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Използвани съкращения 

М1 – Macrophages Type 1, Макрофаги тип 1 

М2 – Macrophages Type 2, Макрофаги тип 2 

МФ – Macrophages, Макрофаги 

APC – антиген-представящи клетки 

AUC – Area Under the Curve, Площ под кривата 

BMI – Body Mass Index, Индекс на телесното тегло 

CCL – Chemokine (C-C motif) ligand, Хемокинов лиганд 

CD – Cluster of Differentiation, Клъстер на диференциация  

CDC - Center for Disease Control and Prevention, Център по превенция и контрол 
на болестите  

CRP - C-reactive protein, C-реактивен протеин  

ECLIA - Electrochemiluminescence immunoassay, Електрохемилуминисценция 

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay, Ензимносвързан иммунен тест 

G-CSF – Granulocyte colony stimulating factor, Гранулоцитна колония 
стимулиращ фактор 

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, Гранулоцит-
макрофаг колония стимулиращ фактор 

hCG – Human Corion Gonadotropin, Човешки хорион гонадотропен хормон 

ICSI – Intracytoplasmic Sperm Injection, Интрацитоплазмена спермална инжекция 

IDO - индоламин 2,3-диоксигеназа 

IFN-γ – Interferon γ, Интерферон γ 

IL – Interleukin, Интерлевкин 

IVIG – Intravenous Immunoglobulin, Интравенозен имуноглобулин  

LH – Luteinising Hormone, Лутеинизиращ хормон 

NK - Natural Killer Cells, Клетки естествени убийци 

https://www.cdc.gov/art/artdata/index.html
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NS – Несигнификантно 

PBMC – Peripheral Blood Mononuclear Cells, Мононуклеарни клетки от 
периферна кръв 

PBS - Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Фосфатен буфер 

PD-L1 - Programmed Cell Death Ligand 1, Лиганд за програмирана клетъчна 
смърт 1 

PRP – Platelet-Rich Plasma, Богата на тромбоцити плазма 

RIF – Repeated Implantation Failure, Повтарящи се имплантационни неуспехи 

ROC – Receiver Operating Characteristic, Kрива на работната характеристика 

TGF-β – Transforming Growth Factor β, Трансформиращ растежен фактор β 

Th – T helper cells, Т клетки помощници 

Tk- T killer cells, Т клетки убийци 

TNF-α – Tumour Necrosis Factor α, Тумор некрозис фактор α 

Treg – T regulatory cells, Т регулаторни клетки 

Trm - T resident mempory, Т локални клетки на паметта 

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor - съдов ендотелен растежен фактор 

γδT – γδ T lymphocytes, γδ Т лимфоцити 
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I. УВОД 

Все по-често в клиниките по асистирана репродукция се срещат случаи на 
пациенти, които страдат от повтарящи се имплантационни неуспехи (repeated 
implantation failures – RIF). Това е много трудна група за репродуктивните лекари-
практици, защото за откриването на причината за това състояние липсват 
стандартизирани подходи. Ембрионалната имплантация е комплексен процес, 
който зависи от наличието на рецептивен ендометриум, балансирана хормонална 
сигнализация и правилно регулирана имунна среда. Според скорошни 
публикации, при 82% от RIF случаите се открива абнормална ендометриална 
имунна регулация. Независимо, че интересът към имунологичния аспект на 
ембрионалната имплантация расте, все още няма установен комплекс от 
биомаркери, които да насочват взимането на решения при случаите с RIF. 

Ендометриалната имунната микросреда е съставена от разнообразни имунни 
популации, които включват NK клетки, макрофаги, Т лимфоцити и др, които имат 
основни роли в модулацията на имплантацията. Нарушения като повишени 
повишено количество на цитотоксични NK клетки или редуцирани нива на Т 
помощни клетки, са предложени като потенциални причини за неуспешна 
имплантация. Множество проучвания предлагат разнообразни методи за 
третиране при наличие на ендометриални имунни нарушения. За съжаление, 
липсата на дефинирани имунни маркери пречи на клиничното приложение на 
локални имунорегулаторни терапии, от една страна заради насочване към 
конкретна терапия и от друга – защото няма доказателства за директния ефект от 
различните терапии. В резултат, имунните третирания, които целят подобряване 
на резуллтатите за имплантация, са широко отхвърляни от репродуктивните 
специалисти (организациите на репродуктивните специалисти) заради 
недостатъчно подкрепящи доказателства. Идентифицирането на надеждни 
имунни индикатори може да улесни стратификацията на пациентите и 
персонализираното третиране за RIF пациентите. 

