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Abstrakt

S neplodnosti se v souc¢asné dobé potykd az 15 % pari v reproduktivnim véku. AZ ve
40 % téchto pfipadl je neplodnost na stran¢ Zeny. Ta je zplisobena Sirokou Skalou pficin a
dalsich faktor. Mezi dilezité pti¢iny neplodnosti patii nepochybné i pfi¢iny imunologické.
Obranné mechanismy Zenského imunitniho systému mohou v patologickych piipadech cilit
nejen na aloantigeny spermii, ale muze dochézet i k autoimunitnim reakcim a tvorbé
protilatek, které cili na struktury ovarialniho folikulu a oocytu, fosfolipidy, jaderné struktury,
enzymy apod. Takto vytvofené protilatky pak mohou branit mozné fertilizaci, vyvoji oocytu
¢i embrya a jeho implantaci, ale mohou zpisobovat také opakované potraceni.

Cilem prace je shrnout rizné pficiny zplsobujici Zenskou neplodnost se zaméfenim na
imunologické patologie, které se na ni podileji. Prace také popisuje fungovéni imunitnich
mechanismi zenského pohlavniho ustroji a struéné pfiblizuje vyvoj oocytu a hormonalni

cyklus.
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Abstract

Currently, up to 15 % of reproductive age couples struggle with infertility. Female
infertility is the cause of conception issues in nearly 40 % of these cases. The origin of female
infertility consists of wide range of causes and other factors. Immunological causes are
certainly one of the most significant ones. In pathological conditions, defense mechanisms of
female immune system can target alloantigens presented on sperm surface. Moreover,
autoimmune response and antibody production can occur as well. Antibodies can target
various parts of ovarian follicles and oocytes, phospholipids, nuclear antigens, enzymes etc.
These antibodies can inhibit fertilization, maturation of oocytes and embryo, embryo
implantation, and also recurrent miscarriages.

The aim of this thesis is to summarize various causes of female infertility focusing on
immunological pathologies. The thesis also describes functioning of immune mechanisms in

the female reproductive tract and briefly touches on oogenesis and female hormonal cycle.
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Toll-like receptory

Protilatky proti tkanove transglutaminaze
Svétova zdravotnicka organizace
Peptid YLP12

Zona pellucida

Glykoprotein zony pellucida (napft. 3)

Zenské pohlavni ustroji



Obsah

ADSIIAKL ..ottt ettt et \Y
Seznam pouzitych ZKIatek ..........cceeviuiiiiiiiieiii e VI
I UVOQ. ittt 1
2 ZenSKé PORIAVIT TISEIOJH .. ... 2
2.1 Zenské POhlavni OTGANY ..........coveueeeeeceeeeeeeeee oo 2
2.2 Vyvoj oocytl a ovaridlnich folikulii............ccocovieeiiiieniiie e, 3
2.3 Hormonalni CYKIUS ......cooiiiiiiiieeieeiieeit ettt 4
2.4 Imunitni mechanismy zenského pohlavniho Ustroji........c.ccccevviverieniieniiennnn. 5
2.4.1  VI0ZENA TMUNTEA ..utiiiiiieiieeiieiie ettt ettt eite et e st e st e e bt e seesaseesaeeens 5
2.4.2  Adaptivid IMUNITA.......cccveeeeiieecieeeiie e et e et e e e e eeeeeaaeeesaeesnseeenens 6
2.4.3 Distribuce bun€k imunitniho SYStEMU..........ccceevieeiiienieeiiienieeiieeie e 6

3 PHCINY NePlOdNOStl U ZEMN....ccviieiieiieiieeieeeiie ettt et seae e e sane e 9
3.1 ANAtomiCKE PIICINY ...veeieiieiieiiieiieeie ettt ettt ettt et eveesaee e e ssaesnseesnne e 9
3.2 GenetiCKe PIICINY ...coveeiiriiiriieiieiterteee ettt 9
3.3 Hormonalni PrACINY.....coveiiiiieiieeieeie ettt 10
3.4 DalST PHICINY .eeevieniiriieiieieetee ettt ettt sttt e nae e 10

4 Imunologické priciny NePlodnOSt ....c.eeeevieeriiiiiiiieiee e 12
4.1  Protilatky proti spermiim (ASA) ....ccouiiiieiiieieeieeee e 12
4.1.1 Etiologie tvorby ASA ......oo e 12
4.1.2 Vyskytaprevalence ASA ... 13
4.1.3  THAY PrOtiAteK.....ccouiieeiieeeiiieeee e e 14
4.1.4 VIiv ASA na funkci SPermil........cceeceerieeiiieiiieiieniieeeeee e 15

4.2 Protilatky proti zona pellucida (AZA) .....ccceoveeriieieeeeeeeee e 16
4.2.1 Etiologie tvOrbDY AZA.....ooo oottt 16
4.2.2 Vyskyt a prevalence AZA ...t 17
4.2.3 DalSi VIIV AZA ..ottt 18

4.3 Antiovaridlni protilatky (AOA) ..c..eeeiieieeieeeee e e 18
4.3.1 EtIologie AOA .. ..ottt e e e e s 18
4.3.2 Vyskyt, prevalence a vIiv AOA ........ooooiiieiiieeieeeeeeeee e 19
4.3.3  DalSi VIIV AOA. ...ttt 19

4.4 Antifosfolipidoveé protilatky (APA)......ccooiioiiiiieieeeeeeee e 19

4.4.1 Protilatky proti annexinu V .........cccccveeiiiiiiiieniiee et 20



4.5  Antithyroidalni protildtky ........cccoeeiiiiiiiiiie e
4.6 Antinukledrni protilatky (ANA) ..c.cooviiiieeieeeeeeeee e
4.7  Dalsi imunologické pficiny neplodnosti U Zen ..........ccceeeeeeevieneeeciieneeeneenne
S Diagnostika a IECha .......cuiiiiiiieiecee e
O ZLAVET et e e et e e e ettt e e e e ba e e e e et taee e e taeeeeannbaaeeeantaaeeannns
Seznam PouZité [IEETALUIY ......cccueeviiiiiieiiieeieeite ettt be e e e e ssneensees

INEEINEIOVE ZATOJE .ovvviiiieiie ettt ettt ettt e e ab e e taeenbaesseeenseenens



1 Uvod

Neplodnost, tedy jev, kdy dany par neni schopny pocit dité, 1ze definovat mnoha
zpusoby. Obecné tento termin znaci stav, kdy nelze docilit ot€hotnéni, tedy oplozeni vajicka.
Muze se vsak také jednat o stav, kdy dojde k naruseni implantace embrya, kterd nastava 5-7
dni po oplozeni. Az u 70 % zarodkl dochédzi k ukonceni téhotenstvi pied jejich fadnou
implantaci (Ulcova-Gallova, 2010). Neplodnost by mohla byt chapana také jako stav, kdy
zena otchotni, ale pozd¢ji prodé€la spontanni potrat. WHO proto definovala neplodnost jako
onemocnéni, kdy nelze docilit klinického té€hotenstvi po dobu jednoho roku a déle pfti
pravidelném nechranéném styku (Zegers-Hochschild et al., 2009). ParG slozenych z jedincii
v reproduktivnim véku, tedy 20-44 let, které¢ maji problémy s neplodnosti, je v soucasné dobé
48,5 miliond (Mascarenhas et al., 2012), coz tvoii az 15 % (Li et al., 2015) part z celého
svéta. Zhruba ve 40 % je problém na stran¢ zeny, v dalSich 20 % ptipadi je problém na strané
obou partnerti (Brazdova et al., 2016).

Pticiny zpisobujici neplodnost jsou riznorodé¢, zpravidla je vSak mizeme rozdélit na
pficiny hormonalni, genetické, anatomické, imunologické a dalsi. Rtizné je pak i procentualni
zastoupeni t&chto kategorii u obou pohlavi. Udaje o jejich zastoupeni se navic &asto lis,
pravdépodobné¢ z divodu vyuziti riznych vyzkumnych metod jednotlivych autorg.
Vyznamnou kategorii jsou nepochybné pti¢iny imunologické, které se vyskytuji az v 15 %
ptipadu a to jak u muzd, tak u zen (Nouza et al., 2007). Pti imunologickych patologiich u Zen
reaguje imunitni systém (IS) nejen na cizorodé antigeny spermii ale i na antigeny vlastniho
organismu. Obranou reakci imunitniho systému je aktivace bunécné odpoveédi i produkce
protilatek. Pfitomnost protilatek proti antigenim gamet a dalSich struktur je zfejmé piivodem
pfedevsim neodivodnéné neplodnosti.

