virem infikovanych bun¢k
a nadorovych bun¢k [7].

1.1.14. NCR
NKp30, NKp44 a NKp46 jsou imunoglobulinové transmembranové receptory typu 1.
Jsou to prvni receptory, které aktivuji buniky. Indukuji cytotoxicitu a jsou dulezité pro imunitni
dozor nad nadory. NKp46 je specificky pro NK burky, kdezto druhé dva receptory se nachazeji
i na podskupinach T lymfocytd [8]. NKp46 a NKp30 jsou pfitomny v aktivovanych
I neaktivovanych bunkach, zatimco NKp44 je exprimovan pouze v NK bunkach aktivovanych

cytokiny [9].

1.1.15. Aktivaéni cytokiny

NK bunky mohou byt dale aktivovany cytokiny, které pii zanétu produkuji bunky
imunitniho systému. Mezi tyto cytokiny patfi IFN-a, IFN-B, 1L-2, IL-12, IL-15 a dalsi.
Interfernony o a B jsou secernovany aktivovanymi myeloidnimi buiikami, stimuluji expanzi
NK bunék a zaroven zesiluji efektorové funkce po stimulaci receptoru IFN-a [10].

IL-2 je imunostimulaéni cytokin, ktery pochazi z T lymfocytlh a mize zvysit reakce
NK bunék na infekci. Dosahuje svych funkci pfevazné vazbou s heterotrimernim receptorem,
ktery je slozeny z IL-2Ra (CD25), IL-Rp (CD122) a CD32 [11].

IL-12 byl poprvé pojmenovan jako faktor stimulujici NK bunky. Signalizace IL-12 je
zprostfedkovana predevsim fosforylaci STAT4, kterd je nezbytna pro expresi IFN-y a perforinu.
Dale mize IL-12 pracovat ve shodé s IL-15 a IL-18 a tak vytvafet pamét'ové NK buiky [10,
11].

1.1.2. Inhibié¢ni receptory

Inhibi¢ni receptory jsou bud imunoglobulinové nebo C-lektinové a na wvnitini
stran¢ cytoplazmatické membrany obsahuji doménu ITIM. Imunoglobulinové inhibi¢ni
receptory KIR nalezneme pouze nalidskych NK bunikach v podobé imunoglobulini
nebo imunoglobulinim podobnych molekul. Jejich mechanismus inhibice funguje na principu
asociace s cytoplazmatickymi fosfatdzami, které narusuji signalizac¢ni drahy zahajené
stimulacnimi receptory spojenymi s proteinkinazami [1]. Patii mezi né KIR2DL, KIR3DL
a imunoreceptor s imunoglobulinovou a ITIM doménou (TIGIT). C-lektinové receptory
lidskych NK bungk jsou heterodimery CD94/NKG2.

Ligandy inhibi¢nich receptorti jsou komplexy MHC 1. tfidy. Pokud ma burnka

na povrchu nalezité mnozstvi téchto molekul, pfevazi inhibi¢ni signaly a NK burika ztstane
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neaktivni. Ma-li terCovd bunka na povrchu nedostatecny pocet receptort MHC 1. tfidy,
nebo jsou tyto molekuly pozménény, pievazi stimulaéni signaly a ter¢ova bunka je NK bunkou

cytotoxicky usmrcena [1].

1.1.2.1. CD9%4/NKG2
CDY94/NKG?2 je heterodimer spojeny sulfidickymi mustky. NKG2A obsahuji inhibitory
domén ITIM, které¢ aktivuji SHP-1 a SHP-fosfatazy, coz vede k inhibici cytotoxicity.
Tento komplex rozpoznava molekuly tiidy HLA-E. Interakce CD94/NKG2 a HLA-E je
centralnim mechanismem, kterym NK bufiky nepfimo monitoruji expresi jinych molekul MHC
1. tiidy v cilové bunce. HLA-E prezentuje vedouci fetézce z jinych molekul MHC 1. tfidy a je
tedy zavisld na jejich expresi. Exprese HLA-E miize na bunééném povrchu ptedstavovat

nahradni marker pro funk¢ni zpracovani antigenu nezbytné pro expresi jinych molekul MHC

1. tiidy [12, 13].

1.1.22. KIR2DL a KIR3DL
KIR rozpoznavaji epitopy sdilené podskupinami alotyptt HLA-A, HLA-B a HLA-C.
KIR2DL1 rozpoznavaji alely HLA-C s lysinovym zbytkem na 80. pozici aminokyselinové
sekvence a KIR2DL2 a KIR2DL3 rozpoznavaji alely HLA-C s asparaginem na pozici
80 aminokyselinové sekvence. Ligandy KIR3DL1 jsou HLA-B alotypy obsahujici epitop Bw4
a ligandy KIR3DL2 jsou molekuly HLA-A3 a HLA-A11. KIR2DL4 se nachazi v endozomech,
ze kterych signalizuji prozanétlivou a proangiogenni odpovéd’. Jedinym zndmym ligadem

tohoto receptoru jsou molekuly HLA-G [14, 15, 16].

1.1.23. TIGIT
TIGIT je inhibicni receptor, ktery zprostiedkovava inhibi¢ni signaly naborem SHIP
fosfataz do ITIM, rozpoznava tedy vlastni buiiky nezavisle na MHC. Jeho vysoce afinitni ligand
je imunoglobulin CD155, ktery miZzeme najit na epitelialnich nebo endotelialnich bunkach
tkani [17].

1.2. Cytotoxicky mechanismus NK bunék

1.2.1. Cytotoxicita zprostredkovana enzymy

Jeden z mechanismu cytotoxicity NK bun¢k je cytotoxicita zprostiedkovana enzymy
perforinem a granzymy. Granzymy jsou serinové proteazy. Rodinu lidskych granzymt tvori
5 ¢lenli — granzym A, B, H, K a M. Cytolytické granula obsahuji granzym B, ktery pfednostné
Stépi za kyselinou asparagovou. Granzym B §tépi kaspazy 3 a 7 terCové bunky, tim aktivuje

bunéénou smrt Stépenim riznych bunéénych slozek. Dale muze granzym B indukovat
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bunécnou smrt $t€épenim BH3 proteinu Bid, jehoz vysledna zkracena forma tBid se premisti
do mitochondrii, interaguje s proapoptickymi proteiny Bax a Bak, coz narusi integritu
membrany mitochondrie. Nasledn¢ dojde k uvolnéni apoptickych faktori jako jsou
SMAC/DIABLO, cytochrom, faktor indukujici apoptdzu a dalsi, a tim je zahajena apoptdza
ter¢ové bunky [18, 19].

Cytotoxické usmrcovani bunék pomoci enzymi je komplexni kontrolovany proces
zahrnujici nékolik kroki, které vedou k uvolnéni cytolytickych granuli a naslednému usmrceni
ter¢ové bunky. Nejprve dochazi k adhezi NK buiky na terovou butiku, ktera ma snizené
mnozstvi inhibi¢nich receptorti nebo je postrada uplné. Takto se vytvoii imunologicka synapse.
Poté se adhezni molekuly jako je LFA-1 a Mac-1 segreguji do vngjsi oblasti synapse pPSMAC,
kde zprosttedkovavaji tvorbu konjugatu mezi bunikami [20]. Lyticka granula jsou pomoci
motorickych dyneinovych proteint transportovana podél mikrotubuli ve sméru do centra
organizujiciho mikrotubuly a nasledné jsou polarizovana smérem k synapsi. Granula jsou
na synapsi spojena s plazmatickou membranou pomoci malych GTPaz ze skupiny Rab, MUNC
proteini a SNARE komplexu, coZ ma za nasledek uvolnéni obsahu granul do synaptické
Stérbiny [18]. Perforin se v extracelularnim prostoru s neutralnim pH navaze na membranu
terCové bunky a za pfitomnosti vapenatych iontl agreguje. Vytvaii oligomery a v membrané
ter¢ové bunky Vznikaji pory s prusvitem 13—20 nm, kterymi granzym prochdzi do cytosolu
bunky. Druhy mechanismus vstupu granzymu do ter¢ové butiky je piijem pomoci endocytozy,
pficemz z endocytotického vacku je granzym uvoliiovan pomoci perforinu. Aktivita granzymi
v terCove bunice navodi apoptdézu prostiednictvim reaktivnich forem kysliku, poSkozeni
mitochondrii a fragmentaci DNA. Tyto G¢inky lze navodit cestou zavislou nebo nezavislou

na kaspazach [20, 18].

1.2.2. Cytotoxicita zavisla na protilatkach

Jiny mechanismus bunécéné cytotoxicity NK bunék je zavisly na protilatkach. VéEtSina
aktivacnich receptori NK bungk je zalozena na motivu tyrosinu a jejich signalizace zacina
fosforylaci tyrosinovych zbytki. Fc receptor CD16 (FcyRllla) se vaze na IgG protilatku
opsonizované terCové bunky, ¢imz se spusti kaskada reakci, kterd vede Kk uvolnéni

cytolytickych granuli a nastane apopt6za (obrazek 1) [21].
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Obrazek 1: Cytotoxicita zavisla na protilatkach (upraveno) [22]

1.2.3. Cytotoxicita zprostiedkovana receptory smrti

NK bunky mohou na svém povrchu prezentovat CD95L nebo ligand indukujici
apoptozu spiiznény s TNF (TRAIL). TRAIL je exprimovany NK bunikami po stimulaci IL-2,
IL-15 nebo interferony. Oba tyto receptory se podileji na supresi nadorového rastu [19].

Nejprve je vytvofen tzv. signalni komplex indukujici smrt (DISC), slozeny
z aktivovanych receptorti smrti, proteinii domény smrti asociovanych s FAS a prokaspaz 8 a 10,
které aktivuji kaspazy 8 a 10, coZ vede k apoptoze. Usmrceni ter¢ovych bunék zprostiedkované
receptory muze trvat 1-2 hodiny. Je tedy vyrazné pomalej$i, nez usmrcovani bunék
zprostfedkované lytickymi granuly, které mulzeme pozorovat béhem nékolika minut

po kontaktu s teréovou bunkou [23].

1.3. Fenotypy NK bunék

V lidském téle se vyskytuji dva fenotypy NK bungk CD56”"9"CD16~a CD569™CD16".
Piedpoklada se, Ze tyto populace maji odlisné funkce. Populace CD56°""CD16~ ma zvysenou
schopnost vylucovat prozanétlivé cytokiny, exprimuji vysoké hladiny CD56, CD94 a NKG2A,
a naopak neexprimuji KIR. CD56%™CD16" usmrcuji buiiky infikované viry a nadorové buiiky
a maji vyssi cytotoxickou kapacitu [24, 25].

