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Neplodnost — neschopnost pocit dite
po roce pravidelneého nechraneneho
Styku

x postihuje podle WHO 15 az 20 % paru v reprodukénim
veku

x U 40 % takto postizenych paru je priCina neplodnosti
na strané muzu

x ve 40 % je pfiCina na strane zen

x ve 20 % je problem na obou stranach
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x neplodnych paru pfibyva

x priciny neplodnosti: gynekologické/andrologicke,
hormonalni, infekCni, genetickeé ...
... Imunologickeé (zejména organove a systemove
autoimunitni onemocneni, bunécné imunopatologie)

x velmi zalezi na spravne a vCasne diagnostice

Navrh doporuceni pro
stanoveni parametru protilatkové a bunééné imunity

u Zzen a muzu s poruchami plodnosti
Pracovni skupina: Marcela DrahoSova, Jindfich Madar, Ivana Janatkova

Konzultanti: Karin Malickova, Marie Havranova
Revidovala: Prof. MUDr. Zdenka Ul¢ova-Gallova, DrSc.

http://sli-csaki.wz.cz/data/plodnost.pdf
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Klinicka imunologie a alergologie - laborator
UKBLD VFN a 1.LF UK v Praze

» vySetreni pro Centrum asistované reprodukce
Gynekologicko-porodnicke kliniky VEN, jiné CAR
(vC. mimoprazskych)

« vysetreni pro Ambulanci reprodukcni imunologie
UKBLD VFN, jiné ambulance reprodukéni a/nebo
Klinické imunologie
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti fosfolipidum

protilatky proti spermiim

protilatky proti zona pellucida

protilatky proti ovariim

protilatky proti annexinu V

protilatky proti tkanové transglutaminaze
antinuklearni protilatky

[protilatky proti thyreoperoxidaze]

pocet cirkulujicich NK (natural killers) bunek
10.intracelularni produkce cytokinu
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti fosfolipidum: kardiolipin, beta-2 GP1,
fosfatidylserin, fostatidylinositol, kyselina fosfatidova

multivariantni analyza souboru 61 nemocnych s APS: vysoka prediktivni
hodnota kombinace
« AB2GP1 + ACL + APS a AB2GP1 + ACL + APA pro cévni trombozu
jako komplikaci APS
« AB2GP1 + ACL a AB2GP1 + APS pro habitualni potraceni

Branch W; Obstetric Task Force. Report of the Obstetric APS Task Force: 13t International Congress on
Antiphospholipid Antibodies, 13th April 2010. Lupus. 2011;20(2):158-64.

lj. testovani protilatek proti SirSimu spektru fosfolipidt zvySuje senzitivitu
laboratornich testu k potvrzeni APS a uvedené kombinace autoprotilatek

| @ ___mohou klinika upozornit na vysSi riziko konkrétni komplikace APS
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

fosfatidylserin-dependentni anti-protrombinoveée
protilatky anti-PS/PT

Atsumi T, Koike T. Antiprothrombin antibody: why do we need more assays? Lupus. 2010;19(4):436-9.

* Opakovaneé casneé spontanni potraty
» vyskyt aPS/PT nesouvisi s APLA
« ELISA

Pilotni studie KIA UKBLD: 30 pacientek
« 22 habitualni potraceni (3-11x), 8 primarni sterilita (O gravidita)
* v souboru potracejicich vyskyt aPS/PT 14/22 (64%)!!, v souboru sterilit 0/8

aPS/P
-~ T
UKBLD VFN a 1LF UK AP LA aAN NXV
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti spermiim — cilové antigeny

specifické proteiny spermii
« heat shock proteiny (HSP70, HSP70-2)
 disulfid izomeraza (ER60), kaspaza 3

« podjednotky proteasomu - komponenta C2 a zeta-
retezec ‘

* metoda stanoveni - ELISA
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti ovariim
* VvySkytuji se az u 2/3 zZen s diagndzou predcasneho ovarialniho
selhani
» cilové antigeny: specifické ovarialni proteiny derivované z ooplasmy
oocytu, bunék theca granulosa a corpus luteum

* metody stanoveni: neprima imunofluorescence (fezy opicich ovarii),
ELISA (aktinin-4, heat shock 70 protein 5, cytoplazmaticky aktin)

