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Ciel'om prace bolo porovnat vybrané patologicky zvy$ené imunologické parametre u pacientok s poruchami plod-
nosti pred liecbou a po liecbe tromi skisanymi liekmi a na zaklade vysledkov navrhnut lieCiva prvej volby pri
roznych imunopatologickych stavoch. V subore 81 pacientok sme sledovali produkciu IFN-y a TNF v bunkach
s povrchovymi markermi CD3* aj CD3*CD4*, pomer T,1-/T,2-lymfocytov, percento NK-buniek a hodnoty antifo-
sfolipidovych protilatok (APA) pred liecbou a po 6 — 12 tyzdinoch liecby, v ktorej sme pouzili bud' liek Subcuvia
(imunoglobuliny), Dexamed (dexametazoén) alebo Medrol (metylprednizolén). NajvyraznejSie zniZenie zvySenych
hodn6t IFN-y sa dosiahlo pri liecbe metylprednizolénom. Pri zvySenych hodnotach TNF aj NK-buniek boli pozo-
rované najlepsie vysledky pri lie¢be kortikosteroidmi. Zvysené hodnoty APA sa najefektivnejsie upravili pri liec-
be dexametazénom a imunoglobulinmi.

Kldéové slova: poruchy plodnosti, subkutanne imunoglobuliny, dexametazon, metylprednizolén, antifosfolipido-
vé protilatky

Fertility disorders: immunological causes and possible curative impact

The aim of this study was to compare selected pathologically increased immunological parameters in infertile
women before and after therapy with three tested drugs and in accordance with acquired results to propose the
first-line drugs in various immunopathologic states. In the group of 81 patients, we compared IFN-y and TNF lev-
els in the cells with CD3*and CD3*CD4* markers, T,;1/Ty2 lymphocyte balance, percentage of NK cells and an-
tiphospholipid antibodies (APA) levels before the therapy and after 6 — 12 week-treatment with the preparate
Subcuvia (immunoglobulins), Dexamed (dexamethasone) or Medrol (methylprednisolone). Methylprednisolone
achieved the highest reduction of increased IFN-y levels. When examining TNF levels and NK cell levels, the best
results were observed in both cases after treatment with corticosteroids. Increased levels of APA were most ef-
fectively reduced with dexamethasone and immunoglobulins.

Keywords: reproductive disorders, subcutaneous immunoglobulins, dexamethasone, methylprednisolone, an-

tiphospholipid antibodies.
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Uvod

Pric¢iny patologického priebehu tehotenstva mozu byt roz-
ne. Po vyltceni genetickej, hormonalnej, anatomickej, infeké-
nej a hematologickej priciny poruchy plodnosti sa testuje pri-
tomnost patologickych mechanizmov imunitného systému.
Tie zodpovedaju az za 40 — 60 % neobjasnenych pripadov
portch plodnosti. Casto sa na neplodnosti podiela niekol-
ko faktorov sucasne. Imunitny systém ma vyraznu ulohu pri
intolerancii plodu najma u pacientok s uz rozvinutym systé-
movym patoimunologickym stavom (imunodeficiencie, aler-
gie, autoimunitné ochorenia). Reprodukéna schopnost méze
byt zasiahnuta abnormalne regulovanymi funkciami na roz-
nych drovniach. V zarodo¢nych tkanivach muza aj zeny mo-
Ze byt pritomna akutna aj chronickd zapalova reakcia, kto-
rej vysledkom je lokdlne znizena tolerancia semialogénneho
plodu. U Zien moze byt pricinou infertility autoimunitna (na-
pr. systémovy lupus erytematodus) aj aloimunitna reakcia or-
ganizmu®.

Aloimunitné reakcie vznikaju v désledku poruchy v regula-
cii imunitnych efektorov, ktorej vysledkom je reakcia namie-