Vétsina znalosti 0 fenotypu CD56""9" a jeho funkci jsou odvozeny z periferni krve, tedy
z cirkulujicich NK bun¢k. NK buriky infiltrujici organy se oznacuji za rezidualni. Najdeme je
v lymfoidnich organech, jatrech a déloze, kde byly popsany fenotypoveé odlisné podskupiny.

Tkanove rezidualni NK buiky maji povrchové markery, které znemoziuji bunice opustit tkan.
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V rezidualnich CD56""9" byl objeven povrchovy marker, ktery potla¢uje povrchovou expresi
sfingosin-1-fosfatového receptoru (S1PR1). Jiny potencialni mechanismus pro tkanovou
rezidenci je zapojeni chemokinovych receptort. Jako priklad lze uvést receptory CXCR6
a CCR5, které jsou exprimovany na CD56”9 tkafovych NK buiikach lymfoidnich tkéni
a jater, nicméné periferni krvi nejsou. Dal§i mechanismus je fizen expresi nebo absenci
adheznich molekul. Na povrchu déloznich NK bunék je exprimovan integrin CD49a*
a v krevnich NK bunikach opét chybi. Naopak CD56""9" postradaji CD62L* selektin s CCR7*
(obrazek 2) [26].

Cirkulujici CD56""ight Tkarové CD56Prieht
+ % .
DI‘/J{\MI DNAM1%* DNAM1% gl DNAM1-
cR7, O Cxcee* o CXCR6* o & b
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CDSZLQ\@& @. 9CD69" cc:%j‘&ﬂ o069 069"
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% = : E :
EREN ; ITGR7* : ; ITGB7* :
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N CD9* < CD9*
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Periferni krev Lymfoidni tkan Jatra Endometrium

Obrazek 2: Receptory NK bunék (upraveno) [26]

1.4. Endometrialni NK buiiky

Endometrialni NK bunky (eNK) tvofi az 30 % lymfocytd v endometriu. Jejich pocet
vyrazné stoupd od proliferativni do sekrecni faze menstruacniho cyklu. Jako hlavni regulator
imunitni odpovédi v déloze piisobi podskupina NK bungk CD56°"9"CD16~. Nachazi se v tkani
endometria pied otéhotnénim a v tkani decidua béhem tehotenstvi [25].

Délozni NK bunky rozlisime od cirkulujicich a dalsich tkanovych NK bunék pomoci
povrchového markeru CD49a", ktery jako jediné obsahuji, a naopak eNK neobsahuji marker
CCRS, ktery najdeme na povrchu NK bunék lymfoidnich tkanich i jater. Dale eNK na povrchu
exprimuji heterodimer CD103"/ITGB7", NKp44 a CD69. Receptory KIR a CD9, slaba
produkce IFN-y a cytotoxicita jsou typické znaky podskupiny NK bunék CD56°"9" [26].

Cytotoxicka aktivita Cerstvé izolovanych eNK je nizka (okolo 20 %) a tyto bunky
neprodukuji cytokiny, jako je IFN-y, interferonem indukovany protein 10 (IP-10), vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF) a placentarni rastovy faktor (PIGF) bez pfidavné stimulace
cytokind. Tento nedostatek byl pozorovan u eNK v proliferativni i sekre¢ni fazi. Po aktivaci
cytokinem IL-15 je sekrece IFN-y a IP-10 up-regulovéana, tedy zvySovana, stejné

jako cytotoxicita NK bungk. Do té doby jsou NK buriky v endometriu nete¢né [25].
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1.5. Decidualni NK buiiky

Deciduum je dé€lozni sliznice V sekre¢ni fazi menstrua¢niho cyklu a v t€hotenstvi,
a po porodu je vyloucena S placentou. Nachazi se mezi myometriem a fetalnimi membranami.
Jakozto prvni bunky v kontaktu s antigeny plodu zajist'uji decidualni burniky imunitni toleranci.
Dale zajist'uji invazi trofoblastu, ktery se diferencuje na vilézni a extravilézni trofoblastové
bunky a béhem faze implantace ukotvuje blastocystu k deciduu. Deciduum také piispiva
k remodelaci spiralnich arteriol po implantaci [27].

Decidualni NK bunky (dNK) lIze najit v tkani decidua. Tyto bunky v casné fazi
téhotenstvi tvoii 50-70 % vsech lymfocytl na fetomaternalnim rozhrani. Pfevazuje fenotyp
CD56""CD16™ a na jejich povrchu jsou exprimovany tkafové markery CD9, CD69, CD49a",
adhezivni molekuly jako je CD62L a integrin-al [28]. Dale eNK vysoce exprimuji KIR
a NKG2A, které se mohou vazat na HLA 1. tfidy exprimované extraviloznim trofoblastem
(EVT), coz hraje dulezitou roli v regulaci biologického chovani trofoblasti [29]. Cytotoxicita
dNK je opét velmi nizka, i ptestoze obsahuji velké mnozstvi perforinu a granzymu [28].

Tyto buiiky 1ze rozdélit do tfi podskupin, dNK1, dNK2, dNK3. Prvni podskupina dNK 1
exprimuje BAGALNT1, CYP26A1 proteiny a CD39 (regulacni ekto-ATPaza), jehoz funkce je
KIR2DL2, KIR2DL3, aktiva¢ni receptory KIR2DS1 a KIE2DS4, které se mohou navazat
na HLA-C v trofoblastech. Exprese LILRB1 (receptor pro dimer HLA-G) a zvySeny
metabolismus znaci, ze ANK1 interaguje s EVT. Podskupinu dNK2 definuje exprese proteind
ANXAL a ITGB2. Tteti podskupina dNK3 exprimuje CD160, CD161, TIGIT, CD103 a ITGB2
a naopak na ni nenalezneme lymfocytarni markery CD127 [30].

Pivod dNK neni zcela jasn€ stanoven, nabizeji se tfi moZnosti. Prvni je néabor
CD56°9"CD16~ z periferni krve a jejich nasledna diferenciace. Trofoblasty a decidualni buiiky
vylucuji velké mnozstvi chemokind IP-10 a MCP-1, coZ podporuje tuto teorii. Dle dalsi teorie
dNK dozravaji z eNK stimulaci téhotenskymi hormony jako je progesteron a dalsi nebo IL-15.
Posledni teorie tikd, Ze ANK se diferencuji zranim déloznich hematopoetickych prekurzort.

Tyto tifi mechanismy mohou pisobit zaroven [29].

2. Placenta

Placenta je doCasny organ, ktery umoznuje vyvoj plodu. Zajistuje funkce, jako jsou
vyména latek mezi krevnim obéhem matky a plodu, metabolismus a syntéza sacharidd,
cholesterolu, mastnych kyselin, produkce hormont potfebnych pro t€hotenstvi, rezervoar krve
a také imunitni funkci.
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2.1. Anatomie a vyvoj placenty

Placenta se sklada ze dvou ¢asti, matei'ské a plodové. Matefska ¢ast placenty je sloZzena
z decidua bazalis, ktera se vytvati z endometria a je tvofena bazalni ploténkou a bazalnimi
septy. Plodovou ¢ast placenty tvoii mezenchymalni rosolovité vazivo, které ma nervové a cévni
zasobeni. V pupeéni $nufe Se oznaCuje jako Wartonuv rosol. Plodovou cast lze rozdélit
na choriovou ploténku a choriové klky tvoiené trofoblastem.

Placenta je obvykle zcela vytvafena ve tietim tydnu téhotenstvi. U lidi a mysSi je
hemochorialni a pronika do matetské délozni tkané. Blastocysta se implantuje do decidua a je
vytvaten placentarni trofoblast [31]. Trofoblast je vrstva bunék ve stadiu blastocysty, jehoz
funkci je nidace a vyziva zarodku v rané fazi téhotenstvi, placentarni bariéra a produkuje
hormony, jako jsou choriogonadotropin, progesteron a dalsi. D¢li se na cytotrofoblast
a syncytiotrofoblast. Buniky cytotrofoblastu intenzivné proliferuji, vycestuji z embrya a formuji
syncytiotrofoblast, ktery je caste¢né zanofen do délozni sliznice a formuje zde vily.
V endometriu za¢ne rozruSovat cévy a dostane se tak do kontaktu skrvi matky. Timto
mechanismem je plod vyZzivovan do té doby, nez dojde k vytvofeni placenty. Postupem casu
zacne cytotrofoblast a mezoderm proristat buiikami syncytiotrofoblastu a zacinaji se tvofit

choriové klky, které se smérem k decidua basalis zvétsuji a vytvaii placentu [32].

2.2. Fetomaternalni rozhrani
Fetomaternalni rozhrani tvoti dvé ¢asti — deciduum a fetalni placenta. Funkce tohoto
rozhrani je pfiprava na semialogenni plod, zajiSténi imunitnich interakci mezi matkou a plodem
a vyvoj embrya [27]. Z hlediska bunék je tvofeno hlavné decidualnimi stromalnimi buiikami,
trofoblastovymi buiikami, imunitnimi butkami, jako jsou dNK, makrofagy, dendritické buriky,

T lymfocyty, B lymfocyty, NKT buriky a rozpustné faktory odvozené z téchto bunék [33].

3. Vztah NK bunék k trofoblastu

EVT exprimuje HLA komplexy C, E a G, které se navazuji na receptory NK bungk
(obrazek 3). Bylo prokazano, Ze vazba KIR2D NK bunky s HLA-C trofoblastu moduluje
odpoveédi eNK a muze zménit migraci trofoblastu a remodelaci spiralni arterie. Remodelace
spiralni tepny zahrnuje 2 rtizné kroky. V prvni fazi céva ztrati elastickou strukturu a vytvoii
se zlomy v endotelialni vrstvé. Tento proces probiha v pfitomnosti NK bunék a makrofagu.
V druhé fazi jsou fetalni trofoblasty pfitahovany k tepndm, a tak ptfechodné nahrazuji

endotelialni vystelku decidua a ¢astecné i myometria [29].

20



trofoblast

I
/ ° KIR
CD94/NKG2A HLA-G R
= ILT2 =
T Y
L}
L ]

= & @b
&

Obrazek 3: Receptory na dNK buiikach, které se vazou na molekuly trofoblastu HLA 1. t¥idy (upraveno) [34]

HLA-C jsou molekuly MHC 1. tfidy a po navéazani na KIR receptory tak inhibuji
cytotoxickou aktivitu NK buné¢k, proto je rozpoznavani fetalntho HLA-C2 receptory KIR
dialezité pro normalni vyvoj placenty. Naopak rozpoznavani HLA-C2 receptorem genotypu
KIR AA, ¢ili bez aktivaénich receptori, mtze zvysit riziko preeklampsie (PE). HLA-E
a HLA-G se také podileji na regulaci imunitni odpovédi, zejména vazbou na inhibi¢ni KIR [29,
31].

