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Tolerance plodu IS matky

• P. B. Medawar
• plod - semialogenní transplantát

• placenta - mechanická bariera

• matka - funkční suprese lymfocytů v graviditě

• Th1/Th2 paradigma 

• Th1/Th2/Th17/Treg paradigma



Vliv hormonů na produkci cytokinů

• Progesteron, HCG, estrogeny, kortisol

https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00231

https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00231


Th lymfocyty

• Klíčová regulační role v adaptivní imunitě

• Regulace protilátkové i buňkami 
zprostředkované imunity

• Působení pomocí přímých kontaktů i cytokinů

• Plasticita

https://cdn.arstechnica.net/wp-content/uploads/2014/03/hiv_03_infected1_full.jpg



Cytokiny Th2

• IL-10 (CSIV – faktor inhibující syntézu cytokinů)
• Hlavní zdroj –Th2, Treg, Mo, aktivované MF, B Ly, DC
• Funkce – protizánětlivý, embryoprotektivní

• Inhibice produkce prozánětlivých cytokinů (TNF, IL-1, IL-6), 
• Snížení funkce MF
• Snížení exprese MHC II. třídy a exprese kostimulačních molekul na APC
• Zvýšení proliferace B ly. a produkce některých Ab

IL-4  
• Hlavní zdroj –Th2, NK, žírné buňky, bazofily, eozinofily
• Funkce – protizánětlivý, embryoprotektivní

• Základní růstový a diferenciační faktor B ly. (přesmyk IgM na IgG1 a IgE)
• Diferenciace z Th0 na Th2
• Regulace exprese MHC II. třídy na B ly.
• Snížení produkce IFNγ u T ly., inhibice sekrece IL-12 z aktivovaných MF
• Vliv na proliferaci, diferenciaci a apoptózu endotelových, svalových i nervových buněk
• Nadprodukce IL-4 → alergie, astma

http://slideplayer.com/slide/10532621/



Cytokiny Th1

• TNF alfa (kachektin)
• Hlavní zdroj –T lymfocyty, NK, aktivované MF, Ne, Mo, fibroblasty
• Funkce – pleiotropní, prozánětlivý, embryotoxický cytokin

• Indukce prozánětlivých proteinů (chemokiny, cytokiny, adhezivní molekuly, růstové faktory,…)
• Podíl na postupné kachektizaci
• Vliv na termoregulaci, lipidový metabolismus, krevní průtok, koagulaci, inzulínovou rezistenci
• Embryotoxický účinek (negativní vliv na proliferaci embryonálních buněk, pro-apoptotický signál
• Nadprodukce  - infekce, RA, IBD, celiakie, psoriáza

IFN gama 
• Hlavní zdroj – Th1, NK, NKT,  Tc , MF, DC
• Funkce – prozánětlivý, embryotoxický cytokin

• Antiproliferativní a antivirové účinky
• Zvýšení exprese MHC I. i II. třídy 
• Aktivátor MF a dalších monocytárních fagocytů
• Blokace Th2 imunitní odpovědi
• Stimulace aktivity NK buněk a Ne
• V časné graviditě význam při remodelaci endometriálních cév a angiogenezi http://www.pharmagen.su/en/development/49/



Cytokiny Th17 

• IL-17  
• Hlavní zdroj –Th17, γδ T , NK, NKT,MF, DC, Ne 

• Funkce – prozánětlivý cytokin
• Stimulace produkce chemokinů → migrace MO, NE do místa zánětu

• Indukce cytokinů (IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL-1β, TNFα, TGFβ)

• Obrana proti bakteriím a houbám

• Role v mnoha imunopatologických dějích (autoimunitní reakce, transplantační reakce, 
astma, protinádorová imunita)

http://www.clinsci.org/content/122/11/487



Stanovení intracelulárních cytokinů v IML GENNET
Postup

• Materiál – periferní krev

• Naředit krev 1+1 kultivačním médiem X-VIVO

• Stimulace PMA (0,23ug/ml) +IO ( 4,6 ug/ml) + brefeldin (0,35ug/ml)

• Inkubace 4 hodiny při 37°C a 5% CO2

• Povrchové a intracelulární barvení dle protokolu f. Biolegend
(povrchové značení CD3 → fixace → permeabilizace → intracelulární značení IL4, IL-10, TNF-alfa, IFN-gama)

• Akvizice na průtokovém cytometru NAVIOS

• Vyhodnocení pomocí softwaru Kaluza





Modifikovaný postup 
• Změna stimulace:  PMA (0,023ug/ml) +IO ( 4,5 ug/ml) + brefeldin (4,5ug/ml)

• Změna v přípravě vzorků pro FC: protokol dle Beckman Coulter (PerFix-nc)
• Snížení počtu promývání 

• Současné značení povrchových a intracelulárních znaků

• Nově identifikace TH17 –IL-17



Modifikovaný postup 



Intracelulární cytokiny - studie

• Sledované období 1.9.2016 – 31.8.2017

• Počet provedených vyšetření: 316

• Počet vyšetřených žen: 295 (17x 2 odběry, 2x 3 odběry)