Целта на тази дисертация бе да характеризира ендометриалния имунен профил 
при жени с RIF, като по този начин се идентифицират ключови имунни промени, 
които да служат като потенциални биомаркери за имплантационен неуспех. 
Корелирайки специфични имунни профили с клинични изходи, това изследване 
целеше да създаде основа за развиването на насочени имунологични 
интервенции. В допълнение, натрупаните в този труд данни, могат да позволят 
оценяването на ефективността на различни имунорегулаторни терапии, 
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адресирайки критична липса в практиката на модерната репродуктивна 
медицина. 

Присъствието и разпределението на имунните клетки в ендометриума беше 
оценено чрез имунохистохимично оцветяване и анализиране със софтуер за 
визуален анализ. По този начин могат да се дефинират имунни параметри, които 
да се използват като индикатори за ендометриалната рецептивност и да ръководят 
бъдещи терапевтични стратегии за пациенти, които страдат от RIF.  

Това изследване има потенциала да подобри разбирането за причините за 
повтарящите се имплантационни неуспехи, като свърже теоретичната 
репродуктивната имунология и клиничната практика и да допринесе за 
утвърждаването на имунни интервенции, основани на доказателства (теоретични 
и практически). Идентификацията на имунни маркери ще положи път за 
персонализирани репродуктивни лечения, подобрявайки резултатите при 
пациенти, които преминават през ин витро процедури.  
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II. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ      

Целта на настоящата дисертация бе да се установят имунни индикатори 
за ендометриална рецептивност, които да дават оценка на ефективността на 
проведена локална имунотерапия при ин витро пациенти с повтарящи се 
имплантационни неуспехи. 

За да се изпълни тази цел бяха поставени следните задачи: 

1. Събиране на клинични данни за изследваните пациенти – 
серологични изследвания и резултати от проведени ин витро 
процедури. 

2. Количествено и качествено определяне на имунните популации, 
които присъстват в ендометриалната строма по време на средна 
лутеална фаза при пациенти с повтарящи се имплантационни 
неуспехи. 

3. Определяне на различията в количествата на имунните популации в 
ендометриалната строма по време на средна лутеална фаза между 
пациенти с успешна и неуспешна ембрионална имплантация.  

4. Избор на ендометриални имунни индикатори за ендометриална 
рецептивност. 

5. Определяне на състав на мононуклеарни клетки от периферна кръв 
(РВМС), както и на секретирани продукти след култивиране. 

6. Определяне на ефекта на приложено третиране с РВМС върху 
успеваемостта след ембриотрансфер.  

7. Определяне на ефекта на приложено третиране с РВМС върху 
избраните имунни индикатори за ендометриална рецептивност. 

8. Сравняване на ендометриалните имунни показатели за рецептивност 
преди и след поставяне на РВМС според резултата от 
ембриотрансфер. 
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III. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ  

Настоящото изследване бе проведено в два етапа. В етап 1 бяха сравнени 
имунни показатели в ендометриума на пациенти с многократни имплантационни 
неуспехи (RIF) и предстоящ трансфер на ембриони, довели съответно до успешна 
или неуспешна имплантация. На базата на проведен статистически анализ са 
подбрани имунни показатели, които показват значителни различия между 
случаите с успешна и неуспешна имплантация. 

В етап 2 бе изследван ефекта на поставянето на клетъчно „лекарство“ от 
автоложни мононуклеарни клетки от периферна кръв (PBMC) върху подбраните 
от предишния етап имунни показатели. Бяха взети ендометриални биопсии на 
група пациенти (отговарящи на конкретни критерии за включване/изключване) 
преди и след поставяне на клетъчното лекарство и бяха сравнени 
гореспоменатите имунни показатели. Разгледани бяха и резултатите от проведен 
ембриотрансфер след поставяне на РВМС и връзката с гореспоменатите имунни 
показатели. 