HLA-E jsou ligandy pro inhibi¢ni receptory CD94/NKG?2. Protoze jsou tyto molekuly
exprimovany jak na matefskych bunkach, tak na buiikach trofoblastu, mize interakce
mezi CD94/NKG2A a HLA-E zabranit lyze trofoblastu a dalSich matetskych bunék v okoli.
Dale tato vazba miize vést k uvolnovani cytokint, jako je GM-CSF a IL-10 déloznimi
NK buiikami, a tim k ochrané trofoblastu pted cytotoxicitou NK bunék [34, 35].

HLA-G jsou ligandy pro receptory KIR2DL4 a imunoglobulinu podobny transkript 2
(ILT-2, LILRB1) NK bun¢k. Rozpustna i povrchova forma HLA-G jsou po interakci
s KIR2DL4 endocytovany do vezikul NK bun¢k, kde aktivuji sekreci proangiogennich
a prozanétlivych cytokinti a chemokind, jako jsou IL-6, IL-18, IL-8, IL-23, MIP-1-a a MIP-3-a.
K aktivaci dochazi pomoci DNA-dependentni proteinkindzy DNA-PKcs, kterd signalizuje
poskozeni DNA a spousti fosforylaci proteinkinazy B na pozici Ser473. Fosforylovana
proteinkinaza B aktivuje NF-kB drahu, a tim vede k produkci cytokini. HLA-G dale chrani
bunky cytotrofoblastu pied lyzou NK bunkami, podili se tedy na vytvareni fetomaternalni

tolerance. Nicmén¢ nadmérna exprese HLA-G zvySuje povrchovou expresi HLA-E [36].
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4. Role decidualnich NK bunék v implantaci a placentaci

Implantace je proces uhnizdéni oplozeného vajicka ve sténach endometria. Vajicko
se nachazi ve stadiu blastocysty, pfijde o vrstvu zona pellucida a dostane se do kontaktu
s trofoblastem. Cely proces je ukonéen piiblizné 12. den po ovulaci kompletnim zanofenim
blastocysty, uzavienim implanta¢niho otvoru fibrinovou zatkou, kterou pieroste vrstva epitelu.

Béhem implantace nastdva pocateéni prozanétlivé obdobi, které napomahd invazi
trofoblastu do délozniho endometria a NK bunky putuji do délohy. Tyto bunky podporuji
imunotolerantni prostiedi sekreci IL-10, TGF-P a antagonisty receptoru IL-1, které potlacuji
proliferaci prozanétlivych T lymfocyt, véetné bunék Thl a Th17. Navic dochazi k recipro¢ni
vymeéné intaktnich fetdlnich a matefskych bunék, ¢imz vznikd matefsky a fetalni
mikrochimérismus [37].
kroky jsou invaze trofoblasti a remodelace spiralni tepny. Role dNK v tvorbé placenty je
zavisla na gestatnim véku. V osmém az desatém tydnu gestace dNK produkuji hlavné
angiogenni rustové faktory, které jsou spojeny S remodelaci spiralni tepny. Mezi dvanactym
a ¢trnactym tydnem té€hotenstvi ANK produkuji hlavné cytokiny a chemokiny, které ovliviiuji

invazi EVT [38].

4.1. Invaze trofoblastu

Invaze trofoblastu je regulovana autokrinnimi a parakrinnimi faktory, véetné cytokint,
hormont a kysliku. Tyto latky reguluji aktivitu matricové metaloproteinazy (MMP) a systém
urokinazového aktivatoru plazminogenu, které hraji zasadni roli pfi invazi trofoblasti.
Konkrétné matrixova metaloproteinaza 2 (MMP-2) a matrixova metaloproteinaza 9 (MMP-9)
hraji klicovou roli pti degradaci bazalni membrany. V ¢asném téhotenstvi dNK po interakci
s HLA molekulami produkuji cytokiny a chemokiny jako jsou IL-8 a CXCL10, které zvysuji
sekreci MMP-9 a také snizuji apoptozu EVT. [38, 39]. Dale dNK vylucuji velké mnozstvi
galektinu, ktery se UcCastni diferenciace trofoblastovych kmenovych bunék a invaze EVT
prostiednictvim vazby integrini-f1, ackoliv pfesny mechanismus neni znamy. V Casné fazi
téhotenstvi tedy produkty dNK stimuluji invazi EVT [40].

Naopak nadmérna invaze EVT muze zpusobovat t€hotenské komplikace a ohrozit
matku. dNK vsak vylucuji cytokiny jako jsou TNF-o, TGF-f a IFN-y, které inhibuji invazi EVT
v pozdéjsich stadiich gestace [38]. TNF-o se navazuje na LFA-1 na placentarnim
syncytiotrofoblastu a vyvolava jeho apoptozu [41]. Rodina TGF-B se sklada ze tii ptibuznych
proteint TGF-B1, TGF-B-2 a TGF-B3. Izotyp 1 snizuje rast EVT, jak sniZenim rychlosti
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proliferace, tak indukci apoptézy. Snizend invaze byla také spojena se schopnosti TGF-f1
zvysit hladinu tkanového inhibitoru MMP. TGF-3 také snizuje rist EVT [42]. IFN-y inhibuje

invazi EVT mechanismem zavislym na zvySeni apoptozy EVT a sniZeni aktivity proteazy [43].

4.2. Remodelace spiralni tepny

Béhem casného te¢hotenstvi jsou délozni spirdlni tepny remodelovany na cévy s vétSim
primérem a vysSim pritokem, coz umoziiuje az desetindsobné zvysSeni piivodu krve
do intervilozniho prostoru pro pfijem placentou. Plod tak ziskava dostatek kysliku a Zzivin,
cozje rozhodujici pro jeho dalsi vyvoj [44]. V tomto procesu bunky EVT migruji
Z placentarnich choriovych klk, napadaji deciduum a myometrium, kde remodeluji spiralni
arterie [45]. Remodelace decidualnich ¢asti spiralnich tepen je obvykle dokoncena do desatého
az dvanéctého tydne gestace a remodelace myometralnich casti téchto cév je dokoncena
do étrnactého az Sestnactého tydne gestace. Po remodelaci arterie ztraci endotelovou vrstvu
a vétsinu svalovych vlaken [46]. Tyto cévy zacinaji vykazovat stfedni prumér, tedy mnohem
vEtsi nez pramér, ktery je pozorovan u délohy netéhotnych Zen s nizkou rezistenci vii¢i pratoku
krve [47]. Selhani tohoto procesu je spojeno s rozvojem komplikaci v téhotenstvi, jako jsou
preeklampsie, omezeni ristu plodu nebo potrat ve druhém trimestru [48].

Remodelaci spirdlni tepny u c¢lovéka lze rozdélit na dvé faze — fazi nezavislou
na trofoblastu a fazi zavislou na trofoblastu. Pocate¢ni faze nezéavisla na trofoblastu zahrnuje
procesy jako otok endotelialnich bunék, degradace extracelularni matrix a separace bunék
hladkého svalstva cév [38, 45].

V této fazi hraji dulezitou roli angiogenni faktory produkované dNK. Tyto faktory
ovliviuji separaci bunck hladkého svalstva cév, zprostredkovavaji jejich apoptozu, diferenciaci
a migraci ze spirdlni arterie. Studie ukdzaly, Ze podpora dediferenciace je specificky
indukovana angiopoetinem-1 (ANG-1) a angiopoetinem-2 (ANG-2) dNK bunék. Navic
VEGF-A, VEGF-C, ANG-2, produkované dNK ovlivituji migraci bunék hladkého svalstva cév
ze spiralni tepny. Kromé toho, MMP-2 a MMP-9, vylu¢ované z dNK, mohou degradovat
extracelularni matrix, a tim podporovat tvorbu fibrinoidniho materialu, ktery napoméha invazi
trofoblastu. Souhrnné tato data naznacuji, Ze angiogenni riistové faktory dNK indukuji separaci
bun€k hladkého svalstva cév a degradaci extracelularni matrix. Hraji tak klicovou roli
V pocate¢nim procesu remodelace spiralni arterie béhem faze nezavislé na trofoblastech [40].

V osmém az desatém tydnu t€hotenstvi vylucuji dNK vysoké hladiny ANG-1 i ANG-2,
pfi¢emz hladiny ANG-2 klesaji s rostoucim gesta¢nim obdobim a méni tak pomér téchto dvou

angiopoetinil. Angiopoetiny jsou rodinou angiogennich riistovych faktorti, z nichZ jsou nejlépe
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charakterizovani ¢leny ANG-1 a ANG-2. Jsou to ligandy membranové véazanych
tyrosinkinazovych receptorti TIE-1 a TIE-2 [49]. ANG-2 jako antagonisticky ligand pro TIE-2
hraje roli pti dilataci cév a naruseni integrity cév. Protoze ANG-2 je antagonistou stabiliza¢niho
ucinku ANG-1 na cévy, pfedpoklada se, ze pomér téchto faktord je dulezity pro tvorbu cév [50].
Ve dvanactém az ¢trnactém tydnu téhotenstvi jsou dNK a EVT schopny vyvolat diferenciaci
bunék hladkého svalstva cév prostfednictvim mechanismu ¢asteCné  zavislého
na angiopoetinech [49]. Podle Wang a kol. (2017) neni pfesny mechanismus znam.

V rodin¢ VEGF je pét podtypt VEGF - VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
a VEGF-E a dva typy PIGF. Ukazalo se, ze koncentrace VEGF-C dosahuje vrcholu
béhem Casné a stiedni sekrecni faze menstruaéniho cyklu. VEGF-C je charakteristickym
produktem necytotoxickych déloznich NK bunék [51]. Fukui a kol. (2012) dokazali,
ze VEGF-C muze chrénit cilové endotelidlni a trofoblastové builkky pted zabijenim
cytotoxickymi NK bunikami periferni krve.

Fézi remodelace spiralni tepny zavislou na trofoblastu 1ze rozd¢lit na 2 stadia. V prvnim
stadiu hraje hlavni roli intersticidlni trofoblast, ktery migruje ke spirdlnim arteriim
(tj. perivaskularni intersticialni trofoblast), rozrusuje vrstvu hladkého svalstva cév a vylucuje
fibrinoidni material slozeny z fibronektinu, kolagenu typu IV a laminu. Trofoblastové buiky
se vmezefuji do tohoto fibrinového materidlu, kde se jich cast transformuje na trofoblasty
hvézdicového tvaru [52].