rend proti plodu namiesto navodenia tolerancie. D6lezitu ulo-
hu pri neplodnosti ma porusenie preklopenia pomeru T,1-/
Tw2-lymfocytov. Ak sa hladina Ty2-lymfocytov a cytokinov ni-
mi produkovanych (najma IL-4) nezvysi na Groven, ktora do-
kaze zabezpecit utimenie embryotoxickej aktivity Ty1-lymfo-
cytov a ich efektorov, vyznamne sa zvysuje riziko odvrhnutia
plodu materskym organizmom. T, 1-lymfocyty produkuji cy-
tokiny, ktoré aktivuju dalSie efektory namierené proti plodu.
Spomedzi nich je vyrazna aktivacia NK-buniek a makrofa-
gov. Z cytokinov, ktoré produkuju Ty 1-lymfocyty, ma vyznam-
nu ulohu pri aktivacii embryotoxickych efektorov najma IL-
1 a IFN-y. IFN-y je okrem priameho toxického pdsobenia na
plod schopny aktivovat trofoblast na tvorbu HLA-znakov.
Zvyrazneny povrch trofoblastu je potom jednoduchsi ter¢
pre protilatky aj bunky s cytotoxickym posobenim®. T, 1-lym-
focyty produkuju aj IL-2 a TNF, ktoré spolu s IFN-y posobia
embryotoxicky, t. j. poSkodzuju endotel cievneho zasobenia
plodu. TNF pdsobi ako stimulator programovanej smrti bu-
niek vilézneho trofoblastu. IFN-y sposobuje destrukciu bu-
niek trofoblastu mediovani TNF®. Spominané mechanizmy
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rezultuju do prokoagulaénych procesov, ktoré sa koncia
trombdzou, ischémiou a smrtou plodu.

Autoimunitné reakcie moézu prebiehat proti zarodo¢nym
bunkam pohlavného systému Zien aj muzov. Neplodnost mu-
Zov moze byt zapricinena autoprotilatkami proti spermiam
aj imunitnymi celularnymi mechanizmami namierenymi proti
spermiam. U Zien s poruchami plodnosti sa m6zu nachadzat
autoprotilatky proti ovariam, zona pellucida a protilatky pro-
ti spermiam. Z autoimunitnych procesov, ktoré poskodzuju
priamo plod, je najcastejsi antifosfolipidovy syndrom (APS).
Pri APS sa vyskytuju v tele Zeny antifosfolipidové protilatky
proti B2-glykoproteinu I, ktory je sti¢astou membran cievne-
ho endotelu, protilatky proti anexinu V a mnozstvo inych. Ak-
tivita antifosfolipidovych protilatok spociva v poskodzovani
ciev v deciduu a placente, ¢o ma za nasledok trombotické
prihody a miestne infarkty®.

Pre kazdy z tychto stavov je potrebné stanovit najefek-
tivnejSiu liecbu. V sicasnosti sa najCastejsie vyuziva liec-
ba imunoglobulinmi alebo kortikosteroidmi. Kazda z nich
vSak nesie negativa; imunoglobuliny st nakladné a nie vzdy
sa nimi dosiahne uspokojivy ucinok, na druhej strane korti-
kosteroidy maju Siroké spektrum neziaducich ucinkov, ktoré
sa prejavuju u pomerne velkého percenta uzivatel'ov. Kedze
neexistuje oficidlny algoritmus pre volbu konkrétnej liecby
pre dané problémy, lekari sa pri volbe lieCebnej schémy ria-
dia skor empiricky. Pri rastucej incidencii portch plodnosti
je potrebné jednoznacne stanovit, aké konkrétne liecivo a pri
ktorych patologicky zvySenych parametroch bude metédou
prvej volby. Umoznilo by to rychlejSiu a terapeuticky aj eko-
nomicky efektivnejsiu liecbu.

Metodika prace

V §tadii sme spracovali Udaje z chorobopisov pacien-
tok, ktoré sa liecili v imunologickom centre ImunoVital od
novembra 2014 do februdra 2016. Subor pozostaval z 81
zZien v reprodukénom veku, ktoré trpeli poruchami plodnos-
ti, t. j. spontannymi opakovanymi potratmi alebo neplodnos-
tou (neschopnostou pocat plod). Sledovanym pacientkam
sa odobrala krv na komplexné imunologické vySetrenie, na
zdaklade ktorého sme urcili, ktoré parametre sa nachadzaju
mimo referencnych hodnoét. Pacientky nasledne podstupili
jednu z troch skusanych terapii: subkutanna aplikacia imu-
noglobulinov (liek Subcuvia), injek¢éna aplikacia dexameta-

zénu (Dexamed) alebo peroralna aplikacia metylprednizolé-
nu (Medrol). Dizka terapie sa pohybovala v rozmedzi 6 — 12
tyzdnov. Po tomto ¢ase nasledovalo kontrolné imunologic-
ké vysSetrenie tych parametrov, ktoré vykazovali pri vstupnom
vySetreni patologicky zvySené hodnoty. VSetky laboratérne
Udaje sa ziskali z imunologického laboratéria spolo¢nosti
Medirex, a. s. V ramci analytickej Casti prace sme pacientky
rozdelili do troch skupin, priCom kritériami na zaradenie do
danej skupiny boli v 1. skupine zvy$ené hodnoty IFN-y alebo
TNF, v 2. skupine zvysené percento NK-buniek a v 3. skupine
zvysené hodnoty antifosfolipidovych protilatok nad referenc-
né hodnoty. Imunologické parametre sme spracovali Studen-
tovym parovym t-testom v programe Microsoft Office Excel
2013 (Microsoft, USA). Nasledne sme sa snazili urcit, ktora
lieCba sa javi ako najvhodnejSia na Upravu jednotlivych pato-
logicky zvysenych parametrov na fyziologické hodnoty.