Cilem prace je shrnout problematiku protilatek tvofenych proti aloantigenim a
autoantigeim v souvislosti s neplodnosti u zen. Prace se vénuje etiologii, prevalenci, vlivu a
dalSim hypotézam asociovanym s pfitomnosti téchto protilatek, strucné popisuje zenské
pohlavni Ustroji a jeho imunitni slozky, vyvoj oocytl a hormondlni cyklus. Dale kratce

shrnuje dalsi pficiny neplodnosti, diagnostiku a 1é¢bu.



2 Zenské pohlavni ustroji

2.1 Zenské pohlavni orginy

Zenské pohlavni Gstroji je tvofeno vn&j§imi a vnitinimi pohlavnimi organy. Vnitinimi
pohlavnimi organy jsou vajecniky, vejcovody, déloha a pochva, jejiz usti je ohrani¢eno
zevnimi pohlavnimi orgdny. Vajeéniky (ovaria) jsou parové organy ovalného tvaru umisténé
po stranach panevni dutiny (viz Obr. 1). Maji vnitini dfefiovou ¢ast a vnéjsi korovou vrstvu,
kde se nachazeji folikuly s oocyty, a kde dochazi k jejich vyvoji. Povrch tvofeny zarodecnym
epitelem je nejprve hladky, od puberty dochazi k jeho zvrasnéni vlivem zrani a uvoliovani
vajicek. Funkci wvaje¢nikli je produkce zenskych pohlavnich hormonti estrogenid a
progesteronu, a zrani folikulli s oocyty. Na vajecniky jsou svymi roztfepenymi okraji s
vybézky ptilozeny vejcovody. Tyto pohyblivé trubicovité utvary, zhruba 13 cm dlouhé, jsou
mistem kde dochazi k oplozeni vaji¢ka (Cihak, 2013). Vejcovody tsti do roht délohy (viz
Obr. 1). Stény délohy maji tfi vrstvy — endometrium, myometrium a perimetrium.
Endometrium, tedy déloZni sliznice, obsahuje zlazky a dé€lime ji na dvé vrstvy — pars basalis a
pars functionalis, kterd se odlucuje a obnovuje v pribéhu menstrua¢niho cyklu. Dé&lohu
délime na dvé Casti, a to délozni télo (corpus uteri) a délozni hrdlo (cervix uteri). Délozni
hrdlo je pokryto sliznici (endocervix) a jeho dutina (tzv. cervikalni kanal) obsahuje cervikalni

hlen (CM). Hrdlo je zakonéené d&loznim &ipkem (ectocervix) a tsti do pochvy (Cihak, 2013).

Myometrium

Vejcovod Délozni dutina

Vajeénik Endometrium
Cervikalni kanal Endocervix
Ektocervix
Pochva

Obrazek 1: Zenské pohlavni ustroji

(Upraveno podle: URL 1)



2.2 Vyvoj oocyti a ovarialnich folikula

V zenském téle se jiz ve fetalnim obdobi vytvoti diploidni oogonie. Ty proliferuji a
dochazi k vytvofeni jejich zasoby cCitajici az témét 7 milionli oogonii. Pfi narozeni je pocet
redukovéan na zhruba 1 milion (Baker, 1963). Maturaci a rastem oogonii dochazi k vyvoji
primarnich oocytl, které vstupuji do prvniho meiotického déleni. Kolem priméarniho oocytu je
formovana vrstva folikularnich bunék, ¢imz se vytvoifi primordialni folikul. V tomto typu
folikulu tedy nalezneme oocyt primérni, ktery je zastaven v profazi prvniho heterotypického
déleni meidzy. S nastupem puberty, kdy je pocet folikulli snizen na zhruba 300 000
(Baker, 1963), dochazi kjejich pfeméné¢ na primarni folikul. Ten vznikne proliferaci
folikularnich buné¢k, které se formuji do nékolika vrstev tvoticich membranu granulosu.
Sekundarni folikul, tzv. antrélni, je folikul rostouci, zrajici. Takovy folikul je v ovaridlnim
cyklu vzdy jen jeden. Na povrchu dochédzi k formaci vnéjsi vrstvy tvofené thekalnimi
buitkami, kolem oocytu je vytvofen glykoproteinovy obal zvany zona pellucida (ZP) (viz
Obr. 2). V sekundarnim oocytu nalezneme dutinu zvanou antrum (Gilbert, 2000). Folikul
v této fazi vy€niva na povrchu vajecniku. Poté folikul dozraje do faze tercidlni, kdy je
oznacovan jako Graafiv folikul. Graafuv folikul je az 20 mm velky, na povrchu se nachazi
vrstvy thekalnich bun¢k — theca folliculi extrerna a interna. Antrum je vyplnéno folikularni
tekutinou. Oocyt se nachazi po strané, je obalen v ZP a podpirnymi kumuldrnimi bunkami
tvofici kumulo-oocytarni komplex (COC). Vrstva pftiléhajicich folikuldrnich bunék, které
jsou v piimém kontaktu s oocytem, je nazyvana corona radiata. Dal$i ptiléhajici podplrné
folikularni bunky tvofi spole¢né vystupek zvany cumulus oophorus (viz Obr. 2). Graaflv
folikul obsahuje oocyt, ktery jiz dokoncil meiozu I., tedy oocyt sekundarni, a prvni pélové
télisko. Po uplném dozrani folikulu dojde k ovulaci, tedy k prasknuti folikulu a k uvolnéni
oocytu obaleného COC. Z prasklého folikulu se vytvoii corpus luteum neboli zluté télisko,
které uvoliluje progesteron a estrogeny (Gilbert, 2000). To pozd¢ji zanikd a zpiisobi bélavé
zajizveni povrchu vajecniku. V ptipadé oplozeni vajicka corpus luteum nezanika a produkuje
progesteron, dokud tuto funkci nepfevezme placenta. Uvolnény sekundarni oocyt je nasledné
nasat vejcovodem a jeho vyvoj se znovu zastavi, tentokrat v metafazi II, dokud neni oplodnén
spermii. Po pfipadném oplozeni dojde k dokonceni druhého meiotického dé€leni, ¢imz se
vylou¢i druhé pélové télisko. K oplozeni oocytu dochdzi v rozsitené ¢asti vejcovodu. Poté je

vajicko ptesunuto do déloZni dutiny (URL 2).
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Obrazek 2: Zrajici folikul
(Upraveno podle: Cochard, 2012)

2.3 Hormonalni cyklus

Spravny prubéh ovaridlniho cyklu a ¢innost zenskych pohlavnich organt je fizena
pohlavnimi hormony. K produkci téchto hormonti dochazi v adenohypofyze, v ovariich,
ve zlutém télisku nebo ve folikularnich bunikach. V adenohypofyze dochéazi vyhradné k tvorbé
gonadotropnich hormont. Témi jsou gonadotropiny folitropin, neboli folikuly stimulujici
hormon (FSH), a lutropin, neboli luteiniza¢ni hormon (LH). Jejich tvorba zavisi na GnRH
(gonadotropin uvoliujici hormon), ktery je tvofen v hypotalamu a stimuluje hypofyzu. FSH
podporuje zrani folikulu, je tedy nezbytny pro iniciaci folikularni faze ovaridlniho cyklu.
Folikularni bunky zrajiciho folikulu poté zacinaji produkovat estrogeny, jejichz hladina
v prubéhu této faze cyklu vyrazné stoupa. Estrogeny stimuluji hypotalamus k tvorbé vice FSH
a LH. Tim je zptUsoben vyrazny nartst LH, coz umozni ovulaci (Melmed et al., 2016). Po
ovulaci zaciné lutedlni fdze ovarialniho cyklu. Vytvotfené Zluté télisko produkuje estrogeny a
ve velkém mnozZstvi 1 progesteron, ktery ovliviiuje sekre¢ni funkci endometria a zabezpecuje
pfipadné uhnizdéni vzniklé blastocysty. Pokud nedojde k oplozeni, dochéazi k zaniku Zlutého
téliska a tedy 1 k poklesu hladiny progesteronu, coz zpusobi odlouceni ¢asti endometria

(Gilbert, 2000).