Druhé stadium faze zavislé na trofoblastu je charakterizovano retrogradnim pohybem
endovaskularniho trofoblastu podé¢l arteridlni stény. Trofoblast nahrazuje endotel
a dale naruSuje arterialni svalovou vystelku v lumen tepny. K endovaskularni invazi
trofoblastovych bunék dochazi pouze v tepnach obklopenych a remodelovanych
perivaskularnim intersticidlnim trofoblastem, coz naznacuje, Ze remodelace perivaskuldrnim
intersticialnim trofoblastem (prvni stadium) slouzi k pfipravé cesty pro naslednou invazi

endovaskularniho trofoblastu (druhé stadium) [52].

5. Placentarni exozomy

Exo0zomy jsou 40-100 nm velké nanovezikuly, které patii do skupiny extracelularnich
vezikulli. Dfive se piedpokladalo, ze exozémy maji pouze odpadni funkci, pozdéji vSak byla
prokazana jejich ucast v mezibunécné komunikaci [53].

Béhem t¢hotenstvi placenta uvolfiuje exozomy do mateiského obéhu a Ize je detekovat
v krvi jiz v prvnim trimestru téhotenstvi. V pribcéhu té€hotenstvi se poCet exozomu vyrazné

zvySuje. Jsou nezbytné pro fungovani placenty a vyvoj plodu, Vv t¢hotenstvi také hraji roli
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V imunitni regulaci. Placentarni exozémy transportuji proteiny, lipidy a miRNA na zna¢nou
vzdalenost od mista ptivodu, mohou tak ménit aktivitu sousednich bunék nebo plsobit na dalku
prenosem nakladu pies biologické tekutiny [53].

Placentarni exozomy nesou v membrané ligandy inhibi¢niho receptoru NKG2D,
¢imz inhibuji cytotoxicitu dNK. Nejvice vyznamné jsou ligandy MIC-A, MIC-B a ULBP [54].
Proteiny MIC-A a MIC-B jsou produkovany syncytiotrofoblastovymi exozomy. Molekuly
ULBP, jinak znamé jako molekuly c¢asného transkriptu kyseliny retinové, obsahuji
5 glykoproteinti. Jsou to povrchové proteiny, které se navazuji na NKG2D receptor a aktivuji
ho. Jsou vzdalen¢ ptibuzné MHC 1. tfidy, ale na rozdil od nich nejsou zavislé

na 2-mikroglobulinu pro expresi na bunééném povrchu a neobsahuji peptidy [55].

6. Role NK bunék v eliminaci senescentnich decidualnich bunék

Po implantaci embrya aktivuje prudky narust progesteronu Forkhead box O1, coz je
zakladni decidudlni transkripéni faktor, ktery indukuje diferenciaci bun¢k endometridlniho
stromatu na decidudlni buiiky. Tento faktor také vede k urychlenému starnuti decidualnich
bungk zpiisobem zavislym na IL-8. Akumulace senescentnich bun¢k mtize vyvolat zanét délohy
a zhorsit vnimavost endometria, proto je nutna jejich eliminace [40].

Jednobunécna analyza RNA sek endometria ukazala, ze nékolik genl zapojenych
do imunitniho dohledu nad senescentnimi bunkami, véetné geni pro CXCL14, IL-15a TIMP-3,
bylo aktivovano paralelné se vznikem senescentnich decidualnich bunék. IL-15 je silny faktor,
ktery aktivuje dNK a zvySuje sekreci cytolytickych granuli s perforinem a granzymem,
které indukuji apoptozu senescentnich bunék [40].

Brighton a kol. (2017) spole¢né kultivovali dNK a buiky endometrialniho stromatu
decidualizované po dobu 8 dnt, coz vedlo ke ztraté Zivotaschopnosti téchto bunék. dNK
vizualné transformovaly monovrstvu decidudlnich bun¢k do vzoru véeli plastve s ostravky
bez bun¢k. Selektivni zacileni a clearance decidualnich bunék pomoci dNK bunék bylo
také zachyceno pomoci ¢asosbérné mikroskopie [56].

Existuji dva mechanismy, které podporuji clearence senescentnich buné¢k
zprostiedkovanou NK butikami. Za prvé, vazba NK bunécnych povrchovych ligandi TRAIL
a FAS ligandu na odpovidajici receptory na cilovych bunkach miize vést k aktivaci kaspazy
a bunécné smrti. Druhy mechanismus zahrnuje sekreci granuli obsahujicich perforin a granzym

aktivovanymi NK bunkami [56].
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7. Pamét’ decidualnich NK bunék

Ackoli jsou NK buiiky soucasti vrozeného imunitniho systému, nékolik autort
naznacilo, ze NK bunky u mysi, opic a lidi maji adaptivni vlastnosti [57, 58, 59]. Toto relativné
nové pole vrozené imunitni paméti se také nazyva ,,trénovand imunita®. U mysi byly v nékolika
experimentalnich systémech pozorovany vlastnosti podobné adaptivni imunité, vcetné
dlouhovékych pamét'ovych bun€k, klonalni expanze, zpétné odpovédi a antigenni specifity [57,
60]. U lidi byla pamét NK bun¢k prokazana predevsim zjisténim, ze podskupina lidskych
perifernich NK bun¢k exprimujicich receptor CD94/NKG2C expanduje po infekci lidskym
cytomegalovirem (HCMV). Pamét'ové NK buriky také mohou byt indukovany cytokiny, jako je
IL-12, IL-15 a IL-18 [60, 61].

Pozorovani naznacovala, ze d€loha a placentarni ldzko se lisilo mezi zenami, které byly
t€hotné opakované a Zzenami, které byly téhotné poprvé. U opakované gravidnich Zen byla
zesilena vaskularizace a angiogeneze V disledku hlubsi a casnéjsi invaze endovaskularniho
trofoblastu, oproti Zenam t€hotnym poprvé, kterym hrozilo vyssi riziko preeklampsie. Stavy
spojené s nedostateCnou placentaci oznacované jako ,velké porodnické syndromy*
(napf. rastové restrikce plodu, narozeni ditéte s podprimérnou porodni délkou nebo hmotnosti)
se vyskytovaly v nizsich frekvencich u opakovanych téhotenstvi. Dale bylo prokazano,
zZe se deloha po téhotenstvi z hlediska anatomie zcela nevratila do piivodniho stavu. VSechna
tato pozorovani naznacovala, ze vyvoj placenty u lidi je efektivngj$i v nasledujicich
te¢hotenstvich, ackoliv pfesné mechanismy jsou zatim neznamé [60].

Exprese receptort NKG2D a LILRB1 byla vyrazné zvysena u opakované téhotnych zen
nezavisle na véku matky. Tento vysledek byl detegovan i u Zen, které potratily. Podminkou pro
vytvofeni paméti tedy neni porod, ale té¢hotenstvi [58, 61]. Po navazani NKG2C na HLA-E
a LILRB-1 na HLA-G se dNK aktivovaly a vyluc¢ovaly vice INF-y a VEGF, které pozitivné
ovliviiovaly zahajeni remodelace endometrialni vaskulatury, angiogenezi v mistech implantace
a udrzovani decidua [58, 60].

Bylo také zkoumano, ve kterych tkanich a t€lnich tekutinach se receptory pamétovych
NK buné€k nachazeji po prvnim téhotenstvi. Exprese receptori NKG2C a LILRB1 byla
vyznamné zvySena v NK builkdch menstruaéni krve u Zen po opakovaném tchotenstvi,
oproti tomu v NK bunkach periferni krve nebyla exprese ani jednoho z téchto receptord
vyznamné zvySena. Proto se predpokladalo, Ze prekurzory pamétovych dNK obsahuje
endometrium, nicméné cely repertoar pamétovych dNK z téchto dvou materidli nebyl

identicky. Gamliel a kol. (2018) se pokusili prevést eNK na pamétové dNK piimym spusténim
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NKG2C a LILRB1 jejich ligandy, nicméné byli neuspésni pravdépodobné proto, ze se jim

nepodatilo napodobit stejné prostiedi jako je v té€le béhem téhotenstvi [60].

8. Obranna funkce faktori produkovanych NK buiikami béhem

nitrodélozni infekce

Infekce patogeny mulZe naruSit rovnovahu mezi mateiskymi a fetdlnimi bunkami
a zpusobit tak mateiskou i fetalni morbiditu. Napiiklad rostouci rodina patogenii oznacenych
jako TORCH, které zahrnuji Toxoplasma gondii, virus zardének, lidsky cytomegalovirus
a virus herpes simplex se mohou replikovat na rozhrani matky a plodu a $ifit se do placenty
a kompartmentu plodu, coz vede k potenciadlné zavaznému reprodukénimu selhani [40].
Dnes lze mezi patogeny TORCH zatadit i genotyp 1 viru hepatitidy E a viru Zika. Jak se vsak
tyto viry dostanou do vyvijejici se placenty, je stale velkou nezndmou a vyzaduje dalsi
zkoumani. Vystupy ze studii ex vivo ukazuji, Ze nékteré z téchto virt mohou vyuzit
fetomaterndlni rozhrani jako replikacni platformu pied rozsifenim do placenty a fetdlniho
kompartmentu [62]. Na druhou stranu vysoké pocty dNK, které jsou ptitomny
na fetomaternalnim rozhrani, omezuji Sifeni mikroorganisma. Béhem infekce dNK infiltruji
infikované tkan¢ a vyvijeji cytotoxické reakce vici infikovanym decidudlnim stromatickym
buitkkdm, zatimco kombinace aktivacnich receptorti zvySuje cytotoxicitu dNK v reakci
na infikované HLA-C2* matefské decidualni stromalni buiky [40].

Béhem viroveé infekce dNK interaguje s NCR a klasickymi molekulami HLA za Gcelem
zvySeni sekrece cytolytickych molekul (granzymu B a perforinu), a produkce cytokint.
Naptiklad dNK jsou ¢asnym zdrojem IFN-y, ktery je indukovan receptorem podobnym Toll
receptoru dNK v reakci na T. gondii a hraje kli¢ovou roli ve vrozené obrané proti parazitim.
Vysoké koncentrace IFN-y vSak indukuji apoptézu trofoblastu prostfednictvim kaspazové
drahy, coz vede k abnormalnimu t¢hotenstvi. Kromé toho dNK zvySuje produkci TNF-a
a GM-CSF v reakci na virem infikované decidualni stromalni bunky. Tyto bunky funguji

pfi odstranovani infikovanych bun¢k, ¢imz omezuji prenos patogent [40].

