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Souhrn:

Endometridza je progresivni chronické onemocnéni, pro které je charakteristicky vyskyt
funk¢éni endometrialni tkan€ mimo dutinu dé€lozni. Jedna se o velmi Casté onemocnéni, které
postihuje az 15 % Zen v reproduk¢énim véku, u kterych vede nejéastéji k vzniku chronické
panevni bolesti, ale i neplodnosti. Patogeneze endometridzy neni stale zcela zndma, existuje
ale nékolik teorii, které se snazi jeji vznik osvétlit. Jednou z nich je i pfitomna dysregulace
imunitniho systému. V této bakalaiské praci jsme pomoci prutokové cytometrie porovnavali
zastoupeni NK bun¢k v periferni krvi a jejich povrchovych KIR receptorti u zen trpicich
endometridzou a zdravych Zen. Bohuzel i pfes diikladnou analyzu jsme nedosli k Zddnému
statisticky vyznamnému rozdilu mezi sledovanymi soubory. Je tieba provést dalsi studie
S vétSim mnozstvim vzorkd, které by mohly lépe zachytit biologickou variabilitu a pouZit

komplexng&jsi metodologii analyzy.
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Summary:

Endometriosis is a progressive chronic condition characterized by the presence of functional
endometrial tissue outside the uterine cavity. It is a very common disorder, affecting up to
15 % of women of reproductive age, often leading to chronic pelvic pain and infertility. The
pathogenesis of endometriosis is not fully understood, although several theories attempt to
elucidate its origins. One of them involves the dysregulation of the immune system. In this
bachelor thesis, we compared the representation of NK cells in peripheral blood and their
surface KIR receptors in women with endometriosis and healthy women using flow
cytometry. Unfortunately, despite thorough analysis, we did not find any statistically
significant differences between the studied groups. Further studies with larger sample sizes
are needed to better capture biological variability and utilize a more comprehensive
methodology for analysis.
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UvOoD

Endometridza piedstavuje chronické, zanétlivé onemocnéni, které je charakteristické
pfitomnosti endometrialnich 1ézi. Jedna se o onemocnéni, s kterym se v dnesni dobé potyka
mnoho zen. U endometridzy neni zndma pticina vzniku, avSak existuje mnoho teorii. Kazda
z téchto teorii vysvétluje problematiku vzniku endometridzy z jiného uhlu pohledu.
V poslednich letech se nejvice pfiklani k teorii imunologické, kde hraji roli imunitni buiiky,

zejména pak noveé NK bunky.

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnat NK buiiky a jejich KIR receptory u

pacientek s endometridozou a u zdravych kontrol za pomoci prutokové cytometrie.

V teoretické Casti bakalarské prace je uvedena zakladni charakteristika endometriozy

a imunitniho systému s diirazem na NK buiky.

Prakticka cast se vénuje uz samotnému porovnani v zastoupeni NK bunck a KIR

receptorti mezi pacientkami s endometriézou a zdravymi kontrolami.
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TEORETICKA CAST

1 DELOHA A ENDOMETRIUM

D¢loha (uterus) je organ v reprodukénim systému zenského téla, ktery hraje klicovou
roli pfi téhotenstvi a menstruaénim cyklu. Nachazi se v malé panvi a spojuje se s vaginou,
do horni ¢asti d€lohy usti dva vejcovody. Délka délohy u Zeny obvykle ¢ini 8-10 centimetr

a lze ji rozdélit do n¢kolika ¢asti, cervix, isthmus, corpus a fundus.

Béhem menstruaéniho cyklu prochdzi déloha fadou zmén. V piipadé¢ Ze nedojde
k oplodnéni, dochazi k odlu¢ovani vnitini vrstvy délohy. Pokud ale dojde k oplodnéni
vajicka spermii, déloha poskytuje vhodné prostiedi pro implantaci oplozeného vajicka a jeho

dalsi vyvoj. (Stefanek, 2011)

1.1 Endometrium

Endometrium je vnitini vrstva délozni stény, ktera vystyla délozni dutinu (cavitas
uteri). Na povrchu endometria se nachazi jednovrstevny cylindricky epitel. Pod
cylindrickym epitelem se nachazi vazivové stroma s bohatym zastoupenim fibroblastu.
Endometrium je ¢lenéno do dvou vrstev, jejichz stavba se méni v zavislosti na fazi
menstruac¢niho cyklu, a to scilem piipadné podpory implantace oplodnéného vajicka.

(Fitzgerald, 2021; Hanzlov4; 2013)

1.1.1 Vrstvy endometria
Jak bylo jiz zminéno, existuji dvé€ hlavni vrstvy endometria. Jedna se o funkéni vrstvu

a 0 vrstvu bazalni. Funkéni vrstva je vrchni vrstva sliznice délohy a je duleZitd pfi
t¢hotenstvi. Tato vrstva se méni v pribéhu menstruacniho cyklu v zavislosti na

hormondlnich zménach, které ovliviiuji rlst a regeneraci tkané.

Bazalni vrstva se nachazi pod funkéni vrstvou a obsahuje zarodecné buiky, ze
kterych mohou vznikat nové buiiky pro obnovu délozni sliznice, tudiz hlavni funkci bazalni

vrstvy je regenerace endometria. (Hanzlova; 2013)

1.2 Funkce endometria

Endometrium u zen plni n€kolik podstatnych funkci. Patii sem napt. poskytnuti
idedlnich podminek pro implantaci oplodnéného vajicka. Déle také reguluje menstruacni

cyklus, coz je vyznamné pro udrZzeni plodnosti a piirozeného procesu menstruace.
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Endometrium ma i imunitni funkci, a to skrze produkci imunitnich faktort, konkrétné
protilatek, cytokini, kyseliny hyaluronové apod. Posledni klicovou funkci je podpora rastu
placenty, coz je klicovy organ béhem tehotenstvi, ktery zajistuje plodu ziviny a kyslik.
Celkové muzeme fict, ze funkce endometria je podstatna pro reprodukci a plodnost Zen.

(Fitzgerald, 2021; Hanzlov4; 2013)
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2 ENDOMETRIOZA

Endometridza je benigni estrogen-dependentni progresivni chronické onemocnéni.
Vyznacuje se tim, ze funkéni endometrialni Zzlazky a stroma jsou pfitomny mimo svou
obvyklou lokalizaci v délozni duting. Ektopicky se endometri6za vyskytuje hlavné u organt
malé panve, tj. jsou postizeny zejména vajeéniky, vejcovody, délozni vazy, panevni
peritoneum a rektovaginalni septum. Mezi méné Casté lokalizace patii napt. laparotomické

jizvy, hernie, stievni klicky, mocovy méchyt, zevni rodidla, plice, stfeva a jatra

Endometrioza postihuje zejména zeny v reprodukénim veku s maximem vyskytu
mezi 30-40 lety. Typickym projevem endomentriozy je cyklicka panevni bolest, dale pak

dysmenorea, dysparaunie a porucha plodnosti. (Ventruba, 2008; Mericko, 2016)

2.1 Etiopatogeneze

Etipatogeneze endometridézy neni dosud zcela objasnéna. Existuje vSak nékolik teorii
vzniku endometriozy. Klinické a experimentalni pozorovani nevyvraceji Zadnou z teorii a
nevylucuji ani moznost jejich provazanosti. Je duilezité poznamenat, ze etiopatogeneze
endometriozy je pravdépodobné slozitym kombinovanym ucinkem spousty faktort a pritb¢h
¢i konkrétni projevy onemocnéni se mohou u jednotlivych zen zcela lisit. (Ventruba, 2008;
Klézl, 2018; Mericko, 2016)

Obrazek 1 Schéma shrnujici etiopatogenezy endometriozy

[ IMPLANTACN{ TEORIE } [ DYSFUNKCE IMUNITY ]

pritomnost retrogradni pritomnost odchylek
menstruace v mistni i systémové
imunitni odpovédi

[ METAPLASTICKA TEORIE ] [ HORMONALNIf TEORIE ]

snizend citlivost
endometridlnich bunék
k progesteronu

transformace
peritonedlnich bunék
v buiky endometrialni

[ OXIDATIVN{ STRES J [ KMENOVE BUNKY ]

zvySend produkce diferenciace
kyslikovych radikald, endometrialni tkdné
stimulace prozanétlivych z cirkulujicich
zmén kmenovych bun&k

sniZena schopnost
pritomnost genetické apoptézy
predispozice u endometridlnich bunék

[ EPI/GENETICKA TEORIE ] [ POTLACENA APOPTOZA ]

Zdroj: https://www.actualgyn.com/pdf/cz_2023 273.pdf
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2.1.1 Implanta¢ni teorie
Neboli Sampsonova teorie, vychazi z ptedpokladu, ze se endometrialni tkan

implantuje prostfednictvim zpétného toku menstruacni krve (retrogrddni menstruace)
V oblasti malé panve. Za normalnich okolnosti by m¢la krev pii menstruaci proudit ven
z d¢lozni dutiny skrze délozni hrdlo a pochvu. Divod, pro¢ dochazi k retrogradni
menstruaci, neni zatim zcela znam. MizZe jim byt napf. mechanicka piekazka odtoku krve
z délohy, nesetrné vyseteni v nevhodny termin ¢i intrauterinni vykony. (Koninckx, 2021;
Ventruba, 2008)

2.1.2 Imunologicka teorie
Byla poprvé popséana v roce 1987 a stale vice studii se piiklani k této teorii. Zakladni

myslenkou imunologické teorie je, Zze pokud se endometridlni loZiska dostanou do panevni
dutiny nebo do jinych ¢asti téla, mély by byt rozpoznany a zneskodnény buitkami imunitniho
systému, avsak u Zen s endometriézou tomu tak neni. Ptedpoklada se dysfunkce imunitniho
systému, kde buiiky imunitniho systému nejsou schopny rozpoznat a tim padem i zneskodnit
endometrialni loziska. Jedna z moznosti je, pokud Zena trpi chronickym zanétem, dochazi
zde koslabeni imunitniho systému, coz vede k neschopnosti rozpoznat endometriélni
loziska. Dale se miZe jednat o imunitni dysregulaci, zde dochazi k poruchdm regulace
imunitniho systému, to mizZe vést k nedostate¢né reakci imunitniho systému. Endometrialni
loziska jsou v nékterych ptipadech schopny samy vyvinout mechanismy, které jim umozni
uniknout detekci imunitniho systému, tento fenomén se oznacuje jako imunitni escape.
Dulezité je vSak zahrnout i genetické piedpoklady, jelikoZz nékteré genetické varianty
spojené s imunitnim systémem mohou zvySovat riziko rozvoje endometridzy. (Ventruba,

2008)