2.4 Imunitni mechanismy Zenského pohlavniho ustroji

Udrzeni imunitni rovnovéahy v zenském pohlavnim ustroji (ZPU) je nelehkym tikolem.
Skrze vaginu pfichdzi do styku s mikroorganismy a virovymi patogeny, pfirozen¢ se zde
vyskytuje fada bakterii a kvasinek. Dochazi ke kontaktu s cizorodymi antigeny spermii a
v piipad€ oplozeni i s imunologicky odlisnym plodem. Je tedy nutné identifikovat patogeny,
ochranit organismus pied vznikem infekci, pfed sexudlné pfenosnymi chorobami, ale i nastolit
imunologickou toleranci a vytvofit ptiznivé prostiedi pro prachod spermii a vyvoj
semialogenniho plodu. Imunitni systém tedy musi byt schopen pfizptsobit se zménam ZPU, a
to nejen v prubc¢hu menstruaéniho cyklu. K tomu pfispiva regulace systému pohlavnimi
hormony (Wira et al., 2015). Na ochran¢ zenského pohlavniho ustroji, které je soucasti
sliznicniho imunitniho systému, se podili vrozend (nespecifickd) 1 adaptivni (specificka)

imunita.
2.4.1 Vrozena imunita

Imunitni mechanismy vrozené imunity pracuji vyrazné rychleji a nespecificky — jejich
fungovani je zprostfedkovano vrozenou sadou receptorii. Zahrnuji chemickou, mechanickou i
bunécnou slozku. Chemicka slozka zahrnuje anti-mikrobidlni peptidy (AMP), vylucované
epitelialnimi buiikami a neutrofily, a receptory, ptredevSim toll-like receptory (TLR)
(Amjadi et al., 2014). TLR rtiznych typi nalezneme na membranach neutrofili, makrofagu,
dendritickych bunék, epitelialnich bunék a bunék endotelu ZPU. Jejich tikolem je rozeznavat
tzv. spatogenem asociované molekularni vzory (PAMP) mikroorganismi a nasledné
aktivovat imunitni bunky, které produkuji AMP a cytokiny, a zdroven aktivovat i vrozeny IS
(Fazeli et al., 2005). Buné¢nou sloZkou jsou imunitni bunky, které fagocytuji, lyzuji ¢i iniciuji
zéanétlivou reakci produkei cytokind. Buitkami uplatiiujicimi se ve fungovani vrozené imunity
jsou piedev§im CD14" buiiky jako jsou makrofigy a dendritické buiiky (DC), coz jsou
antigen prezentujici buniky (APC), neutrofilni granulocyty a také natural killer (NK) buiky
(Bouman et al., 2005). Mechanicka bariéra je tvofena epitelidlnimi buikami a vyluCovanym
hlenem. Epitelidlni buniky tvoii bariéru, exprimuji TLR, rozeznéavaji patogeny a sekretuji hlen,
AMP, protilatky, cytokiny a aktivujici imunitni bunky (Fahey et al., 2005). V pochvé
nalezneme vrstevnaty dlazdicovy nerohové&jici epitel, déloha je naproti tomu pokryta
jednovrstevnym cylindrickym epitelem spojenym tight junctions (tzv. té€snymi spoji), coz

zabraniuje priniku patogend (Trifonova et al., 2014). Cerviko-vaginalni hlen pokryvajici



povrch epitelu zabraiiuje pfimému kontaktu tkédné s patogeny. Obsahuje fadu komponent
ptispivajici k jeho ochranné funkci — cytokiny, protilatky, enzymy, hormony. Méni svou
hustotu, konzistenci i sloZeni podle faze menstrua¢niho cyklu a reguluje tak priichod patogenti
a spermii traktem. Béhem ovulace je vlivem estrogenu vodnaty a jeho objem je vyrazné vétsi,
Gallova, 2010). Ukolem vrozené imunity je kromé vlastni imunitni odpovédi také aktivace

adaptivniho imunitniho systému.
2.4.2 Adaptivni imunita

Adaptivni imunita mé4 slozku humoralni, kterd je zaloZena na rozeznani antigenu a
nasledné tvorbé protilatky, a slozku buné¢nou, zprostiedkovanou aktivitou T a B lymfocyta. T
lymfocyty (CD3%) maji specificky T — celularni receptor (TCR) a déli se na cytotoxické,
pomocné a regulaéni. Cytotoxické T lymfocyty (Tc) maji koreceptor CD8", rozeznavaji
cizorodé antigeny na hlavnim histokompatibilnim komplexu I. tfidy (MHC I) infikovanych
bunék organismu a nasledné je likviduji. Pomocné T lymfocyty (Th), s koreceptorem CD4",
rozeznavaji antigeny prezentované na MHC II APC a reaguji produkci pfislusnych cytokinti.
Déli se na subtypy Thl a Th2. Buiikky Thl produkuji pfedevs§im interferon gamma (IFN-y) a
interleukin 2 a 3 (IL-2, IL-3), a aktivuji tak cytotoxickou a buitkami zprostfedkovanou
odpovéd’. Th2 aktivujici humoralni odpovéd’ produkei IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13 Pfi
aktivaci humoralni imunity jsou stimulovany B lymfocyty, které diferencuji v plazmatické
buniky produkujici protilatky proti pfislusSnym antigenlim, a v pamétové buiky zajist'ujici
imunitni pamét’ (Hotejsi et al., 2017). Protilatka svou vazbou na antigen tento antigen oznadi,
¢imz ho zviditelni pro imunitni systém a nasledn¢ jsou spole¢né fagocytovany ¢i zniCeny
komplementem. Kazdému antigenu je vytvofena specifickd protilatka-imunoglobulin (Ig).
Protilatky ucastnici se imunitni odpovedi v Zenském pohlavnim uUstroji jsou nejcastéji IgG,

IgA ataké IgM (Kutteh et al., 1988).
2.4.3 Distribuce bunék imunitniho systému

Zenské pohlavni Gstroji si 1ze pro ucely popsani distribuce bunck IS rozdélit na horni
¢ast, zahrnujici vejcovody a délohu, a dolni ¢ast — cervix a pochvu. Obé ¢ésti se imunitné
odliSuji, naptiklad procentudlnim zastoupenim a po¢tem imunitnich bun€k — v horni ¢asti je

obecné veEtsi hustota leukocytl (Givan et al., 1997). Rozdil je také v pH. Zatimco vaginalni



v

mukus mé kyselé pH zhruba 3,5-4,5, cervikalni hlen je znateln¢ zasaditéjsi s pH kolem 7, coz

v

vytvaii piiznivéjsi prostiedi pro prichod spermii (Correa et al., 2001).
Vagina a cervix

Ve vaginé i cervixu nalezneme samostatné i agregované CD3" buiiky, které jsou
rozmisténé v lamina propria a epitelialni vrstvé. Jedna se spiSe o CD8" nez CD4" buiiky.
V lamina propria se nachazi také CD38" plazmatické B bufiky, CDla" nezralé dendritické
bunky, makrofagy a jen maly pocet neutrofilli a NK bun¢k (Johansson et al., 1999; Pudney et
al., 2005). V cervixu dochazi k tvorb&é lymfoidnich agregati z CD8" nebo CD4", uvnit¥
kterych se nachazi CD19" a CD20" B lymfocyty, které jsou v traktu jinak vzacné (Johansson
et al., 1999). Endocervix, horni ¢ast d€lozniho hrdla, obsahuje velké mnozstvi Zzlaz
produkujicich mukus, ktery slouzi jako ochrannd bariera proti patogentim. Ektocervix je
naproti tomu odhaleny, proto zde nalezneme vyrazné vétsi pocet leukocyti. Kromé lymfocytl
zde nalezneme CD14" buriky, pfedev§im makrofagy tvorici vétSinu bunék IS v cervixu, a
dendritické bunky, kterych je v ektocervixu vyrazné vEétsi mnozstvi nez ve vaginé (Trifonova
et al., 2014). Distribuce a pocet bunék se v pochvé ani v cervixu v pribéhu cyklu neméni

(Pudney et al., 2005).

Déloha (endometrium) a vejcovody

v

Endometrium je nejhojnéjsi tkédni na vyskyt imunitnich bunék. I zde, ptesnéji v pars
basalis, nalezneme lymfoidni agregaty s CD19" B lymfocyty uprostied, T lymfocyty a
vn&j§im kruhem makrofaghi. Z CD3" bunék opét prevazuji CD8" (Yeaman et al., 2001).
V pribéht cyklu dochdzi k regulaci poctu leukocytid v déloze. Nachazi se zde mnoho NK
bunék, jejichz pocet nartistd po ovulaci az nakonec pfed menstruacni fazi tvoii 80 % vSech
leukocytt (Flynn et al., 2003). Stejné tak nartistd v tomto obdobi i pofet DC a pocet
makrofagl distribuovanych kolem 714z (Eidukaite and Tamosiunas, 2004; Lee et al., 2011).
Existuje n¢kolik hypotéz o tom, jak se leukocyty v endometriu octnou. Mohou byt do tkané
rekrutovany adhesivnimi molekulami vyluCovanymi endotelem (Johansson et al., 1999).
proliferovat in situ v endometriu, nebo piimigrovat jako prekurzory a nasledné¢ diferencovat
specificky podle tkané (Keskin et al., 2007). To se jevi jako nepravdépodobnéjsi vzhledem
k specifité bungk v ZPU.