В изследването бяха използвани следните методи: 

Клинични методи 

Вземане на ендометриална биопсия под ултразвуков контрол 

Фоликулярна пункция под ултразвуков контрол 

Ембриотрансфер под ултразвуков контрол 

Интраутеринно поставяне на РВМС  

Лабораторни методи 

Датиране на деня от менструалния цикъл чрез модифицирани критерии на Нойес 

Спермален анализ и обработка на еякулати за интрацитоплазмена инжекция на 
сперматозоид (ICSI) 

Интрацитоплазмена инжекция на сперматозоид (ICSI) 

Култивиране и оценка на качеството на ембриони  

Замразяване и размразяване на ембриони 

Електрохемилуминисценция (ECLIA) 

Ензим-свързан имуносорбентен анализ (ELISA) 
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Изолиране  и култивиране на РВМС 

Тест за преживяемост на клетки 

Флоуцитометричен анализ на клетъчни популации в периферна кръв  

Хистохимично оцветяване на ендометриални биопсии 

Имунохистохимично оцветяване на клетъчни популации в ендометриални 
биопсии 

Микроскопски анализ 

Количествен визуален анализ чрез софтуер за визуална обработка 

Статистически методи 

Kolmogorov-Smirnov тест  

Рангов Spearman корелационен анализ 

t-тест на Student 

U-тест на Mann-Whitney 

Wilcoxon Signed Rank тест 

ROC криви и оценяване на AUC 

Определяне на оптималната граница въз основа на минималната абсолютна 
стойност на разликата между стойностите на чувствителност и специфичност  

Проведените тестове за различие, дескриптивен, корелационен статистически 
анализ, изготвянето на ROC кривите и оценяването на AUC са извършени със 
софтуер SPSS (v. 21, IBM). 

Изготвянето на фигурите и графичното представяне на резултатите са направени 
чрез софтуери SPSS v.21 (IBM, Chicago, IL, USA), Graph Pad Prism 10 (GraphPad, 
San Diego, CA), HALO Image Analysis Software v3.4.2986.185 (Indica Labs, 
Albuquerque, NM, USA) и BioRender.com.  
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IV. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ  

1. Резултати - Етап 1 
1.1. Процентно разпределение на имунни клетки в цялата 

изследвана група и корелация между тях 

Репрезентативно оцветяване за всички изследвани маркери, оцветяване с 
хематоксилин и еозин и негативна контрола са представени на фигура 4.1. 

 

Фигура 4.1: Репрезентативни снимки на оцветени препарати от ендометриум в 
средна секреторна фаза с използваните антитела. 

Процентите на изследваните имунни клетки в ендометриалната строма на всички 
пациенти от етап 1 в медиана и диапазон са представени на фигура 4.3.  
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Корелационният анализ показа, че всички изследвани имунни клетки в 
ендометриалната строма корелират значително (р<0.001). Най-високият 
корелационен коефициент се наблюдава между МФ и T лимфоцитите (R=0.563, 
p<0.001), NK клетките и Mon (R=0.588, p<0.001) и NK и B клектите (R=0.547, 
p<0.001). Най-слаба корелация беше установена между двойките Th и Т 
лимфоцити (R=0.16, p<0.001) и Моn и Т лимфоцити (R=0.21, p<0.001). 
Независимо от тях, обаче, всички разглеждани корелации са с висок р коефициент 
и са положителни. При повишаванто на един клетъчен тип се наблюдава 
повишаване и на останалите (Фигура 4.3). 

 

Фигура 4.3: А) медиана на процент и диапазон на изследваните имунни клетки; 
Б) Корелограма на Spearman корелационни коефициенти между процентите на 
изследваните имунни клетки. Всички корелации са значими (р<0.05). 

1.2. Количества имунни клетки в изследваните групи пациенти в 
етап 1 по отношение на резултата след ембриотрансфер 

Количествата на изследваните имунни клетки и различията между тях в двете 
групи (с успешна и неуспешна ембрионална имплантация) са описани в таблица 
4.2 и фигура 4.4.  
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Таблица 4.2: Изследвани имунни клетки в пациентите в етап 1, по отношение 
на резултата след ембриотрансфер. 

Клетки Успешна 
имплантация 

Неуспешна 
имплантация 

P 
стойност 

Общи Т лимфоцити, % 0.51 (0.62) 0.81 (0.43) 0.011* 

T помощници (Th), % 0.20 (0.37) 0.17 (0.19) 0.285 

T убийци (Tk), % 0.40 (0.36) 0.36 (0.35) 0.959 

Естествени убийци (NK), % 0.43 (0.42) 0.48 (0.53) 0.959 

Макрофаги (МФ), % 0.51 (0.45) 0.64 (0.49) 0.379 

Моноцити % 0.74 (0.62) 0.58 (0.43) 0.096 

Б клетки (В), % 0.05 (0.09) 0.06 (0.11) 0.287 

Данните са представени като медиана и IQR 
р-стойност според Mann-Whitney U Test 
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Фигура 4.4: Различия в медиана на процент и диапазон на изследваните имунни 
клетки между изследваните групи пациенти. А) T лимфоцити; Б) Тh; В) Tk; Г) 
NK; Д) MФ; Е) Mon и Ж) В лимфоцити. 