2.1.3 Teorie luteinizovaného neprasklého folikulu (LUF)
Podle této teorie dochazi k endometridze v dusledku luteinizovaného neprasklého

folikulu. Pti ovulaci dochazi v ovariu Kk uvolnéni Graafova folikulu, kdy folikul za béznych
okolnostni praskne, a tak uvolni oocyt. U LUF teorie tomu tak neni. Ovarialni folikul
nepraskne a oocyt se neuvolni. Misto toho folikul zdstane uzavieny a stava se z néj tzv.
luteinovany folikul, to znamena, Ze se stava lutedlni bunkou. Teorie tvrdi, Ze obsah
luteinizovaného folikulu mize byt podobny endometridlnim bunikdm, a tak se mohou
vytvaret endometridlni 1éze v ovarium. Dulezité je podotknout, ze LUF teorie je sporna,

jelikoz nikdy nebyla pIn¢ ovéiena. (Ventruba, 2008)
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2.1.4 Metaplastické teorie
Vysvétluje vznik endometridzy transformaci nebo metaplazii jinych bunék v panevni

duting na bunky podobné endometrialnim, a to na podkladé opakované iritace. Tato teorie
by mohla vysvétlit, jak je mozné, Ze endoemetridza je schopna postihnout riizné casti
panevni dutiny, misto toho, aby se Sifila retrogradni menstruacni cestou, jak navrhuje
implantacni teorie. V souCasné dobé se vSak metaplastickd teorie nepovazuje za pricinu,

nybrz za nasledek endometriozy. (Ventruba, 2008)

2.1.5 Indukéni teorie
Zduraznuje vliv chemickych latek na vznik endometriozy. Muze se jednat o

hormonalni nerovnovahu, kdy zmény v hladinach hormont (progesteronu a estrogenii)
mohou ovlivnit rust endometrialni tkan€. Také zde jsou zahrnuty i externi vlivy, napf.
expozice toxickym latkdm. Indukéni teorie tedy klade diiraz na interakci riiznych faktori,

které mohou vyustit v endometridzu. (Ventruba, 2008)

2.1.6 Transportni teorie
Predpoklada, ze endometrialni burniky se §ifi do jinych ¢asti téla pomoci vaskularni a

lymfatické cesty. Bcéhem menstruace se mohou endometridlni bunky uvolfovat
z endometria, a tak se dostat do cirkulace krve nebo lymfy, nasledné putovat po téle, usadit
se mimo délohu a vytvofit endometridlni loziska. Transportni teorie podobné jako
metaplastickd teorie by vysvétlovala, jak je mozné, Ze endometridza miZe postihnout rizné

Casti téla. (Ventruba, 2008)

2.1.7 Hormonalni teorie

Hormondlni teorie se zaméfuje na roli hormonalnich faktort pii vyvoji tohoto
onemocnéni. Endometridoza je Casto spojovdna s hormonalni nerovnovahou, konkrétné
s vysokou hladinou estrogenu v téle. Ta mize piispét k ristu a Sifeni endometrialni tkané
mimo délohu. Hormony spojené se vznikem endometridzy jsou zejména estrogeny a

progesterony. (Lamceva, 2023)

2.1.8 Geneticka teorie
Tato teorie vzniku endometriézy se zamétfuje na roli genetickych faktort pfi vyvoji

tohoto onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze urcité genetické varianty nebo mutace mohou zvysit
riziko vzniku endometriozy u jedinct, ktefi jsou kni geneticky predisponovani.
Endometriéza mize byt spojena s urcitymi genetickymi variantami ¢i geny, které ovliviuji

napf. imunitni odpovéd’, zanétlivé procesy nebo hormonalni regulaci. (Koninckx, 2019)
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2.1.9 Oxidativni stres
Oxidativni stres je stav, pfi kterém V téle pfevazuji nestabilni molekuly nazyvané

volné radikaly a zaroven neni k dispozici dostate¢né mnozstvi antioxidantt, které by tyto
radikaly neutralizovaly. Tento stav miize vést k poskozeni bunék a tkani. Existuje nékolik
mechanismu, které spojuji oxidativni stres s vyvojem endometridzy. U Zen s endometriézou

v

coz naznacuje dysregulaci oxidativniho stresu u Zen s endometriézou. (Scutiero, 2017)

2.2 Diagnostika

Podezieni na endometriézu lze stanovit dle anamnézy a palpacniho vySetteni. Pokud
1ékat méa podezieni na endometridzu, ptistoupi k dalsim kroktm, tj. vizualizaci nebo biopsii.
U anamnézy je podstatné se zaméfit na cyklicnost symptomti, zda jsou symptomy piitomny
i u rodinnych piislusniki (matky, sestry atd.). V piipadé¢ podezieni na mozny vyskyt
endometridzy, je potieba provést nasledné podrobné gynekologickeé a laparoskopicke

vySetieni. (Janouskova, 2018; Koninckx, 2021)

Gynekologické vySetfeni u lehkych forem endometridozy nemusi prokazat zadnou
abnormalitu. Naopak interni endometridza je prokazatelnd zvétSenou a bolestivou délohou,
mize byt pfitomna retrovertrovana déloha v ruznych stadiich fixace a bolestivé zdufeni
v zadni poSevni klenbé. Laparoskopie je povazovana za nezbytné vysetieni pro potvrzeni
diagnozy a umoznuje i nasledny odbér histologického materialu. Dal§i mozné vysetieni je
za pomoci ultrazvuku, které miize prokazat cystické formace v oblasti adnex. Lze také vyuzit
vysetifeni CA-125, senzitivita tohoto vySetfeni je vyssi pii odbéru ve stiedni folikularni fazi
k diagnostice karcinomu ovarii. Hysteroskopie a hysterosalpingografie mohou prokazat
postizeni délohy. Histologické vySetfeni podava objektivni dikaz, vzorky jsou odebirany
z vice lozisek, coZz dava vétsi Sanci pozorovat zménu délohy. Nékdy je obtiZzné rozeznat
endometriozu od nadorti organd malé panve (zvySeny CA-125), casta je koincidence

myomatozy. (Ventruba, 2008; Klézl, 2018; Fanta, 2012)
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2.3 Klasifikace

2.3.1 Kiasifikace dle lokalizace
Endometriosis genitalis interna je Castd forma endometridozy postihujici hlavné

d€lohu ¢i vejcovod. Je zpiisobena tim, ze bazédlni endometrium postupné pronika do
myometria a vytvari zde dutinky, které jsou vyplnéné krvi, a to zptsobuje zvétSeni délohy.

Mezi Casté projevy patii dysmenorea a prodlouzeni menstruac¢niho krvaceni.

Endometriosis genitalis externa je mén¢ Castd forma endometridzy, kterd postihuje
vajecnik, vejcovod, panevni peritoneum, retrocervikalni prostor, délozni hrdlo, sakrouterinni
vazy apod. Pokud je postizen vajenik, jedna se o tzv. ovaridlni endometridozu, kde se
velikost lozisek pohybuje od drobnych povrchovych lozisek az po cokoladové
(Sampsonovy) cysty. Tato loziska se nazyvaji endometriomy, mohou dosahovat velikosti az
cca 10 cm a srastat s okolim. Je-li postizen vejcovod, lozisko ho miZze uzaviit, coz vede
k hromadéni krve (haematosalpinx). Dale muze byt postihnut i retrocervikalni prostor. Tato
retrocervikalni endometridza je typicka bolestivymi uzliky v sakrouterinnich vazech a

v rektovaginalnim septu.

Vzéacngjsi variantou je endometriosis extragenitalis, kdy se loziska vyskytuji mimo pohlavni
ustroji. Mezi postizené organy patii napt. mocovy méchyi, stieva, ale mohou byt zasazeny i
dalsi. Vzacné&ji se mize nachézet ve vzdalengjsich organech, jako jsou plice nebo operaéni

jizvy. (Mericko, 2016; Fanta, 2012)

2.3.2 Klasifikace dle stupné zavaznosti
V soucasnosti je endometridza klasifikovana do 4 hlavnich kategorii, a to pomoci

systému ASRM, ktery byl vyvinut Americkou spole¢nosti pro reprodukéni medicinu.
Stupné endometridzy jsou:

I. stupenl (minimdlni) - je charakterizovan pfitomnosti jednotlivych drobnych loZisek

endometrialni tkang. Tyto loziska jsou mald, izolovana a nepronikaji hluboko do tkani.

I1. stupeni (mirny) - endometrialni loziska jsou stale na povrchu tkané, ale jsou vétsi
a mohou byt vice roz§ifena. Také se mohou nachazet na riznych mistech v panvi (vajecniky,

vejcovody, povrch délohy a dalsi).
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I11. stupen (stfedni) - zde jsou endometridlni loziska vétsi a mohou zplisobovat zanét
a jizveni okolnich tkani. Mohou také vest k vzniku adhezi mezi organy, coz muze

zpusobovat bolesti a vést k potizim s plodnosti.

vewr

Loziska jsou velka, hluboka a mohou se vyskytovat na riznych mistech, véetné organt jako
stieva ¢1 mocovy méchyt. Dochazi k rozsdhlému jizveni a deformaci tkani, coz opét muze

mit za nésledek problémy s plodnosti, ¢i dokonce i dopad na celkové zdravi Zeny.

Klasifikace dle stupn¢ zavaznosti je dilezitd zejména pii planovani 1écby
endometriozy, jelikoz kazdy stupenn vyzaduje jiny terapeuticky piistup. (Fanta, 2018;
Ventruba, 2008)

2.4 Klinicky obraz

Endometridzu z hlediska klinickych projevi lze rozdélit na formu asymptomatickou

a formu symptomatickou. (Janouskova, 2018; Klézl, 2018)

2.4.1 Asymptomatickd forma endometridzy
Jedna se o formu endometriozy, pii které se neprojevuji zadné symptomy. Zeny

nemaji subjektivni obtize, jelikoZ endometrialni loZiska nereaguji na hormonalni podnéty.
Asymptomatickd endometridoza miize byt zjiSténa Uplnou nédhodou pii jinych lékatskych
vySetfenich, napf. pfi ultrazvuku bficha ¢i péanevni oblasti, nebo pii preventivni

gynekologické prohlidce. (Janouskova, 2018; Klézl, 2018)

2.4.2 Symptomatickad forma endometridzy
Tato forma endometridozy se projevuje jiz typickymi symptomy. Mezi bézné

symptomy u endometridzy patii:

Sekundarni dysmenorea — bolestivé menstruacni kiece, které jsou sekundarni vici

jinym zdravotnim staviim. Nastupuje aZ po letech s normalnim pritbéhem menstruace.

Panevni bolest — miiZze zpusobit zanét, podrazdéni a bolest. Panevni bolest u
endometridzy se mohou projevovat rizn€, napi. chronicka bolest, bolest pfi mocenti a stolici,
bolest v podbfisku atd. Vétsinou se panevni bolest vyskytuje cyklicky v pribéhu a ke konci

menstruace.
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Dyspareunie — bolest béhem pohlavniho styku. Pokud za dyspareunii stoji
endometrioza je tato bolest zpiisobena postizenim sakrouterinnich vazi nebo retroverzni

d¢lohy.