• Do studie zařazeno 142 žen
• Důvody vyloučení ze studie

• Nedostatečné informace 

• Odběr v době hormonální stimulace nebo jiná medikace

• Mužský faktor infertility (OAT, vysoká fragmentace DNA, vysoká apoptóza)



Soubor pacientek

počet věk (roky) ET/KET SAB

Gravidní 54 34,5 (25,7-46,2) 1,7 0,7

spontánní gravidita 10 33,6 (27,9 - 41,0) 0,8 0,7

gravidní po IVF 44 34,8 (25,7 - 46,2) 1,9 0,7

≥ 2 SAB bez gravidity 30 37,1 (25,6 - 45,5) 1,8 3,1

≥ 4 ET/KET bez gravidity 23 39,0 (31,0 - 48,2) 5,7 0,7

onemocnění ŠŽ 57 36,4 (28,4 - 48,2) 2 0,9

endometrióza 16 33,9 (25,6-39,4) 1,3 0,9



Výsledky – jednotlivé cytokiny

IL-10 IL-4 TNF-alfa IFN-gama

průměr SD P-value průměr SD P-value průměr SD P-value průměr SD P-value

gravidní 4,9 3,27 8,0 2,46 35,3 8,18 32,1 8,14

spontánní gravidita 5,9 4,43 NS 7,8 2,62 NS 33,0 4,89 NS 29,1 6,58 NS

gravidní po IVF 4,7 2,96 NS 8,1 2,46 NS 35,8 8,73 NS 32,8 8,37 NS

≥ 2 SAB bez gravidity 2,3 1,18 <0,001 6,7 2,64 0,03 42,4 11,09 0,004 35,4 10,88 NS

≥ 4 ET/KET bez grav. 2,3 1,17 <0,001 7,1 2,49 NS 36,9 11,87 NS 33,2 9,77 NS

onemocnění ŠŽ 4,4 4,10 NS 7,5 3,01 NS 35,7 9,99 NS 32,2 8,40 NS

endometrióza 2,6 1,78 0,009 5,5 1,55 <0,001 33,1 10,3 NS 30,4 8,55 NS





Výsledky – T1/T2
TNF-alfa/IL-10 TNF-alfa/IL-4 IFN-gama/IL-10 IFN-gama/IL-4

průměr SD P-value průměr SD P-value průměr SD P-value průměr SD P-value

gravidní 9,8 5,94 4,7 1,57 9,0 5,74 4,3 1,27

spontánní gravidita 7,2 2,55 NS 4,7 1,73 NS 6,7 3,59 NS 4,1 1,89 NS

gravidní po IVF 10,4 6,35 NS 4,7 1,55 NS 9,5 6,04 NS 4,3 1,57 NS

≥ 2 SAB bez gravidity 24,0 16,16 <0,001 6,9 1,85 <0,001 19,8 14,36 <0,001 5,7 1,81 <0,001

≥ 4 ET/KET bez grav. 20,5 12,75 <0,001 5,5 1,40 0,06 18,5 11,66 0,001 5,0 1,42 0,04

onemocnění ŠŽ 15,4 13,84 0,04 5,5 2,37 0,04 13,9 12,05 0,008 5,1 2,54 0,04

endometrióza 18,1 13,64 0,03 6,4 2,92 0,04 16,7 12,46 0,03 5,8 2,23 0,02

9,8

4,7

9,0

4,3
6,37,2

4,7
6,7

4,1

7,5

10,4

4,7

9,5

4,3
6,0

24,0

6,9

19,8

5,7 6,4

20,5

5,5

18,5

5,0
7,0

15,4

5,5

13,9

5,1
6,7

18,1

6,4

16,7

5,8 6,1

TNFA/ IL10 TNFA/ IL4 INFG/ IL10 INFG/ IL4 TREG



Výsledky



Závěr

• Těžko standardizovatelná metoda (mnoho faktorů)

• Každá laboratoř musí stanovit vlastní normy

• Spíše než zastoupení jednotlivých subpopulací lymfocytů produkujících 
daný cytokin je vhodné uvádět na výsledkových listech poměr Th1/Th2 
(TNFa/IL-10)

• Signifikantní rozdíly v Th1/Th2 mezi kontrolní skupinou (gravidní ženy) a 
pacientkami s opakovanými aborty či s opakovanými neúspěšnými IVF cykly

• Převažující Th1 imunitní odpověď u žen s thyreopatiemi. Dostatečná 
substituce?

• Převažující Th1 imunitní odpověď u žen s endometriózou



Děkuji Vám za pozornost.

www.gennet.cz
Stepanka.luxova@gennet.cz
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 Bc. Petra Hánová – IPO IVF, GENNET s.r.o. Praha
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Stimulace spermiemi
• 1. odběr 11.7.2017 LČ -4731 

stimulace spermiemi partnera
• 2. odběr 20.9.2017 LČ 6206 

stimulace spermiemi dárce

Muž: NOR 33, MARA50%, Leu 4,3, APOZ 74%
Žena: věk 36 let, 1 SAB 7tt
Snaha o početí: 3 roky



Publikace

http://www.clinsci.org/content/122/11/487
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Modifikovaný postup 