1.3. Корелации между процента на имунните клетки в изследваните 
групи пациенти в етап 1 по отношение на резултата след 
ембриотрансфер 

Корелационният анализ показа, че повечето от изследваните имунни клетки 
корелират значително и в двете изследвани групи (р<0.001). Единственото 
изключение е двойката NK клетки и Т лимфоцити, която не показа корелация в 
групата с успешна имплантация (р=0.271), докато корелира значително в групата 
с неуспешна имплантация (р<0.001) (Фигура 4.5). 
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Фигура 4.5: Корелограми на Spearman корелационни коефициенти между 
процентите на изследваните имунни клетки в групите с А) успешна и Б) 
неуспешна имплантация след ембриотрансфер. Кутийките в сиво индикират 
несигнификантна корелация (р>0.05). 

1.4. Имунни съотношения в изследваните групи пациенти 

Беше направено сравнение на съотношенията между различните типове имунни 
клетки в двете изследвани групи (с успешна и неуспешна ембрионална 
имплантация). В таблица 4.3 са показани съотношенията и различията между тях.  

Таблица 4.3: Съотношения на изследваните имунни клетки между 
изследваните групи в етап 1 по отношение на резултата след ембриотрансфер. 

Съотношение Успешна 
имплантация 

Неуспешна 
имплантация 

P стойност 

NK/T 0.92 (1.82) 0.62 (0.42) 0.052* 

NK/Tk 1.24 (0.87) 1.15 (1.06) 0.881 

NK/Th 2.38 (3.48) 2.82 (5.34) 0.201 

NK/B 7.51 (10.09) 7.44 (6.84) 0.282 
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NK/MФ 0.78 (1.04) 0.83 (0.69) 0.523 

NK/Mon 0.59 (0.39) 0.71 (0.46) 0.046* 

Tk/T 0.69 (1.35) 0.56 (0.39) 0.018* 

Th/T 0.42 (0.94) 0.16 (0.19) 0.002* 

B/T 0.12 (0.19) 0.09 (0.15) 0.253 

MФ/T 1.07 (0.96) 0.75 (0.52) 0.003* 

T/Mon 0.78 (0.91) 1.30 (0.68) <0.001* 

Th/Tk 0.52 (0.77) 0.33 (0.58) 0.052* 

B/Tk 0.16 (0.27) 0.17 (0.24) 0.623 

Tk/MФ 0.74 (0.46) 0.80 (0.52) 0.781 

Tk/Mon 0.47 (0.43) 0.63 (0.49) 0.097* 

Th/Mon 0.26 (0.36) 0.25 (0.24) 0.574 

Th/МФ 0.36 (0.47) 0.24 (0.24) 0.082* 

B/Th 0.34 (0.60) 0.48 (0.53) 0.103 

B/Mon 0.08 (0.12) 0.11 (0.12) 0.025* 

MФ/Mon 0.76 (0.66) 0.80 (0.61) 0.245 

B/MФ 0.10 (0.17) 0.13 (0.14) 0.289 

Данните са представени като медиана и IQR 
р-стойност според Mann-Whitney U Test 
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1.5. Избор на ендометриални имунни индикатори за ендометриална 
рецептивност 

От изследваните имунни показатели, описани по-горе (т. 3 и т. 5), бяха избрани 
да бъдат анализирани за значимост за предикция на резултат от ембрионална 
имплантация тези, които са показали значителни (p<0.05) или близки до 
значителни (0.05<p<0.1) различия в групите с успешна и неуспешна имплантация, 
а именно: процент общи Т лимфоцити, процент моноцити, съотношения: NK/T, 
NK/Mon, Th/T, Tk/T, MФ/T, T/Mon, Th/Tk, B/Mon, Th/MФ, Tk/Mon. 