8.1. Lidsky cytomegalovirus
HCMV je nejcastéjsi vrozena infekce a vyskytuje se u 0,5-2 % vsech zivé narozenych
déti [63]. Tento virus je ¢lenem nejvétsiho druhu virt Betaherpesviridae, s genomem kodujicim
vice nez 150 proteind. Nejcast&j$i pficinou vrozenych infekci se zdvaznymi a trvalymi
porodnimi nasledky je pravé nakaza HCMV. | kdyZ je rychlost pienosu mnohem vyssi ve tfetim

trimestru, primarni infekce v prvnim trimestru je spojena s vysokym rizikem placentarni
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patologie [62]. HCMYV infikuje placentu pfed plodem a miiZze inhibovat diferenciaci a invazi
trofoblasttl, coz mize vést k placentarni insuficienci a omezeni rstu plodu [63]. Prvni dikaz
0 zapojeni dNK do kontroly virové infekce byl popsan pro HCMV. Bylo dokdzano, ze dNK
jsou schopny infiltrovat HCMYV infikovanou tkan a navazat kontakt s infikovanymi buiikami
[62].

V prvnim trimestru téhotenstvi maji dNK za normdlnich okolnosti snizenou
cytotoxicitu, nicméné v reakci na HCMV se jejich cytotoxicita zvySuje. dNK prochazeji
fenotypovou transformaci zahrnujici aktivacni receptory NKG2D a CD94/NKG2C-E [62, 64].
Schopnost dNK bun¢k degranulovat se v pfitomnosti HCMV infikovanych fibroblasti je
zpisobena vysokymi hladinami exprese CD107a, kli¢ové bunéné povrchové molekuly
vV mechanismu uvoliiovani lytickych granuli. dNK tvofi imunologické synapse s fibroblasty
infikovanymi HCMV, coz umoZiiuje uvolnéni perforinu a granzymu pro bunécnou destrukei.
Déle je schopnost degranulace stimulovana zvySenou expresi KIR2DS1 aktivovanym

molekulami HLA-C2 decidualnich stromalnich bun¢k infikovanych HMCV [63].
9. Komplikace v téhotenstvi a onemocnéni

9.1. Preeklampsie

Preeklampsie je onemocnéni, které postihuje 3-5 % vSech tchotnych Zen.
Je charakterizovano hypertenzi a jednim z nasledujicich stavi: proteinurie nebo uroplacentéalni
dysfunkce nebo dysfunkce matetskych organli, napf. postiZzeni jater, renalni insufience,
neurologické nebo hematologické komplikace. Tyto stavy se objevuji po 20. tydnu t€hotenstvi.
Ve vyspélych zemich bylo 16 % umrti matek zpisobeno hypertenznimi poruchami, 13 % tmrti
nasledkem krvaceni, 8 % umrti v disledku potratu a 2 % umrti nasledkem sepse. PE je
tedy jednou z hlavnich pfi¢in matetské a perinatalni morbidity a mortality. Toto onemocnéni
Ize rozdélit na dva podtypy podle doby nastupu. PE s Casnym nastupem, ktera nastava pied 34.
tydnem téhotenstvi a vyskytuje se méné casto, zato ma vysSi miru morbidity matky,
perinatalniho umrti a neonatalniho umrti. Druhy podtyp je PE S pozdnim nastupem,
ktery nastava po 34. tydnu té¢hotenstvi [51, 65].

Hlavnim patologickym znakem PE s ¢asnym nastupem je abnormalni vyvoj placenty.
EVT nepronika do myometralniho segmentu spiralnich tepen, proto neni mukoelasticka sténa
nahrazena fibrinoidnim materialem. Nedojde tak k remodelaci spiralnich arterii a cévy zistavaji

uzké s vysokym tlakem, coz ma za nasledek placentarni hypoperfuzi [65].
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U zen sPE spozdnim nastupem probihd remodelace spirdlni tepny Vv potadku,
nebo s minimalnimi odchylkami a plod tedy neni omezen v rustu. Problém nastava v interakci
pln¢ vyvinuté placenty sendotelem, coz vede Kk mikrovaskularnim poskozenim
a generalizované vazokonstrikci, jejimz dusledkem je sniZzeni prokrveni organti. Rozdil
mezi vySe zminénymi podtypy PE neni vzdy jasny a vétSina pacientek je postizena ob&éma
podtypy. Patologie PE i pies intenzivni vyzkum v poslednich desetiletich neni stale zcela
pochopena. [65, 66].

Bylo prokazano, ze nedostatek dNK bunék vede k niz$i plodnosti a vyssi fetalni
resorpci. Na druhé strané jsou NK buiiky piijimany vrozenym imunitnim systémem v reakci
na neadekvatni invazi trofoblasti nebo nedostate¢nou remodelaci spiralni délozni arterie,
tedy na procesy pozorované u PE. Mezi studiemi v8ak existuji ur€ité nesrovnalosti, pokud jde
0 pocet téchto bun€k ptfitomnych u PE ve srovnani s normotenznim tchotenstvim.
Zatimco nékteré studie uvadéji vyznamné nizsi poéty CD56" dNK u PE, jiné zpravy naznaduji

opacny piipad [67].

9.1.1. Role angiogennich faktori produkovanych NK burnikami

VEGF prispiva k preziti trofoblastu, zvySuje jeho migraci a tim podporuje proces
angiogeneze. Je to ligand VEGF 1 (sFltl), ktery je receptorem i pro PIGF. Piebytek tohoto
receptoru v preeklamptickém séru zhorSuje angiogenezi vyvazanim VEGF a PIGF,
které pak nemohou remodelovat spiralni arterii. U pacientek s PE byla zjisténa sniZzena exprese
VEGF, jeho koncentrace byla nizsi dokonce 0 80 %, coz vedlo k omezeni rustu plodu,
hypoperfuzi a nasledné hypoxii plodu [51, 68].

Podil NK bun¢k a T lymfocytd, které exprimuji galektin-1, byl vyrazné snizen
u preeklamptickych pacientek ve srovnani se zdravymi t€hotnymi Zenami. Dusledek tohoto
jevu je naruseni diferenciace trofoblastovych kmenovych bunék a invaze EVT [69]. Galektin-3
stimuluje angiogenezi prostfednictvim drahy zavislé na VEGF receptoru a mtze také inhibovat
apoptozu v riznych typech bunék. Pocet NK bunék exprimujicich tento protein je opét snizen
a jeho deficit vede k placentarni insuficienci a naslednému omezeni rastu plodu [70].

Dal$im nedavno publikovanym faktorem, ktery by se mohl podilet na rozvoji PE
ovlivnénim placentarni angiogeneze je fraktalkin (CX3CL1). Je to chemokin exprimovany
Vv placentarni tkani hlavné syncytiotrofoblastem a vyluc¢ovany do matefského ob&hu. Fraktalkin
je schopen indukovat angiogenezi cestou HIF-1o/VEGF a také stimulovat migraci trofoblastt
zavislou na integrinu. Receptor CX3CL1 je pfitomen v NK bunkach, makrofazich

a T lymfocytech. Fraktalkin tedy pomaha navadét NK burnky do délohy [70, 71].
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9.1.2. Role receptorii prirozené cytotoxity

Byla zkoumana exprese NCR na NK buiikach periferni krve Zen s PE. Tyto zeny
vykazovaly snizené procento bunék CD56*/NKp46* a CD56°"9"/NKp46* oproti zdravym
t€hotnym zenam. Zajimavé je, ze nizsi exprese CD56"/NKp46™ bunék u téhotnych zen s PE
byla pozorovéna 3 az 4 mésice pied nastupem PE a pokracovala az do porodu. Doneddvna bylo
mozné klinickym screeningem detekovat pouze symptomatické konecné stadium PE. Existuji
vsak dvé faze PE — preklinické a klinické stadium. NKp46 ma potencial stat se markerem
pro predikci PE v preklinickém stadium, stejné jako jiné faktory, naptiklad sFltl a PIGF [51].

Kromé toho t&hotné zeny s PE vykazovaly vyznamné vyssi procento CD56"/NK44*
buiiky, CD56%™/NKp44* buiiky a CD56"9"/NKp44* buiiky ve srovnani s t&hotnymi Zenami
bez PE. Navic byla pozorovéana vyssi exprese CD56"/NKp44* bunék u té¢hotnych Zen s PE
ve 12. a 20. tydnu t¢hotenstvi. To znamend, ze NK buiikky zen s PE maji vyssi cytotoxicitu
pred nastupem PE v 1. asymptomatickém stadiu. To mize byt jednim z divodi abnormalni
placentace u PE [51].

Produkce cytokinii NKp46* bunék u téhotnych Zen negativné koreluje s CD56"9M NK
buiikami produkujici TNF-a. Nebyly vSak nalezeny zadné korelace mezi expresi NCR
a produkci cytokini typu 2 a IL-10. Nizka exprese NKp46™ NK bunék u téhotnych Zen s PE

mize byt zodpovédna za vyssi produkci cytokinu TNF-a, ktera je znama jako posun NK1 [51].

9.1.3. Role MHC molekul

Decidualni NK rozpoznavaji otcovské HLA-C exprimované na EVT. Existuji stovky
variant HLA-C, jedna z moznosti jejich déleni je do dvou funkénich skupin dle pfitomnosti
asparaginu a lysinu v pozici 80 v proteinové sekvenci na HLA-C1 a HLA-C2. C1 je
rozpoznavan inhibiénimi KIR2DL2 a KIR2DL3 receptory, zatimco C2 je rozpoznavan
inhibi¢nim KIR2DL1 a aktivaénim KIR2DS1. C1 tedy neni rozpoznavan zddnym aktivacnim
receptorem KIR s HLA-C2 interaguje silné€ji neZ HLA-C1. KIR receptory lze rozdélit do dvou
funkénich skupin KIR A a KIR B dle pfitomnosti a nepfitomnosti konkrétnich podskupin KIR
gentl. Po ligaci aktivaéniho KIR B je zesilena produkce angiogennich faktort a cytokint,
zatimco KIR A tuto produkci naopak snizuji. Matefské KIR genotypy mohou byt AA,
¢ili bez aktivacnich receptorti, nebo AB/BB s jednim nebo vice aktiva¢nimi receptory.
Fetalni HLA-C2 s matefskym KIR B/B tedy podporuje placentaci a nepodporuje preeklampsii,
naopak u fetalnich HLA-C s matefskym KIR A/A je vysoké riziko preeklampsie [51].

HLA-G podporuje fetomaternalni toleranci interakci s decidualnimi T lymfocyty,

NK buiikami, makrofdgy a dendritickymi bunikami. Béhem 1. trimestru téhotenstvi
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se koncentrace solubilniho HLA-G v matefském ob&hu pétindsobné zvysuje, poté klesa
Kk terminu porodu. U ¢asné i pozdni PE byly hladiny cirkulujiciho i placentarniho HLA-G
relativné snizeny. Trofoblast tak neni chranén pied napadenim NK buiikami, coZ je mozny
mechanismus inhibice invaze trofoblasti na fetomaternalnim rozhrani, jehoz dusledkem miize
byt nedostatecnd pfeména spirdlni tepny. Ne&kolik studii prokazalo souvislost
mezi polymorfismy HLA-G a vyskytem preeklampsie, ackoli vysledky jsou nekonzistentni [72,
73].