Neplodnost — u Zen, které jsou v disledku endometridozy neplodné, dochazi k poruse

ovulace, funkci zZlutého téliska nebo adheznim procesem v diisledku endometriozy.

Existuji 1 dalsi projevy endometridzy, které vSak zavisi na dalSich okolnostech,

zejména na lokalizaci (viz. 2.3.1). (Janouskova, 2018; Klézl, 2018)

2.5 Komplikace
Nejvétsi moznou komplikaci u endometriézy je neplodnost. Spojeni tedy mezi
endometridzou a neplodnosti je jisté. Samotna endometridza je v soucasnosti povazovana za

samotny faktor neplodnosti, ktery ovlivituje reprodukéni funkce na tiech trovnich:
1. Centraln¢, pfes hypogonadotropni a ovarialni dysfunkeci.
2. Mechanicky, zdnétlivé zmény zplisobujici fibrézu a adheze.

3. Lokalng, vliv abnormni sekrece na ovulaci, ovum pick-up, fertilizaci a tubarni

transport.

Dal8i moznou komplikaci je mimodélozni t&€hotenstvi, jehoZ pfi¢inou mize byt
ektopické endometrium ve vejcovodu nebo na povrchu vajecnikii. Vzacnéjsi komplikaci jsou
peritonealni drazdéni pii prasknuti cysty, torze adnex, zanétlivé zmény. (Kobayashi, 202;

Koninckx, 2021)

2.6 Terapie

Pti 1é¢bé endometridzy neni piesné dan postup terapie. Lécba musi byt u kazdé zeny
individualni, jelikoZ se mize endometridza lisit napi. v lokalizaci, ¢i zavaznosti. Pti terapii
je také nutné respektovat pacientky ptéani, jako udrZeni funkce plodnosti aj. Je nutné

respektovat obtize pacientky, vek a lokalizaci procesu.

Zeny, které maji asymptomatickou formu endometriézy, je mozné ponechat bez
terapie, ale musi dochazet na pravidelné zdravotni prohlidky (dispenzarizace, expektace).
(Klézl, 2018; Fanta, 2012)
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2.6.1 Chirurgicka lécba
Tento zptsob lécby byl praktikovan zejména do poloviny 20. stoleti, jelikoz

neexistovala medikamentozni 1écba. V soucasnosti je chirurgickd 1écba zvazovana, zejména
tehdy, kdy léky nepfinasi dostateCnou ulevu, nebo pokud jsou postihnuty organy, které

zpusobuji zavazné potize. Chirurgickou 1écbu lze rozdélit na konzervativni a radikalni.

Konzervativni chirurgie zahrnuje postupy, které se snazi zachovat co nejvice
reproduk¢nich organt a tkani. Mezi vyuZivané postupy pii konzervativni chirurgii patii
excize, elektronova koagulace lozisek, laserova vaporizace, exstirpace ovaridlnich cyst a
rozruSeni srustl. VétSina vykond pii konzervativni chirurgii se provadi laparoskopicky.
Ptistup konzervativni chirurgie je zejména vhodny u Zen, které si chtéji zachovat moznost

téhotenstvi.

Radikalni chirurgie zahrnuje abdominalni hysterektomii a bilateralni adnexektomii,
provadi se vyhradné ve velmi pokrocilych piipadech, kdy endometriéza postihuje zna¢né
Casti panevnich organu a tkani. Je-li tento chirurgicky postup proveden v reprodukénim
veku, je dale nezbytna prevence vzniku osteoporozy, atrofické kolpitidy a pfedcasnych zmén
kardiovaskularniho systému estrogenni substituéni terapii. Riziko rlstu zbytku

endometrialnich loZisek je malé. (Klézl, 2018; Koninckx, 2021; Fanta, 2012)

2.6.2 Medikamento6zni 1é¢ba
Tento zpisob 1écby je zalozen pfedevSim na principu hormonalni 1écby. Zakladni

koncept hormonalni 1é¢by je zastavit cyklické premény endometria inhibici tvorby
ovarialnich estrogent a tim prevést endometrium do atrofického stadia. Uéinnost 16¢by
zavisi zejména na piitomnosti ¢i absenci steroidnich receptorti, dale také na lokalizaci a
vaskularizaci 1ézi. Pokud se vsak jedna o ovarialni loZiska, hormonalni 1é¢ba je bezvysledna.
Nejpouzivangj§imi  hormonalnimi medikamenty jsou progestiny, danazol, estrogen-

gestagenni 1é¢ba a GnRH-analogova 1é¢ba. (Hruskova, 2011; Koninckx, 2021)

Progestiny jsou hormony, které jsou produkovany v lidském téle, lze je také uzivat i
ve formé& 1€ki. Nejbéznéj§i progestiny uzivané pii 1écbé endometridzy jsou
medroxyprogesteron acetat, lynestrenol a levonorgestrel a dalsi. Progestiny se podavaji ve
formé tablet nebo injekci. Pokud jsou progestiny podavany po dobu 4-6 mésicu navozuji
Vv téle pacientky pseudograviditu. V dasledku pseudogravidity dochazi u endometridlnich

lozisek k decidualizaci, nasleduje nekrdza a resorpce ektopického endometria se zajizvenim.
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Danazol je synteticky derivat testosteronu. Danazol potlacuje rist endometrialni
tkané tim, ze utlumuje produkci estrogenti s LH, tedy vyvolavéa pseudomenopauzu. Lécba
danazolem se jevi jako ucinna, avSak ma mnoho vedlejSich ucinkd kvili svému
andorgennimu a anabolickému efektu. Vedlejsi ucinky danazolu jsou akné, zména hlasu,
ptiristek na hmotnosti, hirsutismus, seborea aj. Usp&nost 1é¢by pomoci danazolu u

neplodnych Zen se pohybuje okolo 30-60 %.

Estrogen-gestagenni 1écba zahrnuje kombinaci estrogenti a gestageni. Podava se
hormonalni antikoncepce po dobu 6-9 mésicti. Tato 1é¢ba je zejména vhodna u pacientek

s leh¢i formou endometriozy.

GnRH-analogova 1écba snizuje hladinu pohlavnich hormont v téle, a tim vytvari
docasny hypoestrogenni stav, ktery odpovida menopauze. Mezi GnRH (gonadotropin-
realising hormone) analogy spadaji goserelin, nafarelin, triptorelin atd. AvSak tato 1é¢ba
s sebou nese vedlejsi ucinky, napt. navaly poceni a poSevni suchost. GnRH-analogova 1é¢ba
ma vyznamny piinos pro terapii neplodnosti, kde uspésnost t€hotenstvi dosahuje 30-70 %

lé¢enych zen. (Ventruba, 2008; Klézl, 2018)

2.6.3 Kombinovana lécba
Tento druh 1é¢by kombinuje hormonalni a chirurgickou 1écbu endometridzy. Tato

1é¢ba zahrnuje predoperacni nebo pooperacni hormondlni 1é€bu. Pfedoperacni terapie ma za
ukol redukovat panevni vaskularizaci a endometridlni loziska za ufelem snizit rozsah
peroperacni krevni ztraty. Za to pooperacni terapie by meéla odstranit rezidudlni loziska
endometridzy. Kombinovana lé¢ba se doporucuje u pacientek s t€z§i formou endometriozy.

(Ventruba, 2008; Klézl, 2018)

2.7 Prevence

Jelikoz endometridza je u vice nez tfetiny pacientek idiopatické povahy, je velmi
obtizné dodrzovat primarni prevenci. Dllezitou se vSak stdva sekundarni prevence, a to
hlavné u mladych Zen, které trpi na panevni bolesti. Vyznamna je také prevence iatrogenniho
vzniku endometridzy, kdy jsou lékaiské vykony spojeny s rizikem vtaZzeni sliznice
endometria do operacni rany nebo okoli. Mezi difive uznidvana preventivni opatieni lze
zaradit také vcasnou 1éc¢bu hypoplazie rodidel, délozni retroverze a myomatézy. Bohuzel

7adné z téchto opatieni nevyvraci vznik endometridzy. (Koninckx, 2021)
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2.8 Dopad endometridzy na kvalitu Zivota Zeny

Endometri6za jako mnoho dalSich onemocnéni ma urcity dopad na kazdodenni
kvalitu Zivota. Zeny Ziji s velkou bolesti, zejména béhem menstruace. Tato bolest miize byt
velmi intenzivni, coz mlze ovlivnit plnéni béznych aktivit béhem dne. S bolesti ptichazi i
psychicka zatéz, ktera muaze vyustit v iizkost Ci depresi, tyto faktory pak mohou ovlivnit
celkovou zivotni spokojenost Zeny. Dal§im dopadem je omezeni plodnosti, kdy chirurgické
zakroky a silné bolesti mohou ovlivnit schopnost zeny otéhotnét a narusit i partnerské
vztahy. VSechny zminéné dopady na kvalitu Zivota Zen s endometriozou se navzajem

dopliuji a vyznamné ovliviuji celkovou kvalitu Zivota. (Hruskova, 2011; Janouskova, 2018)
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3 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém umoziiuje organismu branit se cizorodym latkam a zajist'uje jejich
naslednou likvidaci. Pokud je tato schopnost narusena, znamena to, Ze zivy organismus neni
schopen efektivné se branit potencionalnim patogenim. Imunitni systém délime na
nespecificky a specificky. Kazdy ztéchto systémii zahrnuje dalsi slozky bunétné a

humoralni imunity. (Lokaj, 2019)

3.1 Nespecificky imunitni systém

Nespecificky imunitni systém je také oznacovan jako vrozend imunita. Jedna se o
systém evolu¢né starsi, ktery reaguje na patogeny a cizi latky bez ohledu na jejich konkrétni
povahu. Buné¢na c¢ast nespecifického imunitniho systému je reprezentovana piedev§im
fagocytujicimi bunikami. Mezi fagocytujici bunky ftadime neutrofilni granulocyty,
monocyty, makrofagy a dendritické buniky. Tyto buinky se diferencuji z myeloidniho
progenitoru. K dalsim buikdm vrozené imunity patii i NK, ty v8ak nemaji schopnost
fagocytozy a vyvinuly se z lymfoidniho progenitoru. Humoralni ¢ast vrozeného imunitniho
systému je tvofena komplementem, interferony, lektiny a jinymi sérovymi proteiny. Kromé
téchto dvou slozek existuji fyzikalni, chemické a biologické bariéry, které jsou nedilnou
soucasti nespecifického imunitniho systému. Mezi tyto bariéry patii napt. povrch klize a

sliznic, pohyb fasinek, enzymy jako lysozym ve slinach apod. (Hotejsi, 2008; Moser, 2010)