Ve vejcovodech maji nejveétsi zastoupeni T lymfocyty, podobné jako ve zbytku tkani.
Najdeme zde vSak i makrofagy a DC. Standardné je zde vysoky pocet granulocyttl, pfedevsim

neutrofilnich, jejichz mnozstvi se v pribéhu cyklu nemeéni (Givan et al., 1997).



3 Priciny neplodnosti u Zen

Faktorii, které ovlivituji neplodnost zen je nespocet, navic spolu Casto uzce souvisi a
vyskytuji se proto soucasn¢. Obecné miizeme piiiny rozdélit na anatomické, genetické,

hormonalni, imunologické a dalsi zahrnujici napt. psychogenni faktor.
3.1 Anatomické pri¢iny

Anatomické pfiiny nejcastéji souvisi se sriisty omezujicimi pohyblivost vejcovodiu
nebo zplsobujicimi jejich nepruchodnost, nebo s jinak zplGsobenou neprichodnosti
vejcovodl. To mlze byt zptisobeno infekcemi, obvykle pohlavné pirenosnymi, které vedou
k zanétim a zajizveni. Rizikové jsou i pfedchozi gynekologické i abdomindlni operace,
v disledku kterych muize dojit ke vzniku srlsti nebo, stejné jako v pfedchozim piipadé, ke
zjizveni tkang, a to do takové miry, Ze dojde k blokaci celého vejcovodu a tim znemoznéni
prachodu vajicka. Stejny defekt mlze nastat pii abdominalnich zanétlivych onemocnénich
jako je napftiklad apendicitida. Nepriichodnost vejcovodii mohou zptsobit také ¢etné cysty ¢i
ptedchozi ektopicka tubarni gravidita (URL 3). Neplodnost zptsobuji také deformace délohy,
jako je vrozené zuzeni délozniho hrdla, oploSténi, ohnuti nebo v ojedinélych ptipadech jeji
absence. Poskozeni mohou zpusobit také délozni myomy a polypy (UlCova-Gallovd and
LoSan, 2013). Dalsi z pfi¢in tohoto typu je endometridza, coZ je onemocnéni zpusobené
odlou¢enim kousktd endometria a jejich uchycenim mimo dé&loZzni dutinu, nejcastéji
v myometriu, vejcovodech, vajeCnicich, pobfiSnici ale 1 na branici nebo perikardu.
Endometriéza zapficinuje vznik sristd a zajizveni €i zvySeni objemu peritonealni tekutiny

(Bulun, 2009).

Mrwe

3.2 Genetické priciny

Genetické pfiiny zahrnuji chromozomalni aberace 1 genové mutace. Mezi
chromozomalni aberace zpusobujici neplodnost u zen patii nejcastéji aneuploidie gonosomii,
tedy syndromy Turnertv s karyotypem (45,X), Downtiv s karyotypem (47,XX,+21), syndrom
47, XXX nebo syndrom tzv. testikuldrni feminizace s karyotypem (46,XY). Genové mutace
mohou zapficinit neplodnost napiiklad vyvolanim primarni ovarialni insuficience (POI) ¢i
syndromu polycystickych ovarii (PCOS) v ptipadé mutaci gentt BMP15 ¢ GDF9 (Wei et al.,
2014). Vyznamnou kategorii jsou mutace trombofilni pfedstavujici zvySené riziko tvorby

krevnich sraZenin, nejcastéji Leidenska ¢i faktoru II protrombinu.
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Vrwe

3.3 Hormonalni pri¢iny

Hormondlni pfi¢iny jsou nejcastéji projevem atypické cCinnosti hypotalamu,
adenohypofyzy nebo ovarii, které stimuluji produkci pfislusnych hormoni. Pii odchylkach
v produkci gonadotropnich hormontit LH a FSH nedochézi ke spravnému dozrani folikulu a
nastane anovulace, tedy vynechani ovulace, a amenorea, absence menstruace (Melmed et al.,
2016). Vynechavani ovulace nastdva také v ptipad¢ nizké hladiny estrogenli, coz navic
zpusobuje zvysenou hustotu cervikalniho hlenu, a tudiz jeho neprostupnost mj. i pro spermie.
Naopak zvysenou hladinou estrogenit dochazi k abnormalni sekreci hlenu, coz mize byt také
pri¢inou neplodnosti (Gorodeski, 1998). Nedostatek progesteronu zapficinuje defekty délozni
sliznice, kterd neni schopna pfijmout oplozené vajicko, podpofit jeho nidaci a dalsi vyvoj.
Mezi obvyklé hormondlni pfi¢iny neplodnosti patii POI a PCOS. POI neboli primarni
ovarialni insuficience je stav, kdy u zeny dochazi k pfed¢asné menopauze, tedy k vy€erpani
zasoby vaji¢ek a k absenci menstruace. PCOS, syndrom polycystickych ovarii, se projevuje
nedostate¢nou produkci progesteronu a naopak vysokou hladinou LH. Nedojde k prasknuti a
uvolnéni folikulu, namisto toho se ve vaje¢nicich tvoii stile nové cysty. PCOS se tedy
projevuje anovulaci a amenoreou (Stein and Leventhal, 1935). Mezi dal$i hormonalni pfi¢iny
patii syndrom neprasklého folikulu (LUF), dale hyperandrogenni syndrom ¢i tzv. post-pill
amenorea. Neplodnost ovliviiuje 1 abnormalné¢ zvySend hladina prolaktinu, tedy

hyperprolaktinémie (Sonigo et al., 2012).

Mrve

3.4 Dalsi priciny

Vyznamnou roli hraje samoziejmé vék Zeny, jelikoz s ptibyvajicim vékem dochazi ke
zhorSeni kvality vaji¢ek vlivem napiiklad aneuploidity oocytli, k postupnému snizovani jejich
poctu, k castéjSim zanikiim folikuli bez ovulace a dal§im defektim (Hassold et al., 1996).
Pravdépodobnost otéhotnéni za jeden menstruaéni cyklus po 40. roku klesa dokonce aZ na
necelych 5 % z ptivodnich zhruba 25 % (Rezabek, 2008). Vliv na neplodnost ma nepochybné
také Zivotni styl zeny. Mezi rizikové navyky patii piti alkoholu, koufeni €1 uZivani drog.
Mimo to je dulezité dbat na zdravou a pestrou stravu, vyhnout se jak obezité, tak podvyzive a
poruchdm pfijmu potravy. Vyznamnym rizikovym faktorem je i psychogenni faktor, tedy
stres €1 uzkosti, které jsou ale paradoxné mnohokrat s neschopnosti pocit potomka spojeny.

Mrve

POIL. Neschopnost poceti je ovlivnéna také zdravotni anamnézou Zeny, napiiklad v ptipadé
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nadorovych onemocnéni a s nimi spojené 1écby chemoterapii a radioterapii, které plodnost
vyrazné snizuji. Imunologickym pfi¢inam je vzhledem k zaméfeni prace vénovana samostatna

kapitola.
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4 Imunologické prifiny neplodnosti

4.1 Protilatky proti spermiim (ASA)

Pti ejakulaci dojde béhem nechranéného pohlavniho styku k vylouceni ejakulatu do
reprodukéniho traktu Zzeny. Ejakulat se skladd ze spermii a semenné plasmy, kterd spermiim
poskytuje ochranné prosttedi a zaroven ovlivituje i zensky trakt. Semennd plasma totiz
obsahuje mj. dilezity imunosupresivni faktor TGFB1 a imunoglobuliny (Nocera and Chu,
1993; Politch et al., 2007). Pravé imunosupresivni faktory plasmy spolu s anti-idiotypickymi
protilatkami reguluji ¢innost ASA (Naz et al., 1993).

Spermie maji na svém povrchu mnoho alogennich antigent, které mohou u nékterych
zen vyvolat imunitni reakci vedouci k tvorbé protilatek, tzv. izoimunizaci. Mezi antigeny
vyvolavajici tvorbu ASA patii naptiklad fertilizatni antigen 1 (FA-1) a peptid YLP12
(Williams et al., 2008). To, ze tyto protilatky mohou snizovat Sance na oplozeni bylo
prokazano in vitro ve studii Clarke a kol. (1988). Mohou mit vliv i na rany vyvoj embrya
(Naz, 2005; Vazquez-Levin et al., 1997).