9.2. Endometrioza

Endometri6za je onemocnéni s rysy chronického zanétu a je definovano jako piitomnost
funk¢nich endometrialnich Zlaz a stromatu mimo délozni dutinu [74]. V panevni dutiné je
ptitomnost 1ézi pomérné rozsédhld, mohou se vyskytovat na pobfisnici, ve vajecnicich, kolem
délohy, v mocovych cestach, ve vaginé nebo ve stfevé. Mimo bfisni dutinu byly nalezeny
vyrastky naptiklad v plicich, v mozku, a dokonce i v oku. Pfiznaky zahrnuji chronickou
panevni bolest (dysmenorea, acyklickd panevni bolest, dyspareunie, dyschezie, dysurie)
se zavaznosti od mirné az po oslabujici, neplodnost a nespecifické priznaky. Nicméné
endometridoza mize byt i asymptomaticka [75]. Endometriéza je v nékterych ohledech podobna
malignitam — vyskytuje se zde progresivni a invazivni rust, estrogen-dependentni rist, recidiva
a tendence k metastazovani. Toto onemocnéni bylo klasifikovano do ¢ty stadii na zakladé
zavaznosti, mnozstvi, umisténi, hloubky a velikosti vyrastkl,, pfiCemz tato stddia jsou —
stddium I (minimdlni onemocnéni), stddium II (mirné onemocnéni), stadium III (stfedni
onemocnéni) a stadium IV. (t€zké onemocnéni) [74].

Piivod endometridzy neni zcela zndm, nicméné nejCastéji pfijimand teorie navrZena
Sampsonem uvadi, ze pfi menstruaci jSOu endometrialni buiky a fragmenty tkané refluxovany
vejcovody. Zde fragmenty piezivaji, pfichycuji se K panevnim strukturam a napadaji je.
Pfitom podléhaji neuroangiogenezi a vyvolavaji lokéalni zanétlivou reakci, jako je fibroza
a bolest. Neplodnost je zptisobena zjizvenou tkani, lokalnimi zanétlivymi G¢inky na kvalitu
oocytll a ¢asny vyvoj embrya v nehostinném prostedi pro nidaci [76]. Definitivni diagnoza
endometridzy vyzaduje laparoskopii, coz je invazivni technika zahrnujici anestezii,
proto skute¢né zastoupeni tohoto onemocnéni ve spole¢nosti neni zndmo. Odhaduje se vSak,
ze postihuje 10 % vSech Zen a az 50 % Zen s neplodnosti, coz predstavuje 176 milioni
postizenych Zen na celém svéte [77].

Ptedpoklada se, Zze neplodnost u Zen s endometriézou je zptisobena naruSenym mistnim

vyvojem eNK [78]. Tyto bunky pravdépodobné pochazeji z hematopoetickych kmenovych
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bunc¢k v endometriu a existuji ve Ctyfech stadiich zrani. V prvnim stddium eNK exprimuji
endometridlni stromalni marker (CD10) a marker hematopoetickych kmenovych bunék
(CD34). Ve druhém stadiu exprimuji CD34 a CD117. Ve tietim stddiu maji eNK fenotyp
CD347/CD1177/CD94", ktery je exprimovan NK buiitkami a CD8" T lymfocyty. Ve &tvrtém
stadiu maji fenotyp CD34 /CD117 "* /CD94". Zajimavé je, Ze u Zen, jejichz loziska endometria
byla lokalizovana piimo ve svaloviné délozni, bylo nalezeno vice nezralych eNK (stadia I a IT)
ve srovnani S kontrolnimi vzorky [76]. Endometrialni tkan od Zen s neplodnosti spojenou
s endometriozou ma snizeny faktor kmenovych bunék. Nahrazeni tohoto rastového faktoru
In vitro obnovuje potencial zrani t€chto nezralych eNK bunék [78]. Zda se tedy, ze in situ vyvoj
zralych eNK potenciadlné prispiva k abnormalnimu vyvoji endometria, abnormalni placentaci

a zvySenému selhani implantace [76].

9.3. Opakovana ztrata téhotenstvi

Opakovana ztrata téhotenstvi (RPL) je téhotenska porucha, se kterou se setkava az 2,5 %
zen, které se snazi ot¢hotnét. O definici RPL se dlouho diskutovalo. Americka spole¢nost
pro reproduk¢ni medicinu definuje opakovanou t€hotenskou ztratu jako selhani dvou nebo vice
klinicky uznanych téhotenstvi (doloZzenymi ultrasonografii nebo histopatologickym
vySetfenim) pred 20.—24. tydnem gestace a zahrnuje embryondlni a fetadlni ztraty.
Zatimco Evropska spole¢nost pro lidskou reprodukci a embryologii uznava v definici
i nevizualizované téhotenské ztraty [79, 80]. Piesna horni gestaéni hranice potratu zavisi
na pravni definici fetalni Zivotaschopnosti plodu a lisi se mezi staty [79].
Ve skutec¢nosti 1ze pouze v piiblizné 50 % pripadii RPL nalézt definované pticiny nebo rizikové
faktory, vcetné pokrocCilého véku matky, genetickych abnormalit, vybranych matetskych
autoprotilatek, endokrinnich dysfunkci a abnormalit délohy. Zbyvajici piipady RPL jsou
v souCasnosti nevysvétlené [81]. 1 kdyZz jsou znalosti o nevysvétlené RPL omezené,
nove se objevujici studie ukazaly, Ze nevysvétlend RPL je spojena s imunologickymi faktory,
véetné stavl periferni a decidudlni imunity.

V poslednich letech se studie zamétuji na vztah mezi lymfocyty v periferni krvi
a patogenezi RPL. Pocet NK bunék periferni krve (hlavné CD56%™) u neplodnych Zen je
vyznamné vys$i nez u fertilnich Zen. Procenta eNK se vSak vyznamné nelisi u zen s RPL
ve srovnani s kontrolami [82].

V poctu a funkci eNK u RPL stale existuji zna¢né kontroverze. U Zen s nevysvétlenou
RPL byly skute¢né zjistény vyssi koncentrace uterinnich NK neZ u normadlnich fertilnich

kontrol, i kdyz toto zjisténi nebylo vzdy konzistentni. V jinych studiich byl u téchto zen objeven
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signifikantni pokles v populaci CD56"9"/CD167, ktera se b&zn& vyskytuje u normalnich
tehotenstvi a vyznamné se zvysil pocet bunék CD16" se zvysenou expresi receptort piirozené
cytotoxicity NKp46, NKp44 a NKp30. Uterinni NK bufiky u Zen s nevysvétlitelnou RPL jsou
tedy kvalitativné i kvantitativné odlisné od bézné vyskytujicich se NK bun¢k v t¢hotenstvi [81].

Dalsi podskupina NK bun¢k, NK22, které produkuji IL-22, je u Zen s RPL regulovana
odlisné. Téchto bunék je méng, nez ve zdravém téhotenstvi a genova a proteinova exprese 1L-22
je nizsi, nez u normalniho téhotenstvi. IL-22 je regulator endometridlni homeostazy a mtize
pomoci omezit zanét bézny v Casném tehotenstvi. Jeho snizené hodnoty tedy mohou pomoci
vysvétlit naruseni homeostdzy vedouci Kk opakujicim se téhotenskym = ztratam,
nicméné K uplnému objasnéni jeho role v RPL je zapotiebi dalsi vyzkum [81, 83].

Fukui a kol. (2017) prokazali, ze eNK od zen s RPL maji nejen nizsi expresi NKp46,
ale také niz8i produkci IFN-y a TNF-a. Pomér NK bunék periferni krve produkujicich pouze
IFN-y byl také vyznamné niz$i u Zen s piedchozimi selhanimi implantace ve srovnani

s kontrolami.

9.4. Opakované selhani implantace

Pro opakované selhani implantace (RIF) neexistuje vSeobecné pfijimana definice,
nicméné vétsSina odbornych ¢lankt se shoduje v nasledujici definici. Opakované selhani
implantace je selhani dosaZeni klinického t€hotenstvi u in vitro oplodnéni po transferu alespon
4 kvalitnich embryi v minimaln¢ 3 cyklech v ¢erstvém nebo zamrazeném stavu u Zen mladsich
40 let. Kvalitni embryo bylo definovano jako embryo s poc¢tem bunék odpovidajicim dne
jeho vyvoje [85]. Ackoli etiologie RIF neni zcela stanovena, je tieba zvazit proménné, jako jsou
veék matky, zvySeny index télesné hmotnosti, imunologické faktory, kvalita spermii, délozni
zmény a psychologické stavy. Pravdépodobnost implantace u Zen, které podstoupily in vitro
oplodnéni se pohybuje mezi 25 % a 40 % a kolem 10 % pacientek je postizeno RIF [86].

Studie NK bunék u tohoto problému jsou nekonzistentni a je zapotiebi dalsi vyzkum.
Jedna studie naznacila, Ze pocet a aktivita NK bunék periferni krve mize byt u zen s RIF
zvySena, tyto parametry tedy mohou byt prediktory ztraty téhotenstvi. [87]. Podobné dalsi
studie prokéazala zvySenou cytotoxicitu NK bunék u Zen s chromozomalné¢ normalnim
téhotenstvim, které potratily. Na druhou stranu né€kolik studii neuvadi zddny vyznamny rozdil
v cytotoxicité NK bun¢k periferni krve mezi Zenami s opakovanym potratem nebo neplodnosti
a zdravymi kontrolami, coz vede k domnénce, Ze zvySena cytotoxicita NK bunék v periferni

krvi nemusi byt spojena s vysledkem téhotenstvi [87]. Dons’koi a kol. (2021) zjistili,
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ze procento NKp46 NK bunék bylo vyrazné vyssi u zen s RIF ve srovnéni s kontrolni skupinou

a je tak negativnim prognostickym faktorem pro implantaci embrya.