The Ovary
Grrowing P tral Hilum
Antral Follicle Follicle

Follicle Primary Primordial
Follicles Follicles

Preowvulato
Follicle
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti zona pellucida

« cilovy antigen: proteiny extracelularni matrix oocytu, které maji
vyznamnou ulohu pri folikulogenezi a fertilizaci

* nemoznost pruniku spermie do oocytu jak pri pokusech o fyziologickou
koncepci, tak i pfi technikach IVF bez ICSI

» Metody stanoveni: nepfima imunofluorescence, ELISA

. (A
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni
protilatky proti annexinu V

ANNEXIN V - placentarni antikoagulacni faktor

vysoka exprese na burikach tvofici se placenty
A A
»\O) Ol ¢O)

- N

{/ g . /‘/ ‘-\\ ./— e 4 ) . ]
L O}k{\_ O/?k‘: o) \'Vznam interference s implantaci embrya -
e y ovlivnéni placentace v prubéhu invaze
trofoblastu

_l Indikace spontanni potraty zejm. v 1. trimestru

Metoda stanoveni ELIsA
o
Yo o ok,

Syncytiotrofoblast
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

protilatky proti tkanove transglutaminaze

« celiakie — gluten-senzitivni enteropatie
» ,silent” forma bez Gl pfiznaku
* jedina a ucinna terapie — bezlepkova dieta

 porucha plodnosti pri celiakii — malabsorpce?
jiné mechanizmy?

V nasem souboru 67 % pozitivnhich pacientek pri
terapii dietou otehotnelo a donosilo zdrave dite.
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

antinuklearni protilatky
(jaderne antigeny ANA, ENA)

» autoimunitni ladeni organizmu

 autoimunitni onemocnéni (Sjégrentv syndrom — CAVB
Ill.stupné u plodu, SLE — riziko progrese nemoci v pribéhu gravidity a po
porodu)
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KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

NK bunky
(natural Killers, prirozeni zabijeci)

* NK bunky jsou vyznamne zastoupeny v delozni
sliznici, kde v prubéhu implantace embrya plni fadu
fyziologickych funkci.

* U zen s primarni idiopatickou sterilitou a u
habitualniho potraceni bylo zjisteno zvysené
zastoupeni NK bunék v periferni Krvi

dysregulace NK aktivity s patologickym vlivem NK
cytotoxicity na spermie a/nebo bunky trofoblastu

UKBLD VFN a 1.LF UK
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Intracelularni cytokiny
TNF-alfa, IL-2, IL-4, IFN-gama

KIA UKBLD VFN a 1.LF UK

Reprodukcni soubor laboratornich vysetreni

Infertile women | Healthy non-pregnant
Comparative wornen
p-value
parameterS n=185 n =50
Median IQR Median IQR

Age (years) 34.2 30.5-36.4 33.5 29.0-37.0 0.1867"
TNF-a (%) 41.7 35.6-50.3 23.6 16.5-38.2 <0.0001
IFN-y (%) 28.4 22.5-35.4 21.2 16.3-27.3 <0.0001
IL-2 (%) 36.0 30.2-42.2 25.5 18.6-36.9 <0.0001
IL-4 (%) 5.8 3.6-7.3 3.5 2.5-5.4 <0.0001

Horka P, Jarosova R, Malickova K, Janatkova I, MareCkova H, Zima T, Kalousova M.
Intracellular cytokine production in peripheral blood lymphocytes: a comparison of values in

infertile and fertile women. Am J Reprod Immunol. 2011;65(5):466-9.
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Kdy indikovat imunologické vysetreni neplodného
paru:

e po 2 neuspesnych embryotransferech u zen < 35 let a
po 1 neuspesnem embryotransferu u zen > 35 let

« 2 avice potratu (bez rozdilu véku)

Screening autoprotilatek reprodukcniho souboru by
dle nasich zkusenosti mel patfit mezi vstupni
laboratorni  vysSetfreni v centrech asistované
reprodukce

— zachyt imunopatologie jesté pred zahajenim
technik asistované reprodukce
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' AN
UKBLD VFN a 1.LF UK

2009 - 2010

Z ambulanci VFN (CAR + ambulance reprodukcni
imunologie) bylo odeslano k vysetreni celkem 3555
pacientek.

Z toho u 872 pacientek byla alespon 1x prokazana
Imunopatologie.