3.1.1 nespecifického IS s dirazem na NK buiiky

NK buiky

Morfologicky se jednd o velké granulocytarni lymfocyty. Zkratka ,,NK* pochazi
z anglického natural killers a znamena, ze tyto bunky jsou schopny likvidovat nadorové, ¢i
virové infikované bunky, a to bez predchozi stimulace. NK buiikky nemaji antigenné
specifické receptory, coz se uplatiiuje zejména u patologickych bunék, které jsou schopny
se branit pted likvidaci CD8" T lymfocyty (produkci abnormalné malo molekul HLA 1.
tfidy). V tomto piipad¢ nastupuji NK buriky, ty totiz dok4dZou rozeznat a likvidovat bunky
exprimujici jen maly po¢et HLA molekul 1. tfidy. (Luci, 2008)

NK bunky maji na svém povrchu nékolik specifickych znakt. Jednim z
nejdilezitéjsich je CD56. Tento znak ma dva typy CD56"9" a CD569™. CD56""9" NK

buiiky jsou vyvojové mladsi, produkuji velké mnozstvi cytokinti a chemokinti a maji malou
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schopnost usmrcovat buiiky. Naproti tomu CD56%™ NK buiiky jsou jiz zralé, v malém
mnozstvi produkuji cytokiny a chemokiny, obsahuji velké mnozstvi cytoplazmatickych
granul, ¢imz maji vyssi schopnost usmrcovat buniky. Dalsi vyznamny povrchovy znak NK
bunék je CD16. Tento znak je receptorem pro Fc ¢ast imunoglobulinu. Signaly, které jsou
zprostfedkovany CD16 aktivuji cytotoxické mechanismy, diky nimz dochazi k usmrceni
cilové bunky. (Poli, 2009) Dalsim povrchovym znakem je CD178, znamy téz jako Fas ligand
(FasL). Tento charakteristicky znak ma zna¢ny vyznam, protoze je schopny se vazat na Fas
receptor, coz nasledné spousti proces apoptdzy. Fas ligand je klicovy pro udrzeni rovnovahy
Vv téle, v némz odstranuje burky infikované, ¢i jinak poskozené a soucasné predchazi vzniku
nezadoucim autoimunitnim reakcim. V neposledni tadé je tu znak CD94. Jedna se o
glykoprotein, ktery tvoii spolecné s NKG2 molekularni komplex oznacovany jako
CD94/NKG2. Tento komplex posiluje schopnost NK bun¢k identifikovat a nasledné
likvidovat butiky s odlisnymi povrchovymi markery spojenymi s infekci, nddorem nebo
jinymi patologickymi stavy. Celkové tato spoluprace receptorti umoziuje i¢innou imunitni

reakci. (Dogra, 2020; Luci, 2008)

KIR (killer cell imunoglobulin-like receptors), téz CD158, jsou rodinou vysoce
polymorfnich aktiva¢nich a inhibi¢nich receptori, které slouzi jako kli¢ové regulatory
funkce lidskych NK bunék. Exprese KIR, které reaguji s HLA molekulami I. tfidy, je totiz
rozhodujici pro vyvoj a spravnou funkci NK bunék. Tento proces se nazyva ,,vzdélavani*
nebo ,,vyzbroj“. Kdyz jsou NK buiky vytvofeny, vychazeji z procesu ,,vzdélavani, ktery je
spojen sexpresi vlastnich HLA molekul 1. tfidy. Timto zpusobem jsou NK bunky
,vycviceny* k rozpoznani patologickych ¢i jinak pozménénych bunék. V ptipadech, kdy
jsou nékteré buniky, naptiklad nddorové nebo viry infikované, schopny potlacit expresi HLA
molekul 1. tfidy, se Casto stavaji cilem ttoku NK bunék. KIR hraji roli zejména v regulaci
NK bun€k beéhem infekce, rakoviny, transplantace kmenovych bunék a v t€hotenstvi.
Hlavnimi ligandy pro KIR jsou HLA molekuly I. tfidy, které jsou pfitomny téméf na kazdé
normalni buné¢né membrang. Tyto molekuly jsou kodovany s geny s vysokou variabilitou.
NK bunky tedy vykazuji toleranci k normalnim bunikam diky expresi inhibi¢nich receptori
vazicich se na HLA molekuly I tfidy, véetné KIR. V zavéru Ize tvrdit, ze KIR jsou klic¢ovymi
regulatory, které ovliviluji vyvoj, toleranci a aktivaci NK bun¢k v imunitnim systému.
(D¢bska-Zielkowska, 2021; Luci, 2008)

Jelikoz jsou NK buiiky buitkami imunitniho systému, produkuji interleukiny. Ty

predstavuji skupinu signalnich molekul, ktera zastava kli¢ovou tlohu v imunitni odpovédi a
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komunikaci mezi bunikami imunitniho systému. Existuje nckolik interleukinti, které
ovliviuji NK bunky. Jednim z nich je IL-2, ten zvySuje cytotoxickou aktivitu NK bunék.
Pusobi také jako rustovy faktor podporujici rist a mnozeni NK bunék. Podobneé vlastnosti
jako IL-2 ma i IL-15. Dale je tu IL-12, ktery ma vyznamny vliv na aktivaci NK bunék. Jeho
podstatnou vlastnosti je, ze podporuje produkci IFN-y u NK buné¢k. S I1L-12 spolupracuje
IL-18, ktery téz podporuje produkci IFN-y. NK buiky produkuji jest¢ IL-10. Tento
interleukin je casto spojovan s tlumenim imunitni odpovédi a udrzovanim imunitni
homeostazy. IL-10 ma schopnost potla¢ovat aktivaci NK bunék. Tato schopnost mize byt
nekdy prospésna, tieba pti regulaci pfehnanych imunitnich odpovédi, ale zdroven mtze také
oslabit cytotoxickou schopnost NK bunék. Interakce mezi interleukiny a NK buitkami je

nepostradatelna pro spravné fungovani imunitniho systému. (Luci, 2008)

IFN-y spadé do skupiny cytokini a ma u NK bun¢k nékolik velmi dillezitych funkci.
Jedna z funkci IFN-y je aktivace NK bun¢k a posileni jejich schopnosti ni¢it cilové burky.
Tato aktivace piinasi zvySenou cytotoxickou aktivitu. IFN-y také pfispiva ke zvySeni
celkové imunitni odpovédi. Stimuluje produkei dalSich cytokinid a chemokintl, coz zvySuje
koordinaci imunitniho systému. Navic IFN-y podporuje zvySeni exprese receptorii na
povrchu NK bungk, véetné receptorii pro cytokiny. Timto zptisobem jsou NK burnky schopny
lepsiho vnimani a efektivni reakce na signaly ve svém mikroprostiedi. Regulace imunitnich
reakci je dal$im aspektem ptlisobeni IFN-y, ovliviiuje totiz exprese dalSich molekul a reguluju
interakce NK bunék s ostatnimi buiikami imunitniho systému. IFN-y téz podporuje tvorbu
protilatek a zlepSuje prezentaci antigenu, coz ma pozitivni vliv na adaptivni imunitni

odpovéd'. (Lieberman, 2002; Luetke-Eversloh, 2014)

TNF-a fadime podobné jako IFN-y do skupiny cytokint. Za pomoci TNF-a jsou NK
bunky podnécovany k aktivaci, coz vede k posileni jejich schopnosti eliminovat patologické
bunky. Také TNF-a muze v uréitych bunikach stimulovat apoptdzu. Schopnost apoptozy je
klicova k regulaci ristu nddorovych bunék. TNF-a se uplatituje i u zanétlivych reakci ¢i
infekci a funguje jako jeden z mediatori tohoto imunitniho procesu. Nesmime vSak
zapomenout, ze nadmérné mnozstvi TNF-o. mize byt skodlivé a byva spojeno s riznymi
zanétlivymi onemocnénimi, napf. revmatoidni artritida nebo Crohnova choroba. Z téchto
divodu je velmi dulezité kontrolovat hladiny TNF-a. Studium vztahu mezi TNF-a a NK
bunikami mlize poskytnout kli¢ové poznatky pro vyvoj terapeutickych strategii cilenych na
posileni imunitni odpovédi pii nadorovych onemocnénich a zanétlivych stavech. (Luci,

2008; Luetke-Eversloh, 2014)
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Dalsi nedilnou souc¢asti NK bunék je spoluprace perforinii a granzymd. Perforiny
jsou glykoproteiny, které vytvari pory v bunéénych membranach cilovych bunék. Jsou
klicové pro cytotoxickou aktivitu NK bun¢k. Tim, Ze perforiny vytvafeji pory v jinych
bunénych membranach, umoziuji vstup granzymt do cilovych bun¢k. Granzymy jsou
enzymy, jez jsou uvnitf granul v NK buiikach. Tyto enzymy jsou po vstupu do cilovych
bunék schopny indukovat apopt6zu. Také mohou $tépit urcité bilkoviny a aktivovat jiné
enzymy, které jsou zapojeny do apoptdzy dané buriky. Ve finale 1ze konstatovat, ze perforiny
a granzymy vytvaieji efektivni kooperaci v cytotoxické aktivité NK bun¢k. (Luci, 2008;
Prager, 2019)

V zavéru, je nutné sdélit, ze NK bunky jsou nenahraditelnym prvkem imunitniho
systému, ktery svym zasadnim vlivem ptispiva ke sprdvnému chodu celého lidského
organismu. Poruchy ¢i dysfunkce NK buné¢k mohou s sebou nést fadu komplikaci, a to

s trvalymi dopady na lidské zdravi. (Luci, 2008)
Granulocyty

Jsou pojmenovany dle piitomnosti specifickych granul v cytoplazmé. Dle
barvitelnosti téchto granul je rozdélujeme na neutrofilni, eosinofilni a basofilni. Granulocyty
se vyskytuji v krevnim obéhu, kostni dieni i ve tkanich. Granulocyty maji schopnost
piizpusobit se a presouvat se mezi krvi a tkanémi Vv zavislosti na pozadavcich imunitniho

systému. (Hall, 2021)

Neutrofilni granulocyty jsou nejéastéj$im typem granulocytt. Neutrofilni, proto, Ze
jejich granula maji neutralni nebo jen lehce bazickou povahu. Zivotnost neutrofilnich
granulocytl je kratka. Mezi jejich funkce patfi odstranovani patogennich mikroorganismu
fagocytozou, degranulace, tvorba cytokinli a tvorba neutrofilovych extracelularnich pasti.
Po vykonani svych funkci neutrofilni granulocyty zanikaji a jsou nasledné¢ pohlceny

makrofagy a monocyty. (Hall, 2021)