9.5.Role NCR receptorii v opakovanych ztratach téhotenstvi

a v opakovaném selhani implantace

Dulezitou roli v cytotoxicité NK bun¢k hraji NCR receptory. Comins-Boo a kol. (2021)
zkoumali receptor NKp30, exprimovany ve vétSiné zralych cirkulujicich NK bunkéach.
Povrchovou expresi téchto receptorti zvysuji INF-y a IL-12. TGF- selektivné snizuje expresi
NKp30, ale ne NKp46. Lidsky gen NCR3 kodujici NKp30 je transkribovan v Sesti riiznych
variantach, z nichZ nejvice exprimované jsou NKp30a, NKp30b s NKp30c. Tyto izoformy maji
rizné imunostimulaéni a imunosupresivni funkce. NKp30a a NKp30b spoustéji produkci
INF-y, a tak i cytotoxické reakce NK buné¢k jako je degranulace. Naopak NKp30c zpisobuje
uvolnéni inhibi¢niho IL-10 a velmi malo uvoliuje INF-y [80].

NK buiiky periferni krve exprimuji vysoké hladiny izoforem NKp30a a NKp30b a nizké
hladiny NKp30c, zatimco dNK exprimuji vysoké hladiny NKp30c a podstatné nizsi hladiny
NKp30a/b. V placenté Zen, které prodélaly sporadicky nebo opakovany potrat béhem prvniho
trimestru, byla zjisténa zvysena aktivacni izoforma NKp30a/b, kterd ovSem nebyla nalezena
v periferni krvi. Tento vysledek naznacuje, ze zvyseni exprese NKp30a/b izoforem na dNK
bunkach muize zprostiedkovat dysregulovanou produkci cytokini v placenté, coZ pfispiva

K nepfiznivym vysledkiim t€hotenstvi [80].

9.6. Emulzni lipidova terapie

Jedna z nejnovéjsich navrzenych terapii pro RPL a RIF je emulzni lipidova terapie.
Lipidové emulze jsou smési mastnych kyselin, véetné esencidlnich nenasycenych mastnych
kyselin linolové a a-linolenové. V roce 1920 Yamahakawa jako prvni podal lidem intravendzni
lipidové emulze a v roce 1945 McKibbin a kol. zavedli pouziti lipidové emulze pro parenteralni
vyzivu. Lipidové emulze se staly komeréné dostupnymi az v 50. letech 20. stoleti. V soucasné
dobé¢ jsou komer¢ni lipidové emulze tvofeny n-3, n-6 a n-9-triglyceridy s dlouhym fetézcem,
a jsou izolované nebo ve spojeni s triglyceridy se sttedné dlouhym fetézcem [86].

Bunééné mechanismy, kterymi intralipidy ptasobi na NK buiky, nejsou
zcela pochopeny, ale néktefi autofi se domnivaji, ze lipidova emulze obnovuje abnormalni
aktivitu NK bun¢k na normalni uroven, ¢imz zlepSuje implantaci embrya. Mastné kyseliny

pfitomné v intralipidech mohou byt rozpoznany pomoci receptorit aktivovanych
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peroxisomovym proliferatorem, receptort spfazenych s G-proteinem a shlukti diferenciacnich
receptort [86].

Lipidova emulzni terapie byla navrzena jako platna a slibna terapie pro 1écbu RPL
a RIF u Zzen s abnormalni aktivitou NK bunék. Coulam a kol. (2012) prokazali, ze 200 pacientek
s RPL a RIF se zvysenou aktivitou NK bun¢k mélo 61 % zivé narozenych potomki po lipidové
emulzni terapii, coz se vyznamné neliSilo od 52 % pozorovanych pii intravendzni terapii
imunoglobulinem. Jinymi slovy, bylo prokazano, ze lipidova emulzni terapie je stejn¢ u¢inna
jako terapie imunoglobulinem, ale je vyhodnéjsi, protoze nepochazi z krve a ma nizsi cenu.
Nicmén¢ takova zjisténi by méla byt zvazovana s opatrnosti, protoze je zapotiebi vice studii
K potvrzeni vysledki a vysvétleni mechanismi, kterymi lipidové emulze potlacuji aktivitu

NK bunék v RPL a RIF [87].

10. VysSetreni NK bunék

Laboratorni vysetieni NK bunék probihaji na imunochemickém principu vazby
antigen-protilatka. Pro vySetfeni imunologickych pfi¢in zenské neplodnosti, ¢i jinych
téhotenskych komplikaci, se provadi vysSetieni po¢tu NK bunék a vysetieni jejich funkénich
vlastnosti. Pfi vySetfeni poctu NK bunék je zkoumdna exprese povrchovych receptorii
na jejich membrang, napf. metodou pritokové cytometrie nebo imunohistochemickymi
metodami. Z hlediska funkénich vlastnosti je zkoumana degranulace NK bunék, nebo funkéni

aktivita NK bunck, kterou lze vySetfit cytotoxickym testem nebo aktivacnim testem.

10.1. Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni pfesnd laboratorni metoda stanoveni pro analyzu
bunék Vv suspenzi. Tato suspenze je znaGena pomoci monoklonalnich protilatek
s fluorochromem, které se navazi na antigeny vysetfovanych bun¢k. Takto znacena suspenze je
vlozena do pritokového cytometru, kde je analyzovana [90]. Tento pfistroj tvofi tii Casti —
fluidni systém, opticky systém a pocitacova stanice. Vzorek je z nddobky nasavan do pfistroje,
kde je vytvaien fokusovany proud bun¢k, které putuji jednotlivé a za sebou (fluidni systém).
Tento proud protind laserovy paprsek a laserové svétlo se odrazi od bunék, nebo v piipade
znaceni fluorochromem ho laser excituje za vzniku fluorescen¢niho svétla, které dopada
na detektory (opticky systém). V posledni fazi je opticky signal pieveden na elektronicky
a pomoci pocitatové stanice je digitalizovan a graficky znazornén (obrazek 4).

Jsou méfeny dva parametry. Prvni je Forward Scatter neboli pfimy rozptyl (FSC),

pii kterém je detekovan rozptyl svétla v pfimém sméru od 0sy paprsku laseru. Timto zpisobem
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je zjistovana velikost bunék, tzn. ¢im vétsi je burika, tim Sirsi je rozptyl svétla. Druhy parametr
se nazyva Side Scatter neboli bo¢ni rozptyl (SSC), pii kterém je detekovan rozptyl svétla
pod thlem 90°, coZ je kolmy smér od 0sy paprsku laseru. Takto je zjiStovana granularita bunék.
Lze méftit také fluorescenci, jejiz zaieni je zachyceno fotondsobicem pro kazdy fluorochrom
zvlast pod thlem 90° od osy paprsku laseru. Méfeni fluorescence o riiznych vinovych délkach
dava kvalitativni a kvantitativni informaci o membranovych nebo cytoplazmatickych
receptorech znacenych fluorochromem.
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Obrazek 4: Schéma priatokového cytometru (upraveno) [90]

10.2. Imunohistochemie

Imunohistochemie je laboratorni diagnosticka metoda vyuzivana Vv patologii
a imunologii. Jejim cilem je znazornit konkrétni molekulu ve tkanich. Vyhodou tedy je, Ze neni
studovana smésna populace bunék, ale konkrétni detekovatelna bunka. Princip této metody je
reakce antigenu a monoklonalni ¢i polyklonalni protilatky, kterou lze pozorovat mikroskopicky
nebo pomoci fluorescence. [90].

Pro bézné mikroskopické vySetteni se pouziva tkan zalita v parafinu, pokud jsou vSak
antigeny ¢i protilatky citlivé na takovéto zaliti, pouZivaji se zamrazené tkan¢. Pfi zamrazeni je
nezbytné zabranit tvorb€ ledovych krystald, naptiklad zamrazenim za velmi nizkych teplot
tekutym dusikem a pouzitim kryoprotektiv. Buiiky v suspenzi mohou byt pfipraveny pomoci
natéru nebo preparatu zhotoveného cytocentrifugou. Dulezitym krokem vySetfeni je fixace

tkané a permeabilizace bunééné membrany, diky které protilatky Iépe pronikaji do nitra bunky.
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Nejcast¢jSimi fixativy jsou paraformaldehyd, aceton ¢i metanol. Aby nedoslo k nespecifické
reakci protilatek a bunék, je nutna blokace. Nejvice pouzivany blokacni Cinitel je hovézi
albumin, ktery se navaze na studovanou tkan nebo suspenzi a zabrani tak nespecifické vazbé
protilatky. Vazba antigenu a protilatky musi byt zviditelnéna, cehoz mizeme dosdhnout tfemi
metodami — pfimou, nepiimou dvojstupnovou a neptimou trojstupiiovou [90].

V ptimé metodé¢ je primarni protilatka oznac¢ena fluorochromem, enzymem nebo kovem
a v mikroskopu je hodnoceno jejich rozmisténi. Tuto metodu Ize pouzit, pokud je antigen
ve tkani ve vysoké koncentraci, to znamena pro nativni fezy, a naopak neni vhodna
pro parafinové fezy [92].

V nepiimé dvojstupniové metodé se pouziva primarni neoznacena protilatka
nebo sérum, které je specifické proti danému antigenu. V dal$im kroku se aplikuje komeréné
dostupna, fluorochromem nebo enzymaticky znacena protilatka proti Fc fragmentu primarni
protilatky. Ve srovnani s pfimou metodou je tato metoda citlivejsi [92].

Nepiimé trojstupiiové metody se vyuzivaji k zesileni signalu v piipad€, Ze mnozstvi
molekul antigenu ve tkani je nizké. Tato metoda je nejcitlivéjsi, nicméné je asoveé naro¢néjsi.
Nejprve je navazana primarni protilatka s antigenem ve tkani, poté je aplikovana neznacena
specificka protilatka proti prvni a tfeti protilatce a tvofi tzv. mustek. Tuto sekundarni protilatku
je nutno pridavat v nadbytku, aby nedoslo k vazebnému vysyceni obou ramen, coz by mohlo
poskytnout falesné negativni vysledek. V poslednim kroku je pfidan znac¢eny komplex [92].

Imunohistochemickou metodou Ize naptiklad zjistit pocet NK bunék. Babayeva a kol.
(2020) imunohistochemicky zkoumali po¢et eNK CD56" u Zen s anamnézou opakovaného
selhani implantace a Zenami, které porodily Zivé potomky. Endometridlni biopsie byly ziskany
béhem lutealni faze 21. - 24. den menstrua¢niho cyklu a fixovany v 10% formaldehydu.
Nasledovalo zaliti vzorkt do parafinu a inkubace po dobu 120 minut s primarni protilatkou
CD56, 30 minut s biotinem a 30 minut se streptavidinem. Poté byl 15 minut pfidavan
aminoethylkarbazolovy chromogen. Vzorky tkan¢ zalité v parafinu byly obarveny pomoci
Mayerova hematoxylinu. Patolog vyhodnotil vSechny vzorky pomoci mikroskopu
pti 400 nasobném zvétseni. Podty CD56" bun&k byly stanoveny jako buitky/mm?. Takto bylo

zjisténo, ze zeny se selhanim implantace mély snizeny pocet eNK [93].
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10.2.1. Polyklonalni a monoklonalni protilatky

Protilatky jsou vyrobeny imunizaci zvifat purifikovanym antigenem. Zviie reaguje
produkci protilatek, které specificky rozpoznavaji a vazi se na antigeny vysetfované tkané [94].