Vysledky

Na zaklade stanovenia intracelularnej hladiny IFN-y v bun-
kach s povrchovymi znakmi CD3* a CD3*CD4* sme zistili, ze
pri bunkach s CD3* znakmi doslo k Statisticky vyznamnému
znizeniu hladiny IFN-y pri vSetkych typoch liecby (Subcuvia:
pokles priemerne o 2,23 percentuélneho bodu (p = 0,026),
Dexamed: pokles o 3,74 percentualneho bodu (p = 0,0007),
Medrol: pokles o 4,6 percentualneho bodu (p = 0,004)) a pri
bunkdach s povrchovymi znakmi CD3*CD4* sme zaznamenali
Statisticky signifikantny terapeuticky efekt len priliecbe Med-
rolom (pokles IFN-y 0 2,54 percentudlneho bodu (p = 0,019)).
Prehl'ad vysledkov uvadzame v tabulke 1.

V dalSom kroku sme analogicky stanovili intraceluldrne
hodnoty TNF. Podavanie Subcuvie nejavilo Statisticky vy-
znamné znizenie hladin TNF (p > 0,05). Po podavani oboch
kortikoidov doslo k statisticky vyznamnému poklesu hladin
TNF (Dexamed: v bunkach so znakmi CD3* pokles 0 5,01 per-
centualneho bodu (p = 0,002) a v bunkach s CD3*CD4* znak-
mi pokles o 6,20 percentualneho bodu (p = 0,002), Medrol:
v bunkach s CD3* znakmi pokles o 5,96 percentualneho bo-
du (p =0,022) a v bunkach so znakmi CD3*CD4* pokles 0 5,73
percentualneho bodu (p = 0,025)). Prehl'ad vysledkov znazor-
nuje tabulka 2.

Nésledne sme stanovili pomer Ty1-/Ty2-lymfocytov, kto-
ry bol reprezentovany pomerom cytokinov produkovanych
Tu1-lymfocytmi (IFN-y a TNF) k principidlnemu cytokinu

Tabulka 1. Porovnanie intracelulérnej produkcie IFN-y (CD3* a CD3*CD4*) pred zaciatkom liecby a po 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Sub-

cuvia, Dexamed a Medrol

IFN-y (CD3+) Subcuvia (n = 29) IFN-y (CD3+CD4+) Subcuvia (n = 29)

Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
\ g vy$s i +6,4 V 8 vy$ i 2 +7.2
stupné vyvsefreme. § 33,30 6,45 223 0,026 stupne’ yyvsetrelTlev 5,05 28 033 0351
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 31,07 16,54 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 25,38 +722
Dexamed (n = 24) Dexamed (n = 24)
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 33,92 18,24 Vstupné vysetrenie 2512 + 8,46
-3,74 0,0007 — — 0,6 0,341
Po 6 - 12 tyzdioch liechy | 30,18 +8,74 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 25,72 +10,69
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
\ é vy$ i 2 +5,01 V 8 vy$ i 2 +6,82
stupné vyvsefreme. § 35,26 5,0 46 0,004 stupne’ yyvsetrelTlev 8,03 6,8 254 0,019
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 30,66 +7,28 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 25,49 +7,06
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Tabulka 2. Porovnanie intracelulérnej produkcie TNF (CD3* a CD3*CD4*) pred zaciatkom liecby a po 6 - 12 tyZdrioch liecby liekmi Sub-

cuvia, Dexamed a Medrol

TNF (CD3+) Subcuvia (n = 29) TNF (CD3+CD4+) Subcuvia (n = 29)

Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 41,92 +10,55 Vstupné vysetrenie 43,04 +11,20
-2,80 0,079 — — -312 0,086
Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 39,12 +9,32 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 39,92 +10,54
Dexamed 4 Dexamed 4
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
. > . + A >4 H +
Vstupné vy:sefreme. v 41,07 +10,08 501 0,002 Vstupne’ zly:setrel?lev 42,92 +10,41 620 0,002
Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 36,06 +9,90 Po 6 - 12 tyzdnoch liecby | 36,72 +11,97
Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value Priemer | Smer. odch. | Rozdiel | p-value
Vstupné vysetrenie 40,80 19,40 Vstupné vysetrenie 41,67 +10,06
-5,96 0,022 — — -5,73 0,025
Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 34,84 +11,32 Po 6 - 12 tyzdioch liecby | 35,94 +11,67

Graf 1. Porovnanie pomeru IFN-y/IL-4 (CD3+) pred zaciatkom liec-
by apo 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Subcuvia, Dexamed a Medrol
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Graf 2. Porovnanie pomeru TNF/IL-4 (CD3+) pred zaciatkom liec-
by apo 6 - 12 tyZdnoch liecby liekmi Subcuvia, Dexamed a Medrol
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produkovanému Ty2-lymfocytmi (IL-4). Pri sledovani pome-
ru IFN-y/IL-4 (CD3*) sme odhalili pri vsetkych skusanych
liekoch Statisticky vyznamné zvySenie pomeru v prospech
Tu1-lymfocytov (Medrol: narast pomeru o 3,78 jednotky
v prospech IFN-y (p = 0,00002), Dexamed: ndrast o 2,69 jed-
notky (p = 0,026), Subcuvia: nérast 0 2,19 jednotky (p = 0,003)
(graf 1). Analogicky sme postupovali aj pri bunkdch nesucich
povrchové markery CD3*CD4* (Medrol: nérast pomeru o 6,67
jednotky, Subcuvia a Dexamed nss (p > 0,05).

Dalej sme sledovali pomer Ty1-/Tu2-lymfocytov prezento-
vany cytokinmi TNF a IL-4 pri bunkdch s CD3* znakmi (Med-
rol: narast pomeru TNF/IL-4 o 4,54 jednotky (p = 0,0001),
Dexamed: narast pomeru o 3,62 jednotky (p = 0,013), Sub-
cuvia: narast o0 3,21 jednotky (p = 0,004)) (graf 2) a CD3*CD4*
znakmi (Medrol: narast o 8,52 jednotky (p = 0,00003), Dexa-
med a Subcuvia nss (p > 0,05).

TNF/IL-4 (CD3+)

Graf 3. Porovnanie zastdpenia NK-buniek (CD3-CD56+) pred za-
Ciatkom lieCby a po 6 - 12 tyzdrioch liecby liekmi Subcuvia a Medrol
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Dal$im z cielov $tudie bolo porovnat populaciu NK-bu-
niek (CD3:CD56*). Dexamedom bola liecena iba jedna pa-
cientka, preto sme ho nezahrnuli do Statistického spracova-
nia dat (populacia NK-buniek pred lie¢bou 17,77 %, po liecbe
pokles na 8,37 %). Vyznamny bol pokles NK-buniek po liecbe
Medrolom, priemerne pokles o 8,84 percentualneho bodu (p
=0,011). Pri liecbe Subcuviou neboli pozorovane $tatisticky
signifikantné zmeny v populécii NK-buniek (graf 3).

V poslednej ¢asti $tudie sme monitorovali hladiny antifo-
sfolipidovych protilatok (APA). Najvy$siu Uspesnost dosiah-
lalieCba Dexamedom, ktor podstupilo 6 pacientok (n = 5 po-
kles APA na referen¢né hodnoty, n = 1 bez odpovede). Liek
Subcuvia sa podaval 3 pacientkam (n = 2 pokles APA na fy-
ziologické hodnoty, n = 1 bez odpovede). Peroralnym korti-
kosteroidom Medrol sa liecilo 9 pacientok (n = 4 Gprava hla-
din APA na fyziologické, n = 5 bez odpovede).

Diskusia

Ako prvé sme u pacientok s imunologicky zapriCinenymi
poruchami plodnosti porovnavali hodnoty prozapalovych Ty1
cytokinov (IFN-y, TNF) pred liecbou a po 6 — 12 tyzdnoch
liecby Subcuviou, Dexamedom a Medrolom. Dostupné zdro-
je uvadzaju, ze vhodnymi lieCivami na znizenie hladin danych
cytokinov sa zdaju imunoglobuliny a glukokortikoidy®. Z na-
Sich vysledkov vyplyva, Ze liecba metylprednizolénom (Med-
rol) ma najvyraznejsi efekt na znizenie zvysenych hodnot
IFN-y. ZvySené hodnoty TNF sa Uc¢inne znizili aplikaciou kor-
tikosteroidov, pricom Gcinnost dexametazdnu a metylpred-
nizolénu sa zdé podobnd. Z vysledkov mozno usudzovat,
ze pri zvySenych hodnotach Ty1 cytokinov je najvhodnejSia
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lieCba peroralne poddvanym metylprednizolénom. Tato lie¢-
ba je zaroven najlacnejSia a najjednoduchsie sa aplikuje, ¢o
moze prispiet k zvyseniu kompliancie pacientok.