3000 -
2500 ® ijmunopatologie
2000 - neprokpéazémag
1500 - _ _
1000 - llmun’op’atologle
500 - prokazana
0 | |

2009 2010

Horejsiho vecer 2011



' AN
UKBLD VFN a 1.LF UK
L]
L]

Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

53 X APLA +

APS (Sapporo, Sydney)

19 porodily

4 gravidni

y

44 %

14 potratily

13 neotéhot-
nely

2 chybi
Informace
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Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

15 x anti-annexin V +

5 porodily

1 gravidni

y

40 %

3 potratily

6 neotéhot-

nely
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Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

89 porodily

234 x ASA +
50 gravidni 10 potratily] |81 neotéhot-
nely
1 chybi
Informace

y

59 %
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Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

2 porodily

42 x AOVA +
9 gravidni 2 potratily | 27 neotéhot;
nely
1 chybi
Informace

y

26 %

Horejsiho vecer 2011



' AN
UKBLD VFN a 1.LF UK
L]
L]

Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

4 porodily

10 x AZP +
0 gravidni O potratily | 0 neotehot-
nely
6 chybi
Informace

y

40 %
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Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy

K dnesnimu dni (zari 2011) ?

15 porodily

24 X ATTA +
1 gravidni 3 potratily | |2 neotehot-
nely
3 chybi
iInformace

y

67 %
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Jaky je stav téchto pacientek s pozitivnim nalezem/nalezy
kK dnesnimu dni?

194 pacientek s vysokou i.c.
produkci embryotoxickeho TNF-alfa

62 porodily

13 gravidni

y

39 %

14 potratily

86 neotéhot-
nely

21 chybi
Informace
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Kolik to vsechno stoiji...

ATTA 330,- “’%
APLA screen 1380,- Z8
ACLA 580,- Yy [N K
Anti-beta2GP1 690,- %0 v ,{\&g Vo
AOVA 350,- f o S A
AZP 200- 2000 =S3\N\
ASA 350,- by e & T ’
Anti-annexin V 350,- i@@ | WY | l‘;*l‘g
i.c. cytokiny 1600,- e v hElle R
2| 5830,- soRun s “"?wf;
ALE

Stimulaéni protokol s rec FSH ( v€etné Iéciva) 5 000,-

Ostatni léky 5000 — 30 000,-

IVF cyklus bez transferu 11 660,-

IVF — kompletni cyklus s transferem embryi 22 500,-

ICSI — vpichnuti spermii do max. 10 oocytu 6 000,-

ICSI — vpichnuti spermii nad 10 oocytu 8 000,-

Poplatek za sperma pfi darcovské inseminaci 550,-

Prijem darovanych oocytl 8 000,-

Prijem darovanych embryi 12 600,-

3 Kryoembryotransfer 3 000,-

UKBLD VFN a 1.LF UK
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ZAVERY
vCasna indikace imunologickeho vysetreni
spravna indikace imunologickeho
vysetreni
« adekvatni terapie

* ekonomicke hledisko
* neinvazivni vysetreni
* mozné snizeni potreby ART
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Kazuistika ¢.1

 Pani N.C., * 1971, puvodem z neevropské
zeme byvaleho SSSR

* na Uzemi CR od r. 1999 nelegalné
v r. 2001 udelen statut azylanta
od r. 2006 trvaly pobyt
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Kazuistika ¢.1

snaha o tehotenstvi se soucasnym
partnerem od roku 1998

prirozene poceti po cca 6 mesicich snahy v
roce 1999

spontanni potrat v 1.trimestru tehotenstvi
(CAVE slozita emigrace ze zemé puvodu)

po potratu nebylaviena vysetrena
gynekologem (v CR nelegalné)
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Kazuistika ¢.1

e po potratu se partneri snazili prirozenou
cestou o dalsi tehotenstvi 7 let, neuspesne

* po celou dobu 7 let nenavstivila zena
gynekologa ani jiného Iékare (,syndrom
zdravych migrantu®)

« pacientka uvadi cetné gynekologicke
Infekce, ktere lecCila prirodnimi prostredky
nebo nijak
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Kazuistika ¢.1

* Prvni gynekologicke vysetreni a nasledne
vysetreni v centru asistovane reprodukce v
miste tehdejsiho bydliste az v roce 2006:

— muz zdrav, SPG normalni
— zena chronicka bakterialni vulvovaginitida

« Pacientka byla prelecena lokalnimi
antimikrobialnimi pripravky

« Pote v letech 2006 a 2007 opakovane
neuspesne AlH

UKBLD VFN a 1.LF UK
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Kazuistika ¢.1

* Prvni vysetreni v CAR VFN a 1.LF UK v
Praze v prosinci 2007

!

koncentrace protilatek proti spermiim v seru
149 U/ml
(N 0-60 U/ml)
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Kazuistika ¢.1

8 let nechraneneho styku v terenu chronickych
recidivujicich A NELECENYCH vulvovaginitid

senzibilizace antigeny spermii se vznikem
protispermatickych alloprotilatek

!

neplodnost
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Kazuistika ¢.1

« Ddukladné zaléceni gynekologickych infekci celkovou
antibiotickou IéCbu dle citlivosti - 3 mésice

* Prednison 5 mg/d p.o. - 5 mésicu

160 -
140 -
120 ~
100 ~
%0~ N 0-60 U/ml
B0 + —mmm e N —mmmmmmmmmm o

40 ~
20

koncentrace ASA v séru (U/ml)
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Kazuistika ¢.1

* V zari 2008 prvni IVF cyklus
- uspéch
... ale zamlkly potrat

« v roce 2009 dalsi 5-mesicni cyklus
kortikoterapie v imunomodulacni davce
fyziologicka koncepce

zdrava dcera
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Kazuistika ¢.2

« dr. M.B., * 1973

* snaha o tehotenstvi od roku 1998, v r.
1999 1x prirozené poceti se spontannim
potratem v 1.trimestru

« od roku 2000 v peci CAR VFN a 1.LF UK

— diagnoza: neplodnost s imunologickou pricinou
- antifosfolipidovy syndrom
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Kazuistika ¢.2

* V letech 2000 - 2005 absolvovala celkem 37
Inseminaci, otehotnéela 2x, a to v letech 2000
a 2001, vzdy spontanni potrat do 8.t

* Imunologicke vysetreni poprvé v roce 2005:

— pozitivni antifosfolipidové protilatky (anti-CL, anti-
beta2GP1, anti-PS, anti-Pl IgM)

— pozitivni lupusove antikoagulans
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Kazuistika ¢.2

* Vletech 2006 a 2007 prodelala 4 cykly IVF ET,
otehotnela 2x, vzdy spontanni potrat v 1.trimestru

* Ve druhé poloviné roku 2007 par adoptoval dite v
kojeneckém veku a na vice nez rok prerusil snahy o
tehotenstvi - asistovanou reprodukci

« Vléete 2008 prirozené poceti, spontanni potrat v 7.tt.
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Kazuistika ¢.2

« Celkem tedy 58 inseminaci a 6 embryotransferu,
spolu s prirozenym pocetim pred 12 lety gravidni
celkem 6x, vzdy spontanni potrat do 8.tt.

Posledni 3 gravidity s radnou terapii
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Kazuistika ¢.2

« V Cervnu 2009 (vek 37 let, po 11 letech snazeni)
59. iInseminace - 7.gravidita

IVIG (300 mg/kg) v 6.tt. a pote Igamplia 320 mg a 1
tyden do 36.tt.

Clexane 0,6 ml s.c./d

Prednison 10 mg/d

zdravy syn * 11/2010

' AN
UKBLD VFN a 1.LF UK
L]
L]

Horejsiho vecer 2011



Kazuistika ¢. 3

« Pacientka O.C., * 1970

» snaha o graviditu od roku 1998

* primarni idiopaticka sterilita

* Odr. 2000 prodelala ve 2 IVF centrech
celkem 7 IVF, vzdy dostatecny pocet
vajicek I kvalitnich embryi, nikdy
neotehotnela

Horejsiho vecer 2011



Kazuistika ¢. 3

 CAR VFN jako treti IVF pracoviste

* Imuno vysetreni - rozsireny panel

» velmi vysoka i.c. produkce TNF-alfa
opakovane
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Kazuistika ¢. 3

« Vysoky i.c. TNF-alfa - nasledek opakovanych
IVF? Primarni pricina sterility?

* Terapie vedla cca po roce k uprave
laboratornich nalezu

* Gravidni po 8. IVF, zdrava dcera

40-leta primigravida
- naklady na 8 IVF cykl(

| @ 12 let trvajici stres...
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DEKUJI ZA POZORNOST.
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