Eosinofilni granulocyty obsahuji granula, ktera jsou barvena eosinem, a diky tomu
maji Cerveny odstin Typicky se vyskytuji ve tkanich. Podobné jako netrofilni granulocyty,
jsou eosinofilni granulocyty kratkodobé Zzijici bunky. Jsou schopny fagocytozy, avSak ve
vyrazné¢ mensi mife nez neutrofilni granulocyty. Eosinofilni granulocyty jsou diilezité pii

parazitarnich infekcich a alergickych reakci. (Hall, 2021)
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Basofilni granulocyty maji granula obsahujici histamin, heparin, serotonin a dalsi
mediatory, coz jim umoziuje hrat roli pti vazodilataci a koagulaci. Jejich granula se barvi
modie. PfestoZze basofilni granulocyty tvoii méné nez 1 % cirkulujicich leukocytli, maji

vyznamné funkce, kam patii napi. spojeni S alergickymi reakcemi a zanéty. (Hall, 2021)

Mastocyty neboli zirné bunky, nepatii tak apln€ do granulocytt, ale jsou jim velmi
podobné, piedev§im pak basofilnim granulocytim. Mastocyty se nachazi v pojivovych
tkanich po celém téle. Ve svych granulech obsahuji (stejné jako basofilni granulocyty)
histamin, heparin a serotonin apod. Slouzi jako G¢inna obrana proti parazitarnim infekcim,
reguluji imunitni odpovéd’ a pfispivaji k normalnimu metabolismu pojivovych tkani. Na
druhou stranu je nutné se zminit o tom, ze mastocyty jsou zodpovédné za Casny typ
precitlivélosti a mozna pomahaji i tvorbé nékterych nadort. Spoleéné s basofilnimi

granulocyty jsou zodpovédné za vznik anafylaktického Soku.
Monocyty

Radime je mezi agranulocyty, jelikoz neobsahuji granula. Monocyty vznikaji
Vv kostni dieni a nasledné cirkuluji krvi a po vstupu do tkédni se diferencuji na makrofagy
s dlouhou zivotnosti. Jedna se o0 prekurzory makrofagi (bunky specializované na
fagocytozu). Mimo to také ptispivaji imunitni odpovédi tim, ze prezentuji antigeny T-
lymfocytim. Déle plni kli¢ovou tlohu pfi rozpoznani a fagocytdze patogent. Piestoze jsou

v krvi vzacné&jsi, mohou se zvysit v reakci na infekce ¢i zanéty. (Hall, 2021)

3.2 Specificky imunitni systém

Specificky imunitni systém je jinak oznaCovan jako ziskana ¢i adaptivni imunita.
Jeho soucasti jsou evoluéné mladsi mechanismy, které jsou antigenné specifické. Reaguje
tedy na konkrétni antigeny a vytvaii proti nim specifické protilatky. Buné¢né mechanismy
jsou zprostiedkovany B a T lymfocyty, které se vyvinuly z lymfoidniho progenitoru. Ba T
lymfocyty maji regulaéni a cytotoxické funkce. Humoralni ¢ast ziskané imunity predstavuji
protilatky neboli imunoglobuliny, které jsou produkovany plazmatickymi bunkami.
Mechanismy specifické imunity se spoustéji az po setkani s urcitym antigenem, a také je pro
jejich iniciaci nezbytna aktivita slozek vrozené imunitni odpovédi. Specifickd imunita je
dulezita pti opakované infekci stejnym patogenem, jelikoz vykazuje pamétovou funkci. Po
prvnim setkani s patogenem se nékteré B a T lymfocyty diferencuji na pamét'ové bunky. Pii

opakované infekci stejnym patogenem jsou pamétové bunky schopny rychlé imunitni
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odpovédi. Tato schopnost paméti specifického imunitniho systému je zdkladem pro

ockovani. (Hall, 2021; Tomar, 2014)

3.2.1 Buiiky specifického IS

B lymfocyty

B-lymfocyty nalezi k systému specifické imunity. Zprostfedkovavaji humoralni
odpoveéd, a to diferenciaci do plazmatickych bunék, které produkuji imunoglobuliny. Na
povrchu B lymfocyti se nachazi specificky receptor ve formé membranové vazaného IgM
¢i IgD, ktery je oznac¢ovan jako BCR. Tento typ lymfocytu se vyviji z pluripotentni kmenové
buiiky v kostni dieni, ve které i nasledné zraji a diferencuji se ve zralé B lymfocyty. Jiz zralé
B lymfocyty migruji do sekundarnich lymfoidnich organt. pokud zde dojde ke styku

s antigenem, zralé B lymfocyty se aktivuji a diferencuji v plazmatické bunky. (Hall, 2021)
T lymfocyty

Jedna se o buitky hematopoetického pivodu, které jsou soucasti bunééné slozky
specifické imunity. Aby T Ilymfocyty byly schopny rozpoznavat antigenni peptidy
prezentované v komplexu s HLA molekulami, maji na svém povrchu antigenné¢ specificky
receptor, tzv TCR. T lymfocyty se vyvijeji z CD34" pluripotentnich hematopoetickych
bunék kostni diené. Nasledné vétSina T lymfocytt dozrava v thymu a mala ¢ast ve sliznici
traviciho traktu a v jaterni tkani. Po dozrani vznikaji zralé naivni T lymfocyty, ty pak putuji
z thymu do krve a déle do lymfatickych uzlin ¢i jinych sekundarnich lymfoidnich organt.
Zde jsou v blizkém kontaktu s antigen prezentujicimi butikami (APC) a ¢ekaji na aktivacni
signél. Pokud aktiva¢ni signal chybi, nebo pokud je slaby, T lymfocyty opoustéji tyto
lymfatické orgény, vraci se zpét do krve a opét znovu migruji do jiného sekundarniho
lymfoidniho organu. Tento kolob&éh zvySuje Sanci setkani s APC prezentujici komplex
antigennich peptida s HLA molekulami, ktery je T lymfocyt schopen rozpoznat pomoci
sveho TCR receptoru. (Hall, 2021)

Existuje velké mnozstvi T lymfocytd sruznymi povrchovymi znaky, ale
nejvyznamnéjsi jsou CD8™ (cytotoxické) a CD4" (pomocné) T lymfocyty. CD8" T lymfocyty
se vazi na HLA II. tfidy a CD4" T lymfocyty se vazi na HLA I. tfidy. Dalsim velmi
vyznamnym znakem na povrchu téchto bunék je kostimulaéni receptor CD28, ten se vaze na

ligandy CD80 a CD86, jez jsou exprimovany na povrchu APC a tim poskytuje T lymfocytim
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nezbytny druhy aktivacni signal. Poté jiz aktivované T lymfocyty exprimuji molekulu

CD40L, ktera se vaze na CD40. (Hall, 2021; Zander, 2019)

3.3 Spolupréace nespecifickeho a specifického imunitniho systému
Mechanismy nespecifické a specifické imunity na sebe funkéné navazuji.
Nespecificky imunitni systém zajistuje v ¢asnych fazich infekce urychlené zahjeni
imunitni odpovédi a ndsledné zapojeni i specifického imunitniho systému. Dilezitou roli ve
spojeni téchto dvou mechanismt maji APC, které jsou nezbytné pro aktivaci specifického
imunitniho systému. Za nejucinnéjsi bunky prekladajici antigen jsou povaZovany
dendritické bunky, které predstavuji spojujici ¢lanek mezi nespecifickou a specifickou ¢asti
imunitniho systému. Dendritické buiiky se v naSem organismu vyskytuji ve zralé a nezralé
formé. Nezralé formy jsou rozmistény ve tkdnich a podileji se na zachovéni tolerance viici
vlastnim tkanim. Pokud v organismu neni infekce, nezralé dendritické bunky pohlcuji
odumftelé buiky zdravych tkéni a jejich ¢asti vystavi na svém povrchu spolecné s HLA
molekulami. Doch&zi k tomu, ze T lymfocyty tyto autoantigeny rozpoznaji a potlacuji
reakaci vic¢i danému antigenu. Naopak zralé dendritické bunky vznikaji, pokud je
v organismu ptitomna infekce. Zralé dendritické bunky ztraceji schopnost pohlcovat, a
naopak se stavaji u€innymi APC. Pouze zral¢ dendritické buiiky dokdzou aktivovat naivni

lymfocyty. (Théry, 2001)
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4 NK BUNKY U ZEN S ENDOMETRIOZOU

Mozny vztah mezi vznikem endometridzy a urcitou dysfunkci imunitnich bunék jiz
popisuje imunologickd teorie vzniku endometridzy. Vyznamnou roli vtomto procesu

nejspiSe zastavaji NK buiiky, proto jim bude vénovan podrobnéjsi text.

NK buiiky se jevi jako klicové s ohledem na vznik, prubéh a pfipadné i moznou 1é€bu
endometriozy. Mikroprostfedi u endometridzy sdili urcité podobnosti s nadorovym
mikroprostiedim. Bylo prokazano, ze zanétlivé cytokiny mohou vytvaret mikroprostiedi
podobné nadorovému u Zen s endometridzou. Jelikoz NK buriky jsou nepostradatelné v boji
proti nadorovym bunkam, 1ze na n¢ takto nahliZet i u endometriozy. (Reis, 2022; ScieZyﬁSka,

2019)

Obrézek 2 Hlavni receptory exprimované na povrchu NK bunék

Activating Inhibitory
receptors receptors

NKG2D

KIRs (except
KIR2DS an
KIR3DS1)

NKG2A/CD94

NKp46

NKp44

NKp30
Co-activating
receptors

CD16

Zdroj:

https://www.mdpi.com/cells/cells-10-01058/article_deploy/html/images/cells-10-01058-
g001-550.jpg

Bylo zjisténo, ze normalni mikroprostiedi endometria v sobé skryva vrozenou
imunosupresivni schopnost proti cytotoxické aktivit¢ NK bunek, ktera pravdépodobné
umoziiuje implantaci embrya. U Zen trpicich endometriézou byl pozorovan tento ucinek
vétsi, coz v panevnim prostiedi mize vést kK umoznéni implantace endometria a vzniku 1éze.
Duvodem ale nejspise nebude pokles po¢tu NK bunék u zen s endometriézou, ale jejich
narusena funkce. Déle se pfedpokladd, ze i fragmenty endometria samy o sob¢ ziskavaji

schopnost vyhnout se buitkam imunitniho systému. (Sciezynska, 2019; Terrén, 2019)
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4.1 SniZena cytotoxicita NK bunék pri dysregulaci estrogenu

U endometridozy muze dochazet k dysregulaci hormonalnich hladin, a to zejména
estrogenu. Loziska endometria mohou mit schopnost lokalné syntetizovat estrogen, coz
mize vést ke vzniku nepfiznivého mikroprostfedi pro NK bunky. Takto lokalné
produkovany estrogen muze stimulovat MCP-1 a VEGF, coz vede ke sniZzené cytotoxické
aktivit¢ NK bungk. (Ahn, 2015)

MCP-1 je chemokin, ktery ma za tkol piitdhnout monocyty a makrofagy k mistu
zanétu. Zvysena hladina MCP-1 byvd spojovana sriznymi zanétlivymi stavy a
patologickymi procesy. U endometridozy mize byt zvySena produkce MCP-1 vysledkem
nadprodukce lokalniho estrogenu. (Ahn, 2015)