K imunitni reakci mize dojit uz pii prvnim kontaktu s ZPU, spermie navic mohou piijit
do kontaktu i s gastrointestindlnim traktem a peritoneem. Protilatky se mohou tvofit nejen
proti spermiim samotnym, ale i proti antigeniim obsaZzenym v semenné plasmé. Vyskytuji se
také protilatky reagujici soucasné proti membranam mikroorganisml, jejichz prémik do ZPU
je spojen s pohlavnim stykem. Pfi postkoitalni zanétlivé reakcei jsou aktivovany T lymfocyty,
produkovany cytokiny a chemokiny stimulujici dal$i bunky IS, pfedevSim makrofagy
vykazujici zvySenou fagocytickou aktivitu, a cytotoxickou odpovéd’. Dochdzi tak k reakcei IS
jak na antigeny spermii, tak na zminéné mikroorganismy (Naz and Menge, 1994; Ulcova-
Gallova and Madar, 2016). Protilatky proti spermiim mohou byt tvofeny 1 u muzi — vyskytuji

se v krevnim séru, na povrchu spermii i v semenné plasmé.
4.1.1 Etiologie tvorby ASA

Pfi¢inou vzniku protilatek proti spermiim mutize byt porucha regulace IS, pohlavni styk
mimo ovulaci nebo ptedchozi gynekologicky chirurgicky zakrok. Jakékoliv mechanické nebo
chemické posSkozeni sliznice vede k expozici antigenu. Faktorem je i pfitomnost spermii
mimo pohlavni trakt, naptiklad v peritonedlni dutiné. Cunningham a kol. (1991) prokazal, Ze
tvorba ASA muze byt disledkem gynekologickych zanéti. Vliv na pfitomnost ASA u Zen ma

také sloZzeni semenné plasmy a v ni obsaZené proteiny, naptiklad chybéni imunosupresivniho
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faktoru, které se mize projevit pravé imunitni reakci u zeny (Marshburn and Kutteh, 1994).
Navic ve svém vyzkumu Witkin a Chaudhry (1989) potvrdili, ze tvorba ASA u Zen je
stimulovana piitomnosti ASA v ejakulatu muze.

Zaroven ale stale neni jasné, pro¢ vétSina zen, pres opakovany kontakt se spermiemi,
pritomnost ASA nevykazuje, zatimco jiné zZeny ano. Faktorem vtomto piipadé
pravdépodobné neni ¢asté vystavovani antigenim, a podle studie Chacho a kol. (1991) ani
sexualni praktiky jako oralni nebo andlni styk tvorbu ASA neovliviiuji. Stejné tak kontakt se
spermiemi od vice darcia ve studii Mashu a kol. (1994) neprokazali zvySeni vyskytu

protilatek. Pivod ASA, véetné moznych zucastnénych faktord, tedy dosud neni upiesnén.
4.1.2 Vyskyt a prevalence ASA

Protilatky lze detekovat nejprve pouze v cervikalnim hlenu. Pii opakované imunizaci,
tedy pii dalsim vystavovani antigeniim, se zatnou tvofit i vySe vZPU. Poté jsou
detekovatelné jak v cerviko-vaginalnim hlenu, tak ve folikuldrni a peritonedlni tekutiné a
v krevnim séru (UlCova-Gallova and Madar, 2016). Prevalence ASA u Zen se nicméné
v ruznych studiich vyrazné lisi v zavislosti na pouzité metodé stanoveni protilatek, velikosti
vzorku a dal$ich faktorech. Pro ukdzku uvadim nekolik z téchto studii.

* Ve studii Kapoor a kol. (1999) byly metodou ELISA protilatky detekovany u 25 %
zen z 40 part s neodivodnénou neplodnosti.

* Hossain a kol. (2007) detekovali ASA pouze u 4 % z 344 Zen s jiz znamym pivodem
neplodnosti. Dosli také k zaveru, ze prevalence ASA pravdépodobné roste s vékem.

* Haas a kol. (2010) stanovili ASA s vyuzitim radio-labeled-anti-globulin testu a
vyhodnotili nilez ASA u 13 % neplodnych Zen. Vzorkem bylo 257 part
s neodiivodnénou neplodnosti.

* Mahdi a kol. (2011) prokézali ptitomnost ASA u praimérne 62 % z 45 neplodnych Zen.

* Vrecentni studii Yasin a kol. (2016) stanovili pfitomnost ASA u 5 % Zen z 42 pari
s neodtivodnénou neplodnosti.

Nejcastéji jsou ASA u zen stanovované v krevnim séru a v cervikalnim hlenu, méné
Casto 1 ve folikularni tekutin€. Pfitomnost ASA v téchto zkoumanych biologickych
materidlech se u ASA pozitivnich Zen miiZe liSit.

* Studie Cantuéria (1977) potvrdila ptitomnost ASA u 26 % zen v séru a u 21 % Zen
v CM.
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*  Moghissi a kol. (1980) stanovili ASA u 13 % Zen v séru a u 26 % zen v CM. Jednalo
se o vzorek 172 zen z part s neodivodnénou neplodnosti.
* Mandelbaum a kol. (1989) ve svém vyzkumu s pary podstupujicimi in vitro fertilizaci
(IVF) stanovili pfitomnost ASA u 46 % zen v séru a u 36 % ve folikularni tekuting.
* Ve vySe zminéné studii Kapoor a kol. (1999) stanovili ASA u Zen v 58 % v séru a
v 25 % v CM.
* Polska studie Kamieniczne a kol. (2003) prokézala nepfimym immunobead testem
(IBT) ptitomnost ASA u 4 % z 194 Zen z neplodnych pari v séruau 3 % z 155 zen
z neplodnych part v CM.
* Mahdi a kol. (2011) detekoval ASA v 64 % v séru a v 62 % v CM neplodnych Zen.
Protilatky proti spermiim ale mohou byt pfitomné i u plodnych zen. Napiiklad ve
vySe uvedené studii Mahdi a kol. (2011) byli ASA detekovany po 3 % vséru i vCM u
kontrolni skupiny plodnych Zen. Pfitomnost ASA tedy nutné nemusi vzdy zplsobovat
neplodnost. Hypotézy uvazujici vliv ASA na neplodnost jsou tedy stale neptesné. Ackoliv
faktory jako napiiklad mnozstvi, lokalizace, tfida ¢i efekt protilditek maji na G¢inek ASA
nepochybné vliv (Hjort, 1999), obecn¢ lze na zdkladné¢ dostupnych materidli pouze
konstatovat, Ze pfitomnost ASA milZe negativné ovlivnit uspéSnost poceti, jak jiz bylo

uvedeno.
4.1.3 Tridy protilatek

ASA jsou imunoglobuliny pfedevs§im tii izotopt — IgG, IgA a IgM. Imunoglobuliny
jsou tvofeny dvéma tézkymi a dvéma lehkymi fetézci. Maji dvé Casti — Fab, misto navazani
antigenu, a transmembranovou Fc. IgM je pentamer s molekularni hmotnosti 900 kD a ma
nejkratsi zivotnost, IgG monomer vazi 150 kD a IgA ma molekulovou hmotnost mezi 150—
400 kD v zavislosti na tom, zda se vyskytuje jako monomer nebo dimer (Mazumdar and
Levine, 1998). Monomerni forma je Casta v séru, zatimco sekre¢ni forma IgA (sIgA) na
sliznicich. Sekre¢ni IgA jsou dimery propojené J fetézcem a doplnéné o sekre¢ni komponentu
(Marshburn and Kutteh, 1994). Sekrecni komponenta poskytuje ochranu pied degradaci
proteolytickymi enzymy, tedy odolnost proti mikroorganismiim ptitomnym na sliznici.

IgG je nejvice nalézan v krevnim séru (Kapoor et al., 1999), v cervikalnim hlenu je
naopak pfitomny piedevSim sIgA (Waldman et al., 1972). Koncentrace sIgA v CM je pied
ovulaci vysoka a prokazateln¢ klesa pti ovulaci. Neni ale jasné, zda to neni zplisobeno jen

vyraznym navySenim mnozstvi CM v dobé ovulace, tudiz zda to neni pouze dusledkem
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dilata¢niho efektu (Marshburn and Kutteh, 1994). Mnozstvi IgG a IgA v séru se zvysuje s
dobou vystaveni antigenu, zatimco pfitomnost IgM je nejvySsi pfi prvotnim kontaktu s

antigenem, jelikoz je syntetizovan jako prvni, a nasledn¢ je nahrazovan (Mahdi et al., 2011).
4.1.4 Vliv ASA na funkci spermii

Nez spermie pronikne traktem az k oocytu, musi dozrat do t¢ podoby, kdy je schopna
oplozeni. V ZPU prochazi procesem kapacitace a potiebuje dosidhnout ur&itého stupné
progresivni motility. Pfi kapacitaci dochazi k maturaci spermie a je to proces naprosto
nezbytny, uméle navozovany i pii asistované reprodukci. Dochéazi k expozici novych
antigend, fluidita membrany spermii se zvysi a spermie je pfipravena na akrozomalni reakci.
Pfi tomto procesu dochdzi k odhaleni novych membranovych antigeni a vylitych
akrozomalnich proteinii. Aby akrozomalni reakce probéhla, je nutné, aby se spermie navazala
na glykoprotein ZP3. Nésledné¢ mize spermie ZP proniknout. Pfi priniku spermie do oocytu
je aktivovano pokracovani meidzy II a dokonceni oogeneze. Nasledné z prvojader gamet
vzniknou prava jadra a dochazi ke vzniku dvoubunécného embrya a zapoceti ryhovani.