V dalSej Casti prace sme vytvorili pomer Ty1-/T,2-lymfo-
cytov na zaklade pomeru cytokinov produkovanych tymito
bunkami, t. j. pomer IFN-y/IL-4 a TNF/IL-4. Dalo by sa oCa-
kavat, ze ked' jednotlivé lieCiva znizuju hodnoty prozépalo-
vych Ty1 cytokinov, pomer Ty1-/Ty2-lymfocytov sa bude zni-
Zovat. Vysledkom liecby vsak bolo vo vsetkych pripadoch
zvySenie pomeru v prospech Ty1-lymfocytov. D4 sa to vy-
svetlit tym, Ze aj ked hodnoty prozapalovych cytokinov kle-
saju, hodnoty timivého IL-4 klesaju esSte vyraznejsie. Je dis-
kutabilné, ¢i ma zmysel sledovat pomer T,1-/Ty2-lymfocytov
pred samotnym pocatim. Az do momentu oplodnenia je pre
telo fyziologické, ze Ty1-lymfocyty v krvi prevladaju — svo-
jim posobenim zabezpecuju boj proti cudzorodym antigé-
nom, ktory je nevyhnutny na zachovanie integrity organizmu.
Az po oplodneni nastdva fyziologické preklopenie pomeru
v prospech timivych Ty2-lymfocytov. Vysledky mozu byt na-
pomocné v pripadoch, ked' su okrem zvysSenych Ty1 cytoki-
nov zaroven znizené hodnoty Tn2 cytokinov. V tychto pripa-
doch je dolezité, aby lieCba popri znizovani prozapalovych
cytokinov neviedla k este vyraznejSiemu prehibeniu defici-
tu timivych Ty2 cytokinov. Kedze pomer Ty1-/Th2-lymfocytov
vo vSetkych skupinach najmenej zvySovala liecba imunoglo-
bulinmi (Subcuvia), v tychto situacidch sa zda vhodnou vol-
bou. Mimo tychto pripadov snahou zostéva ¢o najviac znizit
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Ty1 cytokiny, ktoré pre svoje embryotoxické posobenie pred-
stavuju pre tehotenstvo vacsie riziko.

NajvyraznejSia redukcia zvysSenej populdcie NK-buniek sa
dosiahla pri lieCbe kortikosteroidmi. Tieto vysledky suhla-
sia s vysledkami viacerych publikovanych $tadii®. Aj ked vo
vSeobecnosti sa Ziadne z pouzivanych lieCiv nepovazuje za
Specifické pre NK-bunky, za najucinnejsie sa pokladaju imu-
noglobuliny a metylprednizolén®,

Pri zvySenych hodnotach APA dosiahla najvyssSiu Uspes-
nost lieCba Dexamedom. Viaceré dostupné studie porovna-
vali Uspesnost lieCby pacientok s APA pocas tehotenstva.
Vaquero a kol. dokazali priblizne rovnaku tcinnost prednizé-
nu a imunoglobulinov pri zna¢ne nizS§om pocte tehotenskych
komplikacii u IVIg?. Vysledky nasej prace potvrdzuju uspes-
nost liecby imunoglobulinmi, vyraznejsi efekt sa vSak ukazal
pri lietbe dexametazénom.

Zaver

Snahou tejto prace bolo priniest zavery, ktoré by pomohli
lekarom s volbou vhodného lieCiva a sluzili ako zaklad pre
dalSie skimanie problematiky. Je samozrejmé, ze v oblas-
ti mediciny pracujeme s vyraznou interindividualnou variabi-
litou a odpoved kazdej pacientky na tu istu lieCbu sa moze
lisit. Preto zdéraznujeme potrebu Sirsieho vyskumu proble-
matiky na vacsej vzorke pacientok. Vysledkom dalSich vy-
skumov by tak mohlo byt zostavenie algoritmu na liecbu po-
ruch plodnosti, ktory na poli slovenskej mediciny absentuje.
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