VEGF je vaskularni endotelialni ristovy faktor, jehoz hlavni funkci je podpora
angiogeneze. Angiogeneze je komplexni proces vzniku novych cév z jiz existujicich cév.
Tento mechanismus hraje zasadni roli v reprodukci, bunééném vyvoji a rozvoji bunék. U
dospé€lych jedinct je proliferace endotelidlnich bun¢k ftizeny proces, ktery zavisi na
rovnovaze mezi angiogennimi a angiostatickymi faktory. Tyto faktory jsou aktivovany
Vv piipad€ potieby a nasledné peclivé inhibovany, jakmile je dosaZeno stanoveného cile.
Zvysena rychlost mnozeni endotelialnich bun¢k ¢asto koresponduje s vyskytem rakoviny a
formovanim nadord, které jsou zndmé svou zavislosti na procesu angiogeneze z divodu

svého rstu a umoznéni metastazovani. (Ambramiuk, 2022; Ahn, 2015)

V mikroprosttedi endometridzy se mizeme setkat s podobnym procesem. Pokud by
byl VEGF v nadmérném mnozstvi, mize to vést k nekontrolovatelné angiogenezi s tvorbou
hypoxickych podminek. Tato hypoxie a celkové zmény v mikroprostiedi endometriozy
mohou ovlivnit aktivitu NK bunék. VEGF také mliZe ovlivnit NK buiiky ptimo tim, Ze omezi
jejich cytotoxickou aktivitu. To miize byt zptisobeno zménami ve fyziologii NK bunék, jako
je snizenim exprese povrchovych molekul zodpovédnych za rozpoznani cilovych bunék

nebo snizenim produkce efektorovych molekul. (Abramiuk, 2022; Ahn, 2015)

4.2 Dysfunkce NK bunék pii dysregulaci cytokini a chemokint

Endometrioza je charakterizovana chronickym zanétem, coZ mize ovlivnit hladiny

rrrrr

prozanétlivé cytokiny souvisejici s rozvojem endometridzy patii napt. IL-1, TNF-a, IFN-y a

GM-CSE. Tyto cytokiny primarné zesiluji zanétlivou odpovéd’ na infekci tim, ze podporuji
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nabor dal$ich imunitnich bun¢k a prozanétlivych mediatord do mista poskozeni. Naopak
délku trvani zanétlivé odpovédi tim, Ze potlacuji ucinky prozanétlivych cytokint.

(Abramiuk, 2022; Ahn, 2015)

Chemokiny jako MCP-1, IL-8 a SDF-1 jsou schopny pfitdhnout imunitni bunky do
mista poskozeni a stimulovat produkci dalSich cytokind. Tato kaskada udalosti, které tvoii
zanétlivou odpoved’, je dilezitym aspektem rozvoje endometridzy. Bézna imunitni odpovéd’
proti infekcim nebo poskozeni tkani je tvofena kiehkou rovnovahou mezi prozanétlivymi a
patogeneze u mnoha onemocnéni, v¢etné endometridzy, kde se jednd zejména o TNF-a,
IFN-y, GM-CSF a IL-10. (Ahn, 2015)

42,1 TNF-a
TNF-a je nejvice studovanym proteinem z rodiny tumor nekrotizujicich faktora ve

spojitosti s endometriézou. U Zen s endometriézou byly zjistény zvySené hladiny TNF-a,
zejména pak u zen v pokrocilych stadiich onemocnéni Tato zvySend hladina TNF-a muize
mit vyznamny vliv na funkci NK bunék, napf. na jejich schopnost aktivace. (Ahn, 2015;
Lieberman, 2002)

Dalsim moznym efektem je inhibice exprese adhezivnich molekul NK bunék. To
ovliviiuje schopnost téchto bunék interagovat s dal§imi buitkami imunitniho systému, a i s
cilovymi bunkami, coz celkové vede ke snizeni efektivity NK bunék. Toto snizeni exprese
muize mit 1 vliv na migraci NK bun¢k k potfebnym mistim, a to také omezuje jejich

schopnost lokalizovat a ni¢it cilové l1éze endometriozy. (Ahn, 2015; Lieberman, 2002)

422 IFN-y
U Zen s endometriozou byly pozorovany rizné zmény v imunitni odpovédi. Je

mozné, ze tyto zmény souvisi s dysregulaci hladiny IFN-y u zen s endometriozou, coz mize
ovlivilovat rast a proliferaci bun¢k. V souvislosti sendometriozou, kde dochazi
k nekontrolovatelnému rastu endometridlni tkané mimo d€lohu, maze IFN-y hrat roli

Vv regulaci téchto procest. (Fukui, 2021; Luetke-Eversloh, 2014)

Pii chronickém zanétu, ktery je typicky u endometridozy, muze také nadmérna

produkce IFN-y vést k vycerpani NK bun¢k a omezeni jejich cytotoxické aktivity. Pokud
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nadmérnd produkce IFN-y ptetrvava delsi dobu, mize imunitni systém vyvinout toleranci na
tento cytokin, a to mize vést k redukci odpovédi NK bunék. (Fukui, 2021; Luetke-Eversloh,
2014)

V nékterych piipadech, zejména v mikroprostiedi nadord, které se podoba
mikroprostiedi endometridzy, IFN-y mize podporovat vznik inhibi¢nich signall, coz mize
branit NK buiikam v G¢inném rozpoznavani a ni¢eni cilovych bun¢k. (Fukui, 2021; Luetke-

Eversloh, 2014)

423 GM-CSF
Tento chemokin, ktery je dulezity ve stimulaci produkce granulocytt a makrofagt

Vv kostni dieni. Miaze také ovliviiovat funkce jinych bunck, véetné NK bunék. Piebytek ¢i
nadmérnd expozice GM-CSF by mohla signalizovat aktivaci zanétlivych procest
v endometrialnich lézich. Vyssi hladina GM-CSF muize také snizovat pfirozenou
cytotoxickou aktivitu NK bunék. T (Louis, 2020; Toullec, 2020)

424 IL-10
IL-10 je protizanétlivy cytokin, ktery zastava dulezitou roli v regulaci imunitni

odpovédi a potladeni zanétlivych procesi. U Zen sendometriozou miize dochdzet
k porucham regulace tohoto cytokinu a k vzniku pfili§ intenzivni zanétlivé reakce.
(Abramiuk, 2022; Ahn, 2015)

4.3 Snizena funkce NK bunék pri dysregulaci KIR receptori

KIR receptory jsou nedilnou soucasti NK bunck. Tyto receptory maji geneticky
determinované varianty, které hraji klicovou roli ve sledovani a reakci na potencialné
nebezpecné buniky v téle. NaruSend ¢i nedostacujici funkce KIR receptori mize byt
dusledkem mnoha faktor. Jednim z nich byva genetickd predispozice. Ruzné genetické
varianty KIR receptortt mohou ovlivnit jejich expresi a funkci. Dale muze dojit k mutaci
genti pro KIR receptory. Mutace mohou byt bud’ zdédéné, nebo vznikaji ndhodné béhem
Zivota jedince. Vliv na funkci KIR receptorti mohou mit také i n¢ktera virova onemocnéni,
napf. cytomegalovirus. Nespravnd funkce KIR receptori miize byt zplisobena i
hormonalnimi zménami, naptiklad beéhem téhotenstvi ¢i u endomteridzy. Tyto pochody
mohou zpusobit celkovou dysregulaci KIR receptort a tim pfispét k pietrvavani zanétlivého
stavu, jako je vtomto piipadé endometridéza. (D¢bska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015;
Sciezynska, 2019)
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Existuje n€kolik KIR receptort, které obecné délime na inhibi¢ni a aktivaéni.
V souvislosti s endometriozou jsou zastoupeny spise inhibi¢ni KIR receptory, které maji za
ukol inhibovat cytotoxickou aktivitu NK bun¢k, pokud jsou exprimovany molekuly HLA 1.
tfidy na povrchu cilové buiiky. Timto procesem se tak zabrani utoku NK bunék na zdravé
buiiky. Mezi KIR receptory souvisejici s endometridozou patii 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DLJ5,
3DL1 a 3DL2. (D¢bska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015)

Obrazek 3 KIR receptory
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Zdroj:

https://www.mdpi.com/cells/cells-10-01777/article_deploy/html/images/cells-10-01777-
g003-550.jpg

43.1 2DL1
Jedna se o inhibi¢ni KIR receptor zaméfeny na HLA-C2 molekuly. Tento receptor

ma vyznam V regulaci aktivace NK bunék a identifikaci infikovanych bunék., Pomaha

udrzovat imunitni rovnovahu v téle. (Dgbska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015)

432 2DL2
Jedna se o dalsi inhibi¢ni KIR receptor, ktery je zaméteny na specifické varianty

HLA-C1. Spole¢né s 2DL3 je klicovy v interakci mezi NK buiikami a buiikami cilové tkané.
(De¢bska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015)
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433 2DL3
Podobné¢ jako 2DL1 a 2DL2 je tento receptor uréeny pro urcité varianty HLA-C1.

Také pomaha udrzovat imunitni toleranci. (Debska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015)

434 2DL5
Tento receptor ma komplexni tlohu a neni zcela jasné, zda ho lze zatadit pfimo do

inhibi¢nich nebo aktiva¢nich KIR receptoru. Jeho funkce a vazebné charakteristiky nejsou
pevné definovany jako u ostatnich KIR receptort. (Debska-Zielkowska, 2021; Manser,
2015)

43.5 3DL1
Inhibi¢ni KIR receptor, ktery je cileny na specifické varianty HLA-B a HLA-A

molekul. Zastava dilezitou roli pfi rozpoznavani bunék s poruchami v expresi HLA molekul
L. tfidy. (D¢bska-Zielkowska, 2021; Manser, 2015)

43.6 3DL2
U toho KIR inhibi¢niho receptoru nelze zcela urcit jeho hlavni funkci, avsak byva

zapojen do vyznamnych imunologickych dé&ji. 3DL2 muze byt zapojen do regulace
cytotoxické aktivity NK bun¢k, kdy pomaha udrzovat rovnovahu mezi aktivaci a inhibici
imunitni odpovédi. Dale miZe rozpoznavat bunky, které maji poruchy v expresi HLA
molekul I. tfidy. 3DL2 muze také hrat roli v udrzovani imunitni tolerance. (De¢bska-

Zielkowska, 2021; Manser, 2015)
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PRAKTICKA CAST

5 CIL AUKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil
Hlavnim cilem nasi prace byla charakteristika NK bunék u pacientek s pfitomnym
endometriomem v porovnani se zdravymi kontrolami. Zaméfili jsme se zejména na expresi

KIR receptort na povrchu NK bun¢k.