Tvorba ASA muze v tomto slozitém procesu ovlivnit funkci spermii hned n¢kolika
riznymi zpusoby. ASA mohou ovlivnit fertiliza¢ni schopnost inhibici kapacitace (Bathla and
Sidhu, 1996), inhibici vazby spermii na ZP (Shibahara et al., 1993), akrozomalni reakce
(Bandoh et al., 1992; Tasdemir et al., 1995), penetrace ZP (Liu et al., 1991) i naruSenim
implantace embrya. ASA mohou ale ptlisobit i cytotoxicky. Poruchy pfirozené maturace
spermii a fertilizacniho procesu mohou protilatky zplsobit aktivaci komplementu, opsonizaci,
blokaci receptori ¢i dal§imi mechanismy — fungovani téchto mechanismli ale zatim neni
prozkoumano. Velky vyznam mé schopnost ASA zpusobit aglutinaci, tedy shlukovani spermii
(Marshburn and Kutteh, 1994).

Protilatky mohou byt tvofeny proti antigenim exprimovanym na riznych c¢éastech
spermie a podle toho ovlivni jejich ¢innost. ASA omezujici pohyblivost spermii cili spiSe na
antigeny bic¢iku spermie, zatimco ASA ovliviiujici prichod spermii cervikalnim hlenem, nebo
jejich interakei s oocytem, cili na hlavicku. Priichod cervikalnim hlenem je pro spermii
nezbytnym krokem. Hormondlni regulace spermiim cestu v dob& ovulace vyrazné ulehcuje,
ASA mohou naopak penetraci CM zcela znemoznit. Menge a Beitner (1989) prokézali, ze
priichodu zabratiuje aglutinace spermii a omezeni jejich pohyblivosti. V cervikalnim hlenu lze

také zpozorovat tfesavé pohyby, tzv. shaking phenomenon (Jager et al., 1981). Pfitomnost
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slgA v CM byla navic v né€kolika studiich prokdzéna jako rozhodujici faktor ovliviujici

penetraci CM (Clarke, 1988).
4.2 Protilatky proti zona pellucida (AZA)

Po uvolnéni z vajecniku je oocyt obalen vrstvou kumularnich bunék a zonou pellucida.
ZP je pruzny a elasticky obal z glykoproteind, jehoz tloustka je zhruba 10 um, u oplozeného
vajicka az 17 pm. Embryo zonu pellucida svlékne zhruba po tydnu své existence. Pozdni
uvolnéni embrya ze ZP nebo jeji nadmérna tloustka mohou vést k naruseni uhnizdéni
zérodku. Zona pellucida slouzi k ochranné€ oocytu a k jeho transportu vejcovodem, blokaci
polyspermie a zprostfedkovani vazby spermie na oocyt. Primarni vazba spermie je
zprostfedkovana glykoproteinovym receptorem ZP3 a stimuluje iniciaci akrozomalni reakce.
Pti akrozomadlni reakci dochazi k exocytdze lytickych enzymi, které nasledné zprostredkuji
sekundarni vazbu spermie na glykoprotein ZP2. Diky témto enzymim je navic umoznéna
penetrace ZP a fiize membran (Ul¢ova-Gallova and Madar, 2016).

ZP je siln¢ imunogenni struktura a stimuluje tak imunitni reakci. V tomto piipad¢, kdy
se jednd o antigeny organismu vlastni, tento proces nazyvame autoimunizaci. Dochézi tedy
k tvorbé protildtek proti zonalnim glykoproteinim ZP1-ZP4. Tyto antizondlni protilatky
mohou blokovat vazbu spermie na ZP (Koyama et al., 1991) nebo inhibovat zvySeni fluidity
membrany spermii pii kapacitaci, ptesné mechanismy ale zatim nebyli popsadny (Kamada et
al., 2006). AZA tak mohou zplsobit problémy nejen s pfirozenym pocetim, ale i s oplozenim
prostfednictvim IVF, jejiz GspéSnost pfi stanoveni AZA vyrazné klesd (Mantzavinos et al.,
1993). Proto je v zavislosti na stanoveni AZA vhodné zvazit metodu intracytoplazmatické

injekce spermii (ICSI) (Arefi et al., 2005).
4.2.1 Etiologie tvorby AZA

AZA jsou podle mnoha studii (viz. niZe) pfitomny pfedevS§im u Zen s neodiivodnénou
neplodnosti. Proto je pravdépodobné, Ze piitomnost AZA stoji za neplodnosti téchto Zen.
Ziejmé také existuje souvislost mezi vznikem AZA a ptedchozi IVF. To nasvédcuje tomu, Ze
AZA vznikaji mj. v dasledku ovarialni hormonalni stimulace a folikuladrni punkce probihajici
vramci IVF. Studie Ulcové-Gallové a MardeSice (1996) dokonce prokdzala rostouci

prevalenci AZA u Zen s poctem prodélanych IVF, jako reakci na nezadouci opakované zasahy
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do vajecniku. Antigeny ZP navic podle nékterych studii vykazuji zkiizenou reaktivitu

s antigeny §titné zlazy (Twig et al., 2012).
4.2.2 Vyskyt a prevalence AZA

Antizonalni protilatky jsou pfitomné v krevnim séru, folikularni a peritonealni tekutin¢
1 CM. Jsou to protilatky trid IgA, IgG, IgM (Ul¢ova-Gallova and Madar, 2016).
Podobné jako v pripadé ASA, i u antizondlnich protilatek studie Setfici prevalenci AZA
u zen prezentuji Sirokou Skalu vysledki v zavislosti na vyuzité¢ metod¢. Stejné tak souvislost
AZA a IVF nebyla jednoznac¢né prokazana, ackoliv vétSina autort se k této hypotéze ptiklani.
* Nishimoto a kol. (1980) vyhodnotili s vyuzitim imunofluorescence (IF) pfitomnost
AZA v séruu 2 % z 122 zen se zndmou piicinou neplodnosti a u 7 % z 175 Zen
s neoditvodnénou neplodnosti. Prokazali navic vyssi prevalenci AZA u Zen nad 40 let.
* Mori a kol. (1978) detekovali AZA také metodou IF v séru 15 % z 52 neplodnych zen.
Ob¢ predchozi studie vyuzivali antigeny ZP z izolovanych prasecich oocytl na zakladé
objevu zkiiZzené reaktivity antigenit ZP u Clovéka a prasete (Shivers and Dunbar, 1977).
Ukézalo se ale, ze vyuziti IF s praseimi oocyty zfejmé nebylo pfesné a vykazovalo faleSné
pozitivni vysledky. Proto se zaCalo pracovat na vyvinuti pfesnéjSich metod. Jednou z nich je
pasivni hemaglutinacni reakce (PHAR). S vyuzitim PHAR stanovili pfitomnost AZA v séru u
6 % z320 Zen sneznamou prfi¢inou neplodnosti a u 2 % z 1552 se znamym pluvodem
neplodnosti (Kamada et al., 2006).
* Stejnou metodu vyuzili Ulcova-Gallova a kol. (2004), kdy v séru a v ovulacnim CM
vyhodnotili pfitomnost AZA u 75 % z 105 neplodnych Zen. Z toho 47 z48 Zen
v minulosti absolvovaly vice nez dva neuspésné IVF cykly.
* Ve vySe uvedené studii Ulcova-Gallova a MardeSic (1996) s vyuzitim ELISA a
PHAR detekovali AZA ve vzorku 250 Zen, které v minulosti netispé$né absolvovaly
IVF. AZA stanovili u 20 % Zen po jednom IVF cyklu, u 64 % po dvou IVF a dokonce
u 91 % po trech IVF.
* Nicméné studie Arefi a kol. (2005), vyuZzivajici metodu ELISA a folikularni tekutinu,
naopak Zadnou souvislost mezi punkci vajeCnikll a zvySenou prevalenci AZA

neprokazala.
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4.2.3 Dalsi vliv AZA

Pravdépodobnym nepifimym dasledkem vyskytu antizonélnich protilatek je POIL. Studie
Calongos a kol. (2009) posuzujici u¢inek AZA (anti-ZP2, anti-ZP3) na folikulogenezi mysich
folikulti prokazala vliv na velikost folikulu, maturaci oocytu, schopnost fertilizace in vitro i
vyvoj embrya. Komunikace mezi kumularnimi bunikami a oocytem, ktera je zprostiedkovéana
pfes ZP, je ziejm¢& vazbou antizondlnich protilatek na ZP pferusena. Oocyty pak nejsou
dostate¢né stimulovany a nepodafi se je fertilizovat. Potvrdila se tedy mozna souvislost jak
s POI, tak s neplodnosti. I dal§i experimenty hypotézu o souvislosti vyskytu AZA a POI
potvrzuji, a to 1 s vyuzitim lidské ZP. Takamizawa a kol. (2007) stanovili AZA v séruu 7 z 27
zen s idiopatickou POL.

