Od endometrialni tkane k
cytometrickym datum:
Imunologicky pohled



+  1/Endometrium

Dynamicky imunologicky organ

+  2/Uterinnt NK bunky

Cytotoxicita versus angiogeneze, remodelace, komunikace

+  3/T-regulacni bunky

Imunitni tolerance plodu

+  4/Plazmatické bunky

Vztah k chronické endometritidé

Obsah +  5/Shrnuti

www.gennet.cz



Endometrium

Neni statickd tkan: proliferace, diferenciace /

decidualizace, rozpad, reparace

Proliferace - ovulace - sekreéni faze -

menstruace

Rozdilné Iimunologické zastoupeni behem cyklu
(remodelace tkane, angiogeneze, decidualizace,
odstranéni poskozenych buneék, reparace, vytvoreni
vhodného prostredi pro implantaci)

Implantace embrya — imunologicky specificka

situace (Thl versus Th2)

van der Woude et al., 2022, Front. Oncol. 12:975201
Robertson et al., 2022, Fertil. Steril. 117:1107-1120
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Imunitni bunky endometria
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T-regulacni lymfocyty -




Uterinni NK bunky (UNK)

Cytotoxicita versus angiogeneze, remodelace, komunikace

Specializovana populace NK bunék pfitomna v
endometriu a deciduli

Vyrazneé se zvysuji po ovulaci, zejména v sekrecni fazi,
maximum Vv rané fazi tehotenstvi (az 75 %)

Fenotypicky: CD45+*CD3-CD56”bright CD16~

NizSi cytotoxicky a vyrazne|Si regulacni, proangiogenni a
remodelacni charakter (v porovnani s pNK)

Podileji se na remodelaci spiralnich arterii, angiogenezi
(VEGF, ANG2) a komunikaci s trofoblastem (HLA-G)
Jejich funkci NENI primarné zabijet, ale pfipravit
a regulovat prostredi pro placentaci a implantaci embrya
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Xu et al., 2022, Biol. Reprod. 107:327-338



Odbér vzorku:

* Nativni cyklus: v obdobi implantacniho
okna (obvykle 20.—23. den cyklu / 7.-9.

den po ovulaci)

* Hormonalni stimulace: 6. den uzivani

progesteronu

Proliferative phase Middle secretory phase
Menstrual cycle

Late secretory phase
~Menstrual phase

(day 10 - 12) (day 22 - 23) (day 26 - 28)
Natural Killer cells +/- +/++ + 4+
Macrophages b Sop et
Neutrophils +/= +/- oo
Eosinophils - - ++
Mast cells ++ e ++
T cells + + +
B cells +/= = 3

Kitazawa et al., 2020, J. Med. Invest. 250:49—-60.

Priprava vzorku:

* Homogenizace tkane (15-30 mq)
* Promyti v PBS, centrifugace

* Barveni: CD45 KO, CD56 PC7, CD16 APC,

CD3 PB
* Inkubace (20 minut)
o [ yzace erytrocytu (Excellyse 1)
* Centrifugace
* Resuspendace v PBS
* Analyza na pritokovém cytometru

www.gennet.cz
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Imunitni bunky endometria

T-regulacni lymfocyty -




T-regulacni lymfocyty

* Implantace embrya / placentace
» Tolerance fetalnich / paternalnich antigenu
* |L-10, TGF-[3

* | Tregs:. porucha Iimplantace, predcasny porod,

opakované téhotenské ztraty, rustova restrikce plodu
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Robertson et al., 2018, J. Clin. Invest. 128:4224—4235.
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Priprava vzorku:

Homogenizace tkane (15—-30 mg)
Promyti v PBS, centrifugace

Barveni: CD45 KO, CD4 PB,
CD25 PC5, CD127 PE

Inkubace (20 minut)
Lyzace erytrocytl (Versallyse )
Analyza na prutokovém cytometru
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Imunitni bunky endometria

T-regulacni lymfocyty -

Plazmaticke bunky




Plazmatické bunky

* Terminalné diferencovany B lymfocyt (produkce proti
 Za fyziologickych podminek NENI dominantni po

endometria

antigenni stimul
B-lymfocyty - pllazmatické bunky
CD138* buﬁkly ve stromatu
Zmena endometll'iélnl’ho prostredi
mozné porucfl]y reprodukce

atek)

oulaci

Chronicka endometritida (CE)

Perzistujici zanet endometria
Infiltrace plazmatickymi bunkami (CD138+)

Infertilita, porucha receptivity endometria, opakovana
implantacni selhani, opakované tehotenské ztraty

Metaanalyza (2022), 4145 pacientek s CE, horsi klinicka
gravidita a ongoing pregnancy/live birth ve srovnani se
zenami bez CE (po uspéesne léché se vysledky priblizovaly
skupine bez CE)

Chronic Endometritis in Infertile Women: Impact of Untreated Disease,
Plasma Cell Count and Antibiotic Therapy on IVF Outcome—A

Systematic Review and Meta-Analysis

by Amerigo Vitagliano 1%, Antonio Simone Lagana 2™ & Dominique De Ziegler 3, Rossana Cicinelli 1,
Carla Mariaflavia Santarsiero 1 Giovanni Buzzaccarini 4 ¥ Vito Chiantera 2, Ettore Cicinelli 1~ and
Marco Marinaccio 1
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Pfiprava vzorku: [Ungated] [singlety]
FSC-A / F5C-H CD45 KO525-H / 55C-H
* Homogenizace tkané (15-30 mq) E ot |
* Promyti v PBS, centrifugace = “ )
* Barveni: CD45 KO, CD38 PB, CD138 PC5.5, CD269 APC T :|: 41
* |Inkubace (20 minut) E H
* Lyzace erytrocytl (Excellyse 1) v 5]
* Centrifugace
* Resuspendace v PBS 1
* Analyza na prutokovém cytometru i

FSC-A CD45 KO525-H

Ve fazi vyzkumu

[Lymfo] CD38 PB450-H / CD138 PC5.5-H

[CD269+] CD38 PB450-H / CD138 PC5.5-H

* Histologie
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Shrnuti

* Endometrium — dynamicky imunologicky organ (rozdilné zastoupeni imunitnich bunék v pribéhu cyklu)

1/Uterinni NK buriky 2/T-regulacni bunky 3/Plazmatické bunky
Fyziologicky stav: Fyziologicky stav: Fyziologicky stav.
Angiogeneze, remodelace spiralnich arteri, Regulace materské imunitni odpovédi, kontrola Nizké zastoupeni

komunikace s trofoblastem zanétu, podpora tolerogenniho prostredi,

podpora implantace, placentace

Patologicky stav: .y | Patologicky stav:

| | | Patologicky stav: o N
Pfevazuje cytotoxicky fenotyp, prozanétliva Chronicka endometritida
odpovéd Nizke zastoupeni — naruseni tolerance, posun K

prozanetlivé odpoveds

* Infertilita, porucha receptivity endometria, opakovana implantacni selhani, opakované tehotenske ztraty,
pfed€asny porod, rustova restrikce plodu

www.gennet.cz



Dekujl za pozornost

Imunologicka laborator Gennet s. r. 0.
® tereza.kovarova@gennet.cz
®  +420 242 456 845
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