Беше установено, че при процентът общи Т лимфоцити, процентът моноцити, 
съотношенията NK/Mon, T/Mon, B/Mon и Тk/Mon, AUC (площта под кривата) има 
стойност по-малка от 0.6, което показва ниска дискриминативна стойност на 
избраните показатели. При съотношенията NK/T, Tk/T, Th/T, МФ/Т, Th/Tk и 
Th/МФ AUC е по-висока от 0.6, което показва висока дискриминативна стойност 
на избраните показатели (Таблица 4.4 и фигура 4.6).  

Таблица 4.4: Резултати за площ под кривата (AUC) при изследваните 
показатели  

Площ под кривата (AUC) 

Изследван 
показател 

AUC Стандартна 
грешка а 

Значимост 
на 

асимптотатаb 

Асимптотен 95% 
доверителен интервал 

Долна 
граница 

Горна 
граница 

Общи T 
лимфоцити 

0.357 0.054 0.011 0.252 0.462 

Моноцити 0.593 0.055 0.096 0.484 0.702 

NK/T 0.610 0.054 0.052 0.503 0.716 

NK/Mon 0.389 0.055 0.046 0.282 0.496 

Tk/T 0.638 0.056 0.018 0.528 0.747 
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Th/T 0.684 0.056 0.002 0.575 0.794 

MФ/T 0.669 0.054 0.003 0.563 0.775 

T/Mon 0.293 0.052 0.000 0.191 0.395 

Th/Tk  0.617 0.058 0.052 0.503 0.730 

B/Mon  0.374 0.053 0.025 0.270 0.479 

Th/MФ 0.603 0.057 0.082 0.492 0.714 

Tk/Mon 0.404 0.056 0.097 0.294 0.515 

a. При непараметрично допускане 

b. Нулева хипотеза: истинската площ = 0.5 

 

За съотношенията NK/T, Tk/T, Th/T, МФ/Т, Th/Tk и Th/МФ бяха определени 
гранични стойности. Съотношението NK/T със стойност 0.67 (AUC 0.610, 95% CI 
0.50-0.72) се асоциира с 58.2% чувствителност и 59.1% специфичност за 
предикция на успеваемостта след ембриотрансфер. Съотношението Tk/T със 
стойност 0.63 (AUC 0.638, 95% CI 0.53-0.75) се асоциира с 61.0% чувствителност 
и 60.5% специфичност за предикция. Стойност на съотношението Th/T от 0.24 
(AUC 0.68, 95% CI 0.58–0.79) има 64.4% чувствителност и 64.1% специфичност, 
докато при МФ/Т стойност от 0.85 (AUC 0.67, 95% CI 0.56–0.78) показва 66.2% 
чувствителност и 66.7% специфичност. Стойност на съотношението Th/Tk 0.41 
(AUC 0.62, 95% CI 0.50-0.73) се асоциира с 58.9% чувствителност и 60.0% 
специфичност за предикция и стойност на съотношението Th/MФ от 0.28 (AUC 
0.60, 95% CI 0.49–0.71) е със 59.7% чувствителност и 59.0% специфичност на 
предикцията за успеваемостта след ембриотрансфер. Показателите за 
способности на предсказване граничните стойности на всеки от индикаторите – 
положителна предиктивна стойност (PPV), отрицателна предиктивна стойност 
(NPV) и прецизност (Accu) са описани в таблица 4.5. 
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Таблица 4.5: Гранични стойности и характеристиките им за избраните 
ендометриални имунни индикатори за рецептивност. Sensitivity – 
чувствителност; Specificity – специфичност; PPV (positive predictive value) – 
положителна предиктивна стойност; NPV (negative predictive value) – 
отрицателна предиктивна стойност; Accu – прецизност. 

Показател Гранична 
стойност 

Sensitivity Specificity PPV NPV Accu 

NK/T 0.67 58.2% 59.1% 68.4% 48.1% 58.56% 

Tk/T 0.63 61.0% 60.5% 67.9% 53.1% 60.78% 

Th/T 0.24 64.4% 64.1% 73.1% 54.3% 64.29% 

MФ/T 0.85 66.2% 66.7% 76.3% 54.9% 66.36% 

Th/Tk 0.41 58.9% 60.0% 67.3% 51.1% 59.38% 

Th/MF 0.28 59.7% 59.0% 69.8% 47.9% 59.41% 

При сумиране на индикаторите, които предсказват успешна имплантация за всяка 
пациентка и сравняване на тези суми според успеваемостта след ембриотрансфер 
се оказва, че има значителни различия в тази сума между успешните и 
неуспешните случаи. При жените с успешна имплантация се наблюдават 
значително повече еднометриални имунни индикатори, които предсказват успех 
според стойността си спрямо граничната стойност (Фигура 4.7). 
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Фигура 4.7: Сума от ендометриални имунни индикатори, които предсказват 
успех, според успеваемостта на имплантация след ембриотрансфер. 
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2. Дискусия - етап 1 