4.3 Antiovarialni protilatky (AOA)

Zona pellucida neni jedinou folikuldrni strukturou jejiz antigeny stimuluji tvorbu
protilatek a vyvolavaji tak autoimunitni reakci. Mezi dalsi takové struktury, proti kterym se
tvoti protilatky, patii membrana granulosa, theca folliculi interna, zIuté télisko, ale i oocyt
vcetné ooplasmy. Tyto protilatky jsou obecné nazyvané antiovarialni protilatky (Hotejsi et al.,

2000).
4.3.1 Etiologie AOA

Barbarino-Monnier a kol. (1991) stanovili (s vyuzitim nepfimé IF a ELISA)
antiovarialni protilatky v séru 110 Zen absolvujicich IVF. U téchto Zen zaznamenali vyssi
hladinu IgG, IgA 1 IgM AOA, nez u kontrolni skupiny zdravych Zen. Vyhodnotili tedy
ovaridlni punkci jako mozny stimul k tvorbé AOA.

Gobert a kol. (1992) detekovali AOA v séru 140 zen, které podstupovali IVF. Vzorky
odebrali nejprve po ovaridlni stimulaci lidskym menopauzalnim gonadotropinem (hMG) a
poté po punkeci folikulu. Vyssi hladinu IgG AOA v séru zaznamenali po punkci. Také oni tedy
vyhodnotili, Ze tvorbu AOA vyvolava pravdépodobné pravé zasah do ovaria, spiSe nez
hormonalni stimulace. Vysoké koncentrace protilatek se vyskytovaly u Zen podstupujicich jiz
nekolikaty IVF cyklus. Ukéazala se moznd souvislost AOA s maturaci folikulu, implantaci
embrya a s dalSim vyvojem t€hotenstvi. V dalsi studii Barbarino-Monnier a kol. (2003)
stanovili IgG, IgA a IgM AOA metodou ELISA v séru 134 Zen a to v nékolika intervalech

v procesu IVF do dne folikularni punkce. Nenalezli vyrazny rozdil v koncentraci téchto
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protilatek v zddném ze vzork séra z riiznych fazi hormonalni stimulace folikulu. Potvrdili tak

Mrwe

punkci v ramci IVF.
4.3.2 Vyskyt, prevalence a vliv AOA

Antiovarialni protilatky lze stanovit v séru, folikularni a peritonealni tekutin€. Jejich
pritomnost ma vliv na oplozeni, véetné IVF (Geva et al., 1996; Luborsky and Pong, 2000).
Narayanan a kol. (1995) prokazali vliv AOA na fertilizaci a rany vyvoj embrya ve vzorku 72
zen, z nichz AOA detekovali u 60 %.

Pfitomnost antiovarialnich protilatek souvisi s neodiivodnénou neplodnosti. Vysledky
mnoha studii naznacuji, ze idiopatickou neplodnost u zen vysvétluje pravé pritomnost AOA.
Luborsky a kol. (1999) stanovili AOA u 53 % Zen s neodtivodnénou neplodnosti, Geva a kol.
(1996) u 12 % z 78 Zen.

4.3.3 Dalsi vliv AOA

Ptitomnost AOA se uvadi v souvislosti s pfedCasnym ovaridlnim selhanim (POI).
Damewood a kol. (1986) ve své studii stanovili AOA, pfedev§im antioocytarni, v séru u 14
z 27 zen s POL Studie Luborsky a kol. (1990) prokazala AOA u 69 % z45 Zen s POL
Novosad a kol. (2003) nicméné detekovali, kromé AOA u 50 % z Zen s POI, také AOA u
31 % z kontrolniho vzorku Zen. Diskutuje se také o souvislosti AOA a PCOS, i v tomto
piipadé jsou ale né€které studie kontradiktorni (Fénichel et al., 1999; Rojansky et al., 1997).
Heterogenita téchto vysledkdl prameni mj. z rizného ptivodu vyuzitych antigend a z vybéru
metod v téchto studiich. Potvrzeni €1 vyvraceni téchto, a mnoha dalSich, hypotéz je moZnym

podnétem pro provedeni dalSich studii.
4.4 Antifosfolipidové protilatky (APA)

Protilatky tvofené proti fosfolipidiim jsou heterogenni skupinou protilatek, které cili na
zaporn€ nabité fosfolipidy bunéénych membran a na s fosfolipidy asociované proteiny. Jsou
to protilatky pfedev§im proti fosfatidylserinu, fosfatidylinositolu, fosfatidylcholinu,
kardiolipinu, kyselin¢ fosfatidylové, B2-glykoproteinu 1, annexinu V, protrombinu a lupus
antikoagulans. APA lze stanovit v séru, CM, folikuldrni 1 peritonealni tekutin€. Jedna se o

protilatky tii izotopt IgM, IgA a IgG. Objevuji se vétSinou v souvislosti s jinym
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autoimunitnim onemocnénim, infekci a dal§imi napf. neurologickymi diagn6zami (Ulcova-
Gallova, 2015). Tyto protilatky se mohou vézat napt. na oocyt, trombocyty, epitelidlni bunky
trofoblastu nebo builky endotelu. Prokazala se i souvislost vyssi prevalence APA s uzivanim
hormonalni antikoncepce (Ulcova-Gallova et al., 2015).

Antifosfolipidové protilatky zifejmé ovlivituji neplodnost, vCetné sniZeni Sance na
uspéch IVF (Ulcova-Gallova et al., 2005), zptisobuji opakované spontanni potraty (Kwak et
al., 1992; Yetman and Kutteh, 1996), preeklampsii a dalsi patologie. Pravé opakované
potraceni je indikaci pro vysetieni APA u Zeny. APA svou pfitomnosti zasahuji do
koagulacnich kaskad, ¢imz zptisobuji hyperkoagulacni stav a trombozu. S pfitomnosti APA je
spojen antifosfolipidovy syndrom (APS), ktery je charakterizovan vyskytem dalSich patologii
(Ulcova-Gallova and Madar, 2016). Buckingham a kol. (2009) nicméné na zékladé své
analyzy problematiky APA zpochybiiuji vysledky ptfechozich studii predevsim kvili vybéru a
poctu testovanych antigenti a nestandardizovaného vybéru metod. Je tedy zadouci provedeni
dal$ich studii s minimalizaci téchto chyb, abychom ziskali pfesnéjsi tidaje o prevalenci APA i

jejich vyznamu v souvislosti s neplodnosti.
4.4.1 Protilatky proti annexinu V

Vyznamnou skupinou antifosfolipidovych protilatek jsou protilatky proti annexinu V,
coz je protein tvorici komplex s fosfatidylserinem, ktery je vystaven na povrchu trofoblastu a
pozdéji  placenty. Tvofi tak jakysi antikoagulacni S§tit, ¢imZ zabrafiuje tvorbé
protrombinového komplexu a umoZziuje mj. placentarni perfuzi (Andree et al., 1992).
Ptitomnost protilatek IgG proti annexinu V tento antikoagulacni efekt narusi a indukuji tak
prokoagulaéni reakce (Vogt et al.,, 1997). To miize vést k neuspéchu IVF i opakovanému
potraceni. Prevalence protilatek je podle Matsubayashi a kol. (2001) 6 % u Zen s opakovanym

potracenim a 8 % u Zen s opakovanym netspéchem IVF.
4.5 Antithyroidalni protilatky