5.2 Dildi cile

1. Provést zakladni charakteristiku sledovanych souborti — Zeny s endometri6zou a zdravé
zeny.

2. Porovnat zastoupeni NK bunék u Zen s endometridzou a zdravych Zen.

3. Porovnat zastoupeni KIR receptortt NK bunék u Zen s endometriézou a zdravych zen.
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6 VYZKUMNE OTAZKY

1. Je pfitomen statisticky vyznamny rozdil u Zen s endometriézo a zdravych Zen

v parametrech:

o v¢k
e vaha
e vyska

e body mass index
e menarché
e délka menstruacniho cyklu

e pocet dni menstruacniho krvéaceni

2. Lisi se zastoupeni NK bun¢k v periferni krvi u pacientek s endometriézou a zdravych

zen?

3. Lisi se zastoupeni KIR receptori na povrchu NK bun¢k mezi sledovanymi soubory?
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7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovany soubor tvofilo 48 Zen, jednalo se o 23 pacientek s endometriézou a 25
zdravych zen. Endometridza byla diagnostikovéana u pacientek na zaklad¢ jejich anamnézy,
klinického stavu a sonografického wvysSetieni, které odhalilo ovaridlni endometriom.

Diagnoza byla nasledné potvrzena laparoskopii.

Od kazdé Zeny byly ziskany zakladni anamnestické udaje jako je vek, vaha, vyska,
body mass index (BMI), menarché, délka menstruaéniho cyklu a délka menstrua¢niho
krvaceni. Studie byla schvalena Etickou komisi Lékaiské fakulty v Plzni a vSechny zeny

podepsaly informovany souhlas.
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8 METODIKA PRACE

Pro charakterizaci KIR receptorit na povrchu NK bunék byla nejprve nutné izolace
mononukledrnich bun€k z periferni krve. Nasledné byly pomoci pritokové cytometrie
detekovany NK bunky a na jejich povrchu charakterizovany jednotlivé typy KIR receptort
(2DL1+, 2DL2+, 2DL3+, 2DL5, 3DL1, 3DL1), a to jak u zdravych Zen, tak Zen s

endometridzou. Ziskana data byla statisticky zpracovana.

8.1 lzolace mononuklearnich bunék
Izolace mononukleadrnich bunék, kam patii i NK bunky, mize byt provedena
z riiznych zdroj, a to z periferni krve, tkani nebo nadorii. V tomto pfipadé probéhla izolace

z periferni krve Zen. Pro zpracovani vzorku byly potieba nasledujici pomucky:

e zkumavky o objemu 15ml a 50ml
e stojanek na zkumavky
e pipety a Spicky
e pasteurky
e sérologické pipety
e vzorky krve ve zkumavkach KsEDTA
e chemikalie:
o Separa¢niho médium Ficoll-Paque

o fosfatovy pufr (PBS)

I1zolaci mononukleadrnich bungk lze rozdélit do nékolika krokd:

1. Periferni krev byla odebrana do zkumavek obsahujici EDTA (Vacuette®

K3EDTA 0 objemu 6 ml), coz zabranilo srazeni krve.

2. Samotna separace bunék probiha v laminarnim boxu, aby se minimalizovalo
riziko kontaminace. Nejprve byla krev ptenesena do 50 ml zkumavky a nasledné
natedéna fosfatovym pufrem (PBS) v poméru 1:1. Takto pfipravena krev byla
opatrné pomoci Pausterovy pipety naneSena do pfedem pfipravené 15 ml
zkumavky s Ficoll-Paque. Tento proces vyuziva hustotniho gradientu k oddéleni
mononuklearnich buné€k od ostatnich slozek krve. Naneseni krve na Ficoll-Paque

musi probihat velmi pomalu a opatrné, aby nedoslo k promichani vzorku krve
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s Ficoll — Paque. Takto pfipravené vzorky byly pieneseny do centrifugy a
centrifugovany 30 minut pfi rychlosti 300 g s rychlosti rozjezdu a brzdéni na

nule, coz umoznilo separaci bun¢€k na zaklad¢ jejich hustoty.

Obréazek 4 Naneseni zredéné periferni krve Obrézek 5 Zredénd periferni krev
na Ficoll — Paque nanesena na Ficoll — Paque

Zdroj: Vlastni Zdroj: Vlastni

3. Po centrifugaci doSlo k oddéleni buffy coatu. Nasledné¢ buffy coat opatrné
odebereme pomoci pausterovy pipety a pieneseme do nové 50 ml zkumavky.
Pokud mame odebrany vSechen buffy coat, doplnime objem do 30 ml PBS, takto
ptipravenou 50 ml zkumavku dame stocit do centrifugy na 10 minut pfi rychlosti

300 g s rychlosti rozjezdu a brzdéni sedm.
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Obrazek 6 Oddeélent buffy coatu po stoceni

Zdroj:VIastnl’

4. Po dokonceni stoCeni v centrifuze miizeme pozorovat peletu bunék na dn¢ 50 ml
zkumavky. Déle je potfeba slit supernatant, aby peleta zistala dole. Nasledné
byla peleta rozvolnéna za pomoci rozvoliiovaciho média, a to pfiddnim 1 ml

K peleté do 50 ml zkumavky.

48



Obrazek 7 Peleta bunck po stoceni
usazend na dné zkumavky

Zdroj: Vlastni

5. U takto pripravenych vzorkil nasledn€ probihalo méfeni zastoupeni NK bun¢k ve
vzorku a charakterizace KIR receptort, a to pomoci pritokové cytometrie. (GE

Healthcare, 2010)

8.2 Priitokova cytometrie
Pritokova cytometrie je molekularné analytickd laboratorni metoda. Umoziiuje

identifikovat a kvantifikovat konkrétni znaky buiky. Metoda je velmi univerzalni a rychla.

Princip prutokové cytometrie spociva v detekci fluorescenéniho signalu. Vzhledem
K tomu, ze samotné buiky ziidka fluoreskuji, jsou pouzivany fluorescenéné znacené
protilatky K identifikaci pozadovanych znakd. Buiiky jsou nasledné v pfistroji fizeny
specidlné navrzenym tokem, aby v daném okamziku proSla vzdy jen jedna buika
z analyzované suspenze. Tato buiika je osvicena souborem lasert s urCitymi vinovymi
délkami a je sledovana emitovana fluorescence. Tento proces se nazyva imonofenotypizace
a muZe byt pouzit Ktypizaci riznych bunéénych znakd. V naSem experimentu nam
imunotypizace pomohla identifikovat NK burnky s KIR receptory 2DL1, 2DL2, 2DL3,
2DL5, 3DL1 a 3DL2. (Givan, 2011; Ormerod, 1994; Shapiro, 1995)
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Obrazek 8 Princip priitokové cytometrie
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Zdroj:

https://marvel-b1-cdn.bcOa.com/f00000000288736/www.streck.com/wp-
content/uploads/2020/11/flow-cytometry-light-scatter-illustration.jpg

8.2.1 Priprava vzorku
Pfed samotnym provadénim analyzy je obvykle nutné obarvit buiiky pomoci

fluorescencnich barviv. Tato barviva mohou byt specifickd pro rdzné povrchové markery
bunck. Je dulezité sestavit tzv. panel. Panel v pritokové cytometrii je soubor specifickych
fluorescenénich markert, které jsou pouzity k ziskani dané populace bunék, kterou chceme

dale zkoumat.

Panel na prutokovém cytometru pro analyzu NK bunék s KIR receptory by zahrnoval
fluorochromy pro detekci specifickych markert, které jsou charakteristické pro NK buiky a

jejich KIR receptory.

Pro ur¢eni NK bunék lze pouzit specifické protilatky zaméfené na povrchové
molekuly, které jsou charakteristické pro NK buiiky. Mezi tyto markery patii CD16 a CD56,
které se bézn¢ vyuzivaji k identifikaci NK bun¢k. V tomto vyzkumu jsme konkrétné pouzili
protilatky proti CD16 (PerCP) a CD56 (APC).
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V ramci analyzy exprese KIR receptori je dilezité pouzit specifické protilatky pro

detekci zkoumanych receptort 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 3DL1 a 3DL2. (Holicek, 2020)
Pro pritokovou cytometrii jsme sestavili nasledujici panely do dvou zkumavek.

Tabulka 1 Panely na pritokovou cytometrii pro povrchové znaky NK bunek

fluorochrom | BV421 PerCP APC FITC PE
mnozstvi
protilatky 2ul 2ul 3ul 3ul 3ul

1. zkumavka CD56 CD3 2DL2/2DL3 2DL3 2DL1

2. zkumavka CD56 CD3 2DL5 3DL1 3DL1/DL2

Zdroj: Vlastni

Takto piipravené panely umoziuji identifikaci NK bunék (pomoci CD16 a CD56) a
soucasné analyzu exprese urcitych izoforem KIR receptort. Po aplikaci vSech gatet lze
analyzovat expresi KIR receptorti na populaci NK bunék a ziskat tak kvantitativni informace

o expresi jednotlivych receptort. (Holicek, 2020)

8.2.2 Barvenivzorku
Pro barveni vzorku a naslednou analyzu NK bunék a exprese urcitych izoforem KIR

receptort je kli¢ové dodrZzovat dany postup, aby byly zajistény spolehlivé a
reprodukovatelné vysledky. U barveni vzorku je dilleZité postupovat peclivé stanovenych

postuptl, aby se minimalizovali mozné chyby a zkresleni vysledk.

Barveni vzorku se provadi pfidanim specifickych barvicich smési obsahujicich
protilatky s fluorochromy. Tento proces zahrnuje fadné promichani vzorku s barvici smési
tak, aby se vSechny buniky rovnomérné pokryly a minimalizovala se tvorba bublin. Vzorek
se dale inkubuje pii pokojoveé teploté po stanovenou dobu (15 minut). Doba inkubace se

muze liSit v zavislosti na konkrétnich podminkéch a pozadovaném vysledku.

Po inkubaci bylo provedeno oplachnuti vzorku pomoci roztoku PBS, aby se
odstranili piebyte¢né protilatky. Nasledné byl vzorek centrifugovan (5 min), poté slit
supernatant a zbyly vzorek rozvolnén ve 300 pl PBS. Takto pfipraveny vzorek byl

analyzovan na prutokovém cytometru. (Leslie, 2006)
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Obrézek 9 Ukdzka analyzy dat z pritokového cytometru
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Zdroj: Vlastni

8.2.3 Nastaveni pristroje
Pfed zahijenim samotného meéfeni, je kliCové zajistit kalibraci pritokového

cytometru. Tento proces je klicovy pro zajisténi spolehlivosti a konzistence méteni. Provadi
se kontrola laserového vykonu, optimalizace nastaveni detektorti a ovéfeni celkového
vykonu pfistroje pomoci standardnich kontrolnich vzorkid. Dilezitd je také kompenzace
mezi jednotlivymi fluorescenénimi kanaly, coz pomaha minimalizovat piekryvy spekter a

zajist'uje piesnou kvantifikaci signalt. (Givan, 2011; Ormerod, 1994; Shapiro, 1995)

8.2.4 Statistické vyhodnoceni
Statistické vyhodnoceni bylo zpracovano pomoci metody dvou vybérového t-testu.

Za statisticky vyznamny rozdil byla povaZzovéana hladina vyznamnosti 5 % (p <0,05).
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Po zméfeni intenzity signalti na prutokovém cytometru byly vyhodnoceny vysledky
pro panely NK bunék a KIR receptort.