Polyklonélni protilatky jsou produkovany v riznych druzich zvirat, jako jsou kralici,
kozy, kurata a dalsi. Tyto protilatky maji vyssi afinitu a reaktivitu, mohou identifikovat vice
izoforem cilového proteinu, ale maji nizsi specifitu ve srovnani s monoklonalnimi protilatkami.
Polyklonalni antiséra zahrnuji nékolik rtznych protilatek k cilovému proteinu, vcetné
protilatek, které s antigenem nereaguji a sérum proto musi byt purifikovano. Polyklonalni
piipravek by vSak mohl byt velmi heterogenni kvili pfitomnosti protilatek k silnym a slabé
imunogennim epitoptim ve stejném piipravku. Cim vétsi je podet protilatek k cilovému proteinu
v jednom pripravku, tim vétsi je pravdépodobnost zkiizené reaktivity s podobnymi epitopy
V jinych proteinech, a tedy pravdépodobnost faleSné pozitivnich vysledkli. Variace v titru
a kvalité protilatek v zavislosti na imunizovaném zvifeti také ptispivaji k rozptylu mezi Sarzemi
[94].

Monoklonalni protilatky jsou produkovéany vétSinou u mysi hybridomovou metodou.
Mysim je injektovan purifikovany imunogen a po dosazeni imunitni odpovédi jsou B lymfocyty
produkujici protilatky sklizeny ze sleziny. Izolované B lymfocyty maji omezenou Zivotnost,
jsou fuzovany s mySimi myelomovymi bunkami. Poté nasleduje selekce hybridomi
pozadované specificity. Produkovand hybridni bunka je nesmrtelnd a produkuje protilatky
specifické pro jeden epitop, tedy monoklonalni protilatky. Vyhodou monoklonalnich protilatek
je jejich vyssi specificita ve srovnani s polyklondlnimi protildtkami. SniZzuje se tak riziko
zktizené reaktivity s jinymi antigeny. Hybridomy mohou byt udrZzovany v bunéénych kulturach,
ze kterych pochazi vysoce Cisté protilatky, ale v nizké koncentraci, nebo v peritoneu mysi,
ze kterého se ziska ascitickd tekutina, kterda ma 10-100 krat vyss$i koncentraci protilatek

nez V bunééné kultute, ale ma nespecifické proteiny a endogenni protilatky z mysi [94].

10.3. Stanoveni uterinnich NK bunék

Jako materidl pro stanoveni uterinnich NK bunék slouzi biopticky vzorek endometria
odebrany hysteroskopii nebo suspenze bunék z vyplachu délozni dutiny. Analyza mize byt
provedena imunohistochemicky z tkané nebo pritokovou cytometrii, kterou Ize analyzovat oba
vyse uvedené materialy [95]. Imunohistochemie se vyuziva detekci tkanovych antigentt pomoci
protilatek za vzniku barevného produktu. Napftiklad Ize prokazat ptitomnost receptora CD56
aCD16 pomoci mySich polyklonalnich protilatek z parafinovych fezti endometria [96].

Stejné CD znaky lze vyhodnotit pratokovou cytometrii, jejiz hlavni vyhodou je vyhodnoceni
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vysokého poctu bun¢k a viceparametrova analyza a nevyhodou je problematické urceni poctu
NK bungk [95]. Hodnoceni funkce NK bunék je primarné kategorizovano do testti degranulace

nebo cytotoxicity [97].

10.4. Degranula¢ni test

Pritokovou cytometrii mizeme stanovit fenotyp a funkci NK bunék. Bylo vytvofeno
nékolik monoklondlnich protilatek proti receptorim a dal§im povrchovym znaktim NK bunék.
Jako ptiklad lze uvést uvoliovani sekre¢nich lysozomt, jejichz mnozstvi se urcuje pomoci
indukce povrchové exprese transmembranovych proteinti. Neaktivované cytotoxické
lymfocyty CD63, CD107a, CD107b a CD178 sidli v sekre¢nich lysozomech. V NK buikach
od zdravych darctu je CD107a lokalizovan spole¢né s perforinem a nalezneme ho na povrchu
NK bunék az po lyze citlivych cilovych bunék [98]. K 1yze se vyuziva bunééna linie K562,
co je nediferencovana lidska erytroleukemick4 linie, kterd neexprimuje molekuly MHC 1. tfidy.
K652 stimuluje NK bunky, které uvolni granula a na povrch je vystaven protein CD107a
na ktery se navazi protilatky a suspenze je stanovovana cytometricky [99]. Defektni indukce
povrchové exprese CD107a je spojena s ur€itymi podtypy syndroml hyperzanétlivé
imunodeficience [98].

CD107a a dalsi proteiny této rodiny jsou vysoce glykosylované membranové proteiny,
které predstavuji pfiblizné 50 % proteind v lysozomalni membrané. Maji kratké cytosolové
konce, o kterych se predpokladd, ze interaguji s trans Golgiho mediatory, které se podileji
na tfidéni a zacileni proteini do lysozomalni drahy. Bylo také navrZeno, Ze vysoce
glykosylovana ¢ast molekuly na lumindlni stran€ vezikulu se podili na ochrané¢ bunécné
membrany pfed napadenim lytickymi enzymy obsaZzenymi v granulich, a tak mZe nasledné
chranit extracelularni membranu efektorové buriky [99].

Degranulacni testy jsou pouze ukazatelem aktivace NK bunék a nikoli jejich kone¢né

funkce, pfimého zabijeni cilovych bunék [97].

10.5. Stanoveni funkéni aktivity

Ke stanoveni funkéni aktivity NK bunék 1ze vyuzit cytotoxicky nebo aktivacni test,

ptipadné Ize sledovat produkci cytokinl nebo expresi povrchovych znaki [95].

10.5.1. Cytotoxicky test
Principem cytotoxického testu je sledovani poctu teréovych bunék, které jsou usmrceny
NK buiikami [95]. Dlouhodobym ,,zlatym standardem® pro hodnoceni cytotoxické aktivity

T i NK bungk je test uvolnovani chromu. Tento test zahrnuje radioaktivni znaéeni cilovych
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bun&k pomoci izotopt >!Cr a jejich spole¢nou inkubaci s efektorovymi butikami. Lyza bun&k
vede K uvoliovani ®!Cr vazaného na protein do supernatantu, coz lze méfit gama pocitanim
[97].

Test uvoliiovani chromu je velmi G¢inny, nicméné ma nékolik problémi — je velmi
nakladny, obtizn¢ standardizovatelny a je zde velké riziko pfi praci s radioaktivnim materidlem
a jeho znesSkodnovanim [97]. Pro provedeni testu je vyzadovana ptitomnost kvalifikovaného
technika a vyhrazeny prostor pro manipulaci s izotopy, coz tento test ¢ini nepraktickym
a jeho aplikace je velmi omezena. Proto bylo popsano né€kolik neradioaktivnich alternativ,
jako je transdukce luciferazy do cilovych bungk, detekce laktatdehydrogenazy v kultiva¢nim
médiu a monitorovani elektrické impedance cilovych bun¢k pfilnutych k povrchu elektrodové
desticky. Tyto alternativy vSak jasné trpi nedostatky, véetné homogenni bunécné pftipravy,

vysokého signalu pozadi a znehodnoceni neptipojenych bunék [100].

10.5.2. Aktivacni test

Mnohem jednodussi, a také rozsifenéjsi, je cytometrické stanoveni aktivace NK bun¢k.
Principem je detekce aktiva¢niho antigenu CD69 na povrchu NK bunék [95]. CD69 patii
do superrodiny typu C-lektinti a je integralnim membranovym proteinem typu II sestavajici
z disulfidicky vdzaného homodimeru se dvéma fosforylovanymi fetézci. Je to funkéni spoustéci
molekula na aktivovanych NK buiikach a je jednim z prvnich exprimovanych markert aktivace
bunécného povrchu [101].

NK buiky ze vzorku periferni krve se nechavaji 24-48 hodin kultivovat in vitro
s riznymi stimulanty, jako jsou mitogeny, trofoblast, spermie a dalsi. Po inkubaci je stanovena
exprese znaku CD69. Mira této exprese je porovnana s negativni kontrolou, tedy hodnotou
zjisténou u vzorku inkubovaného za stejnych podminek, ale bez pfitomnosti stimulacniho
Cinidla [95]. Exprese je méfena po oznaceni piislusnou monoklonalni protilatkou
na pratokovém cytometru, idedln€¢ druhy den po stimulaci, kdy exprese nabyva vrcholu a je
po urcitou dobu stabilni. Tato metoda je, co se provedeni ty¢e jednoduchd, mize se stanovit

Z plné krve, a to z velmi malého mnozstvi [90].
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ZAVER

V této bakalaiské praci byl zkouman vyznam NK bunék v t€hotenstvi. Tyto velké
granularni lymfocyty se podileji na implantaci a placentaci. Béhem implantace NK bunky
produkuji cytokiny, které podporuji imunotolerantni prostiedi. Pii procesu placentace se podili
na invazi trofoblastu a remodelaci spiralni tepny produkci cytokini, chemokinti, angiogennich
faktorti a rastovych faktord. NK bunky eliminuji senenscentni decidudlni buiikky pomoci
produktt z cytotoxickych granuli nebo aktivaci kaspaz. Béhem nitrodélozni infekce sekretuji
cytolytické molekuly a prozanétlivé cytokiny.

Cytotoxicka aktivita NK bunék musi byt inhibovana, aby nedoslo k eliminaci plodu.
Na této inhibici se podileji molekuly HLA-C, HLA-E a HLA-G vazbou na inhibi¢ni receptory
cytotoxické lyze trofoblastu.

Pokud dojde k naruseni funkce NK bun¢k, zméné exprese jejich povrchovych znaki
nebo ke zvySeni ¢i sniZeni jejich poctu, oplozené vaji€ko se nemusi uhnizdit, nedojde
tak k ot€hotnéni a zenu tak mize potkat opakované selhani implantace. Dale muze dojit
ke ztraté t€hotenstvi, a to opakované, nebo matku mohou postihnout rizna onemocnéni, jako je
napi. preeklampsie. Role NK bunék v téhotenskych komplikacich a onemocnénich vSak neni

stale dostate¢né prozkoumana a je zapotiebi dalSiho vyzkumu.
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