Autoimunitni poruchy §titné zlazy jsou nejCastéjSim autoimunitnim onemocnénim
ovlivilujicim neplodnost i samotny priibéh t¢hotenstvi. Funkei $titné Zlazy pak dale ovliviiuje
hormonalni stimulace ovarii pii IVF, kterou tyto pacientky v souvislosti s neplodnosti ¢asto
podstupuji (Du et al., 2019). Antigeny §titné zlazy navic stimuluji tvorbu protilatek — jsou to

protilatky proti tyreoiddlni peroxiddze (anti-TPO), tyreoglobulinu (anti-TG) ¢i receptoru
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tyreotropinu (anti-TSHR). Pfitomnost téchto protilatek je typicka pro autoimunitni poruchy
Stitné zlazy — napt. elevace hladin anti-TPO a anti-TG jsou ptiznakem pro Hashimotovu
tyreoiditidu (UlCova-Gallovd and Madar, 2016). Antithyroidalni protilatky jsou moznou
pri¢inou spontdnnich potrati, ale ackoliv existuje mnoho hypotéz, mechanismus tohoto
piedpokladu zatim nebyl potvrzen (Matalon et al., 2001). Poppe a kol. (2003) ve své studii

prokézali vyssi prevalenci anti-TPO u neplodnych Zen a také u Zen s endometridzou.
4.6 Antinuklearni protilatky (ANA)

Protilatky se tvoii také proti jadernym strukturam jako jsou naptiklad histonové
proteiny, dsSDNA, nRNP, centromery a dalsi (Kavanaugh et al., 2000). Pti oplozeni oocytu a
nasledném formovani jadra embrya mize dojit k expozici antigeni jadernych struktur a
tvorbé protilatek. Dochazi také k vyvolani zanétlivé reakce a aktivaci NK buné€k, coz vede
k defektim dal§iho vyvoje zdrodku a moznému potratu (Molazadeh et al., 2014). Prevalence
ANA je podle studie Li a kol. (2015) 40 % u zen podstupujicich IVF nebo ICSI, coz
naznacuje souvislost s neplodnosti. Tyto protilatky pravdépodobné poskozuji vyvoj oocytu a
embrya, snizuji Usp&Snost oplozeni a implantace embrya pii IVF ¢i ICSI s embryo transferem
(IVF-ET ¢i ICSI-ET) a mohou byt pfi¢inou opakovaného potraceni (Kikuchi et al., 2003;

Ying et al., 2012). Jejich pfitomnost je casto indikaci k diagnéze autoimunitniho onemocnéni.

Vrwe

4.7 Dalsi imunologické pri¢iny neplodnosti u Zen

Mezi dal$i imunologické faktory ovliviiujici neplodnost a rany vyvoj embrya patii
piedevsim protilatky proti tkanové transglutaminaze (tTG), jakozto markeru celiakie, zvySeni
poc¢tu NK bunék v periferni krvi ¢i nestandartni produkce cytokint.

Dtlezitym faktorem v souvislosti s imunologickou neplodnosti jsou autoimunitni
onemocnéni. Jak jiZ bylo v praci naznaceno, s pfitomnosti zmiflovanych protilatek tvotrenych
proti riznorodym antigeniim je Casto spojovana praveé diagnoza autoimunitnich onemocnéni.
V nékterych ptipadech mohou protilatky slouzit jako markery pro jejich diagnostiku (Hrda
and Sterzl, 2003; Olhoffer et al., 1997). Autoimunitni onemocnéni pravdépodobné mohou
neplodnost ovliviiovat i nepiimo, Ize je tedy oznalit za jakési sekundarni imunologické
priciny neplodnosti. Jedna se o autoimunity systémové, jako jsou napi. APS, systétmovy lupus

erythematodes (SLE), vaskulitidy, revmatoidni artritida a dalsi, 1 orgdnové specifické, jako
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napt. celiakie, diabetes mellitus, roztrouSena sklerdza ¢i onemocnéni §titné zlazy. Vzhledem

k zaméfeni prace a komplexité této problematiky se jimi dale nebudu podrobnéji zabyvat.
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5 Diagnostika a 1é¢ba

Imunologicka vysetteni jsou dostupna v imunologickych laboratofich zamétenych na
reprodukcni biologii, a to ve vefejném i1 soukromém sektoru. Imunologickou ambulanci téchto
zafizeni by mél par navstivit po zhruba ro¢nim neuspésné snaze o poceti, ¢i pii diagnoze,
s kterou je neplodnost spojovana. Stanoveni zminénych protilatek slouzi k zjisténi mozného
vlivu na neplodnost, v nékterych ptipadech mohou ale piedstavovat také marker pro diagnoézu
a monitorovani autoimunitnich onemocnéni. Protilatky jsou nejcastéji detekovany v séru
pacientky, a to s vyuzitim metod ELISA, nepfimé imunofluorescence nebo imunoblotu.
V ptipad€ protilatek proti spermiim je vyuzivan také nepiimy immunobead test (IBT),
nepiimy test smiSené antiglobulinové reakce (MAR) a pifi odbéru CM tray aglutinacni test
(TAT), postkoitalni test ¢ vySetfeni ovulaéniho sekretu Kremer testem (Hrda and Sterzl,
2003; Ulcova-Gallovéa and Madar, 2016).

Pro 1écbu ASA se doporucuje kondomova terapie pro zamezeni expozice antigentl a
1écba imunosupresivy — kortikosteroidy (Mazumdar and Levine, 1998). Lze vyuzit také
lokalni aplikaci kortikosteroidit do oblasti ektocervixu (Ulcova-Gallova, 1997). Pii lécbe
riznych typt autoprotilatek a dalSich imunitnich reakei 1ze vyuzit kortikosteroidy, kyselinu
acetylsalicylovou (aspirin) v kombinaci s heparinem, plazmaferézu ¢i systémovou
enzymoterapii (Hudecek et al., 2009). Pozitivni vysledky piinasi také vyuZiti intravendznich
imunoglobulinii (Han and Lee, 2018). Vyznamnou roli pfi 1é¢beé neplodnosti maji metody
asistované reprodukce a specializované laboratorni metody. V nabidce center asistované
reprodukce v CR nalezneme napft. IVF, ICSI, embryo transfer (ET), intrauterinni inseminaci

(IUI), asistovany hatching, kryokonzervaci, vitrifikaci ¢i EmbryoGlue metodu (URL 4).
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6 Zavér

Imunologické pfiCiny jsou prokazatelné¢ vyznamnou skupinou pivodu neplodnosti
nejen u zen. Pfi aloimunitnich a autoimunitnich reakcich dochazi k tvorbé protilatek proti
spermiim, strukturdm folikuli a oocytl, fosfolipidim, jadernym proteinim a nukleovym
kyselindm, enzymiim a receptorim S§titné zldzy a dalSim. Protilatky tvofené proti témto
strukturdm jsou pravdépodobnou pfic¢inou idiopatické neplodnosti, ktera predstavuje az 15 %
z celkového odhadovaného poctu neplodnych para (Arefi et al., 2005). Tyto protilatky jsou
imunoglobuliny tfid A, G a M. Lze je detekovat v krevnim séru, cervikalnim hlenu,
folikularni a peritonedlni tekuting. Prevalence, vliv a dal$i vyznam protilatek je pfedmétem
mnoha studii. Naptiklad prevalence protilatek proti spermiim u neplodnych part byla
stanovena na 9 % ale i na 31 % ve dvou rozdilnych studiich (Collins et al., 1993; Menge et al.,
1982). Pritomnost téchto protilaitek mlze inhibovat fertilizaci, vyvoj a implantaci embrya,
prispét k doporuceni pftislusnych 1é¢iv a dalSich vhodnych metod, a nakonec k vyléceni
neplodného paru.

Ptesné mechanismy fungovéani protilatek v souvislosti s neplodnosti zatim nejsou
znamy a existujici hypotézy zatim nebyly potvrzeny. To je disledkem kontradiktornich
vysledkti nékterych z provedenych studii, které navic znesnadnuji také vyhodnoceni
prevalence téchto protilatek. Pro eliminaci moZznych odchylek a chyb ve vysledcich novych
studii by bylo vhodné pfedev§im zavést jednotny vybér metod, které jsou pro stanoveni
pfisluSnych protilatek vhodné a co moZnd nejptesncjsi, a zvétsit velikost vzorku
vySetfovanych Zen.

V iplném zavéru prace bych chtéla zdlraznit problematiku pravdépodobnych
negativnich disledkd IVF. Vysledky studii zminénych v ptedchozich kapitoldch prokazuji
pfimou souvislost mezi prevalenci protilatek a poctem absolvovanych IVF cykli. Proto je
dalezité (nejen) imunologické pfi¢iny neplodnosti v€as a spravné diagnostikovat. Je tak
mozné piedejit zbyte€nym zasahlim do organismu a zavést piislusnou terapii. Ackoliv jsou
metody asistované reprodukce nedocenitelnym piinosem pro 1é€bu neplodnosti, je vhodné je
provadét pouze u zen, kterym bézna lécba nepomohla, nebo u kterych jsou z riznych divoda

opravdu jedinym feSenim.
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