9.1 Sledovany soubor

Do této prace bylo zafazeno 23 pacientek s endometriézou a 25 zdravych Zen, které
vykazovaly normalni klinicky nalez. Primérny vék pacientek byl 32,05 let (SD + 6,64), u
kontrol se jednalo 0 32,62 let (SD % 7,22). Od Zen byly ziskany zakladni anamnestické udaje,
jako je jejich vyska, vdha, BMI, vé€k menarché, délka menstrua¢niho cyklu a pocet dni

menstrua¢niho krvaceni. Tuto zakladni charakteristiku shrnuje Tabulka 1.

Primérna vaha pacientek byla 69,9 kg (SD £ 17,31), vyska 167,86 cm (SD + 7,85) a
BMI 24,67 (SD £ 5,16). Z gynekologické anamnézy bylo zjisténo, ze prumérna délka
menstruacniho cyklu pacientek je 28,69 dni (nejkratsi cyklus 21 dni a nejdelsi cyklus 40
dni), délka krvaceni ¢ini 6,95 dni (SD % 5,26) a prvni menstruaci zeny mély primérné

v 12,55 letech (SD + 1,9).

Naproti tomu u zdravych kontrol byla primérna vaha 64,98 kg (SD * 13,14), vyska
166,40 cm (SD + 7,28) a BMI 23,45 (SD £ 4,41). Primérna délka menstrua¢niho cyklu byla
29,70 dni (nejkratsi cyklus 26 dni a nejdelsi cyklus 42,5 dni), délka krvaceni 5,04 dni (SD +
1,00) a rok menarché 12,62 let (SD + 1,41).

Tabulka 2 Charakteristika souboru

CHARAKTERISTIKA SOUBORU
SLEDOVANY PARMETR | PACIENTKA (n=23) | KONTROLA (n = 25)

Vek 32,05 let (SD * 6,64) 32,62 let (SD + 7,22)
Vaha 69,90 kg (SD + 17,31) 64,98 (SD + 13,14)
Vyska 167,86 cm (SD + 7,85) 166,40 (SD + 7,28)
BMI 24,67 (SD + 5,16) 23,45 (SD + 4,41)
Menarché 12,55 let (SD % 1,90) 12,62 let (SD £ 1,41)

Délka menstruac¢niho cyklu 28,69 dni (SD * 3,95) 29,70 dni (SD % 3,71)

Délka krvaceni 6,95 dni (SD+ 5,26) 5,04 dni (SD % 1,00)

Zdroj: Vlastni
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9.2 Zastoupeni NK bunék a KIR receptori

U pacientek sendometriozou i u zdravych kontrol bylo zméfeno procentualni
zastoupeni samotnych NK bunc¢k a nasledné detailnéji zastoupeni jednotlivych KIR
receptorti za pomoci metody pritokové cytometrie. Tuto charakteristiku ohledné NK bunék

a jejich receptort shrnuje Tabulka 2.

Primérné zastoupeni samotnych NK buné¢k bylo u pacientek 12,53 % (SD + 4,89).
U jednotlivych KIR receptorti bylo zastoupeni ve skupiné pacientek nasledujici: 2DL1"
bunék bylo 13,25 % (SD + 5,85), 2DL2" 33,60 % (SD + 11,10), 2DL3" 23,96 % (SD +
11,98) a 2DL5" bylo 1,55 % (SD + 2,25). Déle byly u pacientek zméfeny i 3DL1" NK buriky,
jejichz primérné zastoupeni bylo 13,07 % (SD + 10,18) a 3DL2" 18,33 % (SD + 11,20).

U zdravych kontrol bylo primérné zastoupeni NK bunék 12,64 % (SD * 4,57). U
jednotlivych KIR receptori se jednalo o hodnoty 2DL1* 16,99 % (SD + 12,49), 2DL2* 29,33
% (SD + 9,14), 2DL3" 19,81 % (SD * 13,24) a 2DL5" 1,85 % (SD +2,46). Pro 3DL1" se
jednalo o hodnotu 14,47 % (SD + 9,57) au 3DL2" 20,81 % (SD = 14,48).

V zastoupeni NK bunék a jednotlivych podtypti KIR receptori nebyla v nami

sledovanych souborech nalezena zadna statistickd vyznamnost.
Vysledky podrobné zobrazuje Tabulka 3 a Graf 1 az 7.

Tabulka 3 Zastoupeni NK bunék a KIR receptorii u sledovanych soubori

CHARAKTERIZACE KIR RECEPTORU NK BUNEK
LABORATORNI PACIENTKA KONTROLA
PARAMETR n=23 n=25

NK buiiky (%) 12,53 (SD = 4,89) 12,64 (SD  4,57)
2DL1" (%) 13,25 (SD = 5,85) 16,99 (SD + 12,49)
2DL2" (%) 33,60 (SD + 11,10) 29,33 (SD + 9,14)
2DL3" (%) 23,96 (SD + 11,98) 19,81 (SD * 13,24)
2DL5" (%) 1,55 (SD = 2,25) 1,85 (SD %2,46)
3DL1* (%) 13,07 (SD % 10,18) 14,47 (SD % 9,57)
3DL2" (%) 18,33 (SD * 11,20) 20,81 (SD + 14,48)

Zdroj: Vlastni
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Graf 2 Zastoupeni NK bunék u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 1 Zastoupeni KIR 2DL1 u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 3 Zastoupeni KIR 2DL2 u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 4 Zastoupeni KIR 2DL3 u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 5 Zastoupeni KIR 2DL5 u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 6 Zastoupeni KIR 3DL1 u pacientek a zdravych kontrol
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Graf 7 Zastoupeni KIR 3DL2 u pacientek a zdravych kontrol
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DISKUZE A ZAVER

V této bakaldiské praci jsme se zabyvali charakteristikou NK bun€k u pacientek
s endometriozou Vv porovnani se zdravymi Zzenami. Celkové bylo vySetfeno 48 Zen (23
pacientek a 25 kontrol), u nichz jsme sledovali jednak jejich zakladni charakteristiku a
Z laboratornich parametrti zastoupeni NK bun¢k a charakteristiku jejich povrchovych KIR

receptord. Jako metoda byla zvolena pritokova cytometrie.

Cilem prace byla identifikace ptipadnych rozdili mezi Zenami trpicimi

endometri6zou a zenami zdravymi.

I presto, ze jsme sledovali 23 pacientek s endometriézou a 25 zdravych kontrol,
nepodafilo se nam identifikovat zadné statisticky vyznamné rozdily ve sledovanych
parametrech jak osobni anamnézy, gynekologické anamnézy a ani u laboratornich

parametrii.

Analyza exprese KIR receptori byla provedena socekavanim, ze by mohla
poskytnout néjaky naznak o snizené expresi KIR receptorii u pacientek s endometriézou,
Nicmén¢ i pies nase ocekavani nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily v expresi KIR
receptorli mezi pacientkami a zdravymi kontrolami. Pro tuto skute¢nost existuje nékolik

moznych vysvétleni.

Prvnim z téchto vysvétleni mize byt maly rozsah sledovaného souboru. Pfestoze
jsme se snazili ziskat dostate¢ny pocet G€astnikii, aby nase vysledky byly vyznamné, mohlo

byt potieba vetsiho souboru pro zajisténi dostatecné statisticke sily.

Déle by mohla hrat roli rozmanitost endometridzy. Toto onemocnéni je znamo SVOU
heterogenitou, coz znamena, ze pacientky mohou mit riizné formy a zdvaznost onemocnéni.
Muze se tak stat, ze nékteré subtypy endometridzy jsou vice spojeny s urcitymi imunitnimi
charakteristikami nez jiné. V nasem souboru byly zastoupeny jen pacientky s jednou formou

endometriozy, a to s endometriomem.

DalS§im moZznym vysvétlenim je biologicka variabilita. I kdyZ jsme se snazili ziskat
co nejhomogenngj$i vzorky, existuji stale individualni rozdily v imunologickych
odpovédich. Tyto rozdily mohou zptisobit zna¢nou variabilitu v nasich datech, coz muze

snizit citlivost na detekci statisticky vyznamnych rozdila.
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Poslednim bodem je metodologie analyzy. V nasi bakalaiské praci v praktické ¢asti
jsme pouzili pritokovou cytometrii k méfeni zastoupeni exprese KIR receptorti na povrchu
NK bunék. Tato laboratorni technika umoznuje detailni analyzu jednotlivych bunécnych
populaci a jejich markert. Avsak je tieba zdiraznit, Ze pratokova cytometrie muze byt citliva
na mnoho faktor®, které mohou ovlivnit vysledky. Pti pouziti pritokové cytometrie jsou
stézejnimi aspekty piiprava vzorku, kalibrace pfistroje, spravné obarveni vzorkl a analyza
dat. 1 pfes peclivou standardizaci a kontrolu téchto procest, stile existuje moznost
technickych chyb, které by mohly ovlivnit nase vysledky. Naptiklad nedostatecna ptiprava
vzorki nebo Spatnd kalibrace pfistroje mohou vést k nepiesnym métrenim. Stejné tak miize

byt chybna interpretace dat nebo nedostatecna eliminace pozadi.

Tyto technické aspekty mohou mit zasadni vliv na detekci drobnych rozdili v expresi
KIR receptori mezi pacientkami a zdravymi kontrolami. Navzdory na$i snaze o
standardizaci a kontrolu procest prutokové cytometrie, je mozné, ze technické chyby ¢i
variabilita souboru mohly piispét k tomu, Ze jsme nedokazali identifikovat statisticky

vyznamne rozdily mezi sledovanymi soubory.

Zavérem lze sdélit, ze 1 pres to, Ze jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily
Vv charakteristikach NK bunék a v expresi KIR receptorti u pacientek a zdravych kontrol,
naSe prace poskytuje dalsi krok vpied v této oblasti. Je tfeba provést dalsi studie s v&tSim
mnozstvim vzorkl,, které by mohly Iépe zachytit biologickou variabilitu a pouzit
komplexnéjsi metodologie analyzy. Tyto kroky by mohly pfispét k lepSimu porozumeéni
imunitni odpovédi pii endometridze a poskytnout zaklad pro vyvoj novych terapeutickych

pfistupil pro pacientky trpici timto onemocnénim.
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