В етап 1 от проведеното изследване анализирахме данните за количествата и 
съотношенията на имунните клетки в ендометриуми на жени с RIF, които са 
преминали през ин витро процедура и имат резултат след ембриотрансфер.  

Наличието на всички изследвани имунни типове клетки (Общи Т лимфоцити, Тh, 
Tk, Mon, MФ, NK и В лимфоцити) във всички проби от избраните пациенти 
показва еднозначно, че имунната компонента в ендометриума е основен играч в 
репродуктивните процеси като ембрионалната имплантация. Най-широко 
разпространените имунни клетки в ендометриалната строма се оказаха CD3+ Т 
лимфоцитите, което е очакван резултат, тъй като са основен тип лимфоцити, към 
които се включват много други Т лимфоцити, които са от значение за имунните 
процеси (Т хелпери и тн.). Наличието на най-малко В лимфоцити във всички 
проби също може да бъде обяснено с функцията им. Засилената продукция на 
антитела в ендометриума би попречила на естествените репродуктивни процеси, 
като инсеминация и имплантация, докато ниското количество В клетки би могло 
да бъде достатъчно за предпазване от случайно навлезли патогени в матката. 

При разглеждане на имунния състав на ендометриалната строма от пациенти в 
групата с успешната и неуспешната имплантация след ембриотрансфер се 
наблюдаваше липсата на значителна разлика в процентите на основните типове 
имунни клетки. Беше установено само едно изключение – процентът на CD3+ Т 
лимфоцитите беше значително по-нисък в представителите на групата с успешна 
имплантация. Други автори също наблюдават по-висок брой и плътност на 
общите Т лимфоцити при пациенти с повтарящи се имплантационни неуспехи 
(Kavvadas et al., 2022), докато има и проучвания, които не откриват разлика в 
процента на CD3+ в матката между фертилни и пациенти с повтарящи се 
имплантационни неуспехи (Kolanska et al., 2019). Тези противоречиви резултати 
показват необходимостта от по-комплексно наблюдение на имунните популации 
в ендометриума. Специфичният брой на всяка клетъчна популация не влияе на 
ендометриалната рецептивност. Висок или нисък процент на изследваните 
имунни клетки в ендометриалната строма, само по себе си,  няма отношение към 
успеваемостта след ин витро. От значение е, обаче наличието на достатъчно 
противореактивни и регулиращи имунни клетъчни типове, чрез които цялата 
имунна популация в ендометриума да проявява балансирано и еднопосочно 
действие. Това вероятно е и причината за наблюдаваните от нас значителни 
различия в имунните съотношения между успешните и неуспешните случаи. 
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Хипотезата, че специфичният брой на всяка клетъчна популация няма отношение 
към успеваемостта на имплантацията, за разлика от баланса между имунните 
популации, се потвърждава допълнително от резултата относно значителните 
асоциации между количествата на имунните клетки. Наблюдаваната силна 
корелация между всички изследвани типове имунни клетки показва, че те 
действат съгласувано при подготовката на толерантния ендометриум. 
Положителната корелация между В клетките, Т лимфоцитите, МФ и NK клетките 
е установена и в други проучвания (Zhao et al., 2020). Въпреки това двойката NK 
и общи Т клетки не показва корелация при пациенти с успешна имплантация, за 
разлика от случаите на нарушена имплантация, където тази двойка представя 
висок коефициент на корелация. Лошите резултати от асистирана репродукция 
често са причинени от скрито възпаление на ендометриума, което се 
характеризира с пропорционално увеличение на броя на NK и Т лимфоцитите 
(Cook et al., 2014). Въпреки че не беше открита значителна разлика в процента на 
NK клетките при изследваните пациенти, наблюдаваната значима корелация 
представлява кохерентността в действието на NK и Т лимфоцитите. 
Цитотоксичните ендометриални NK клетки насърчават размножаването на Т 
лимфоцитите и по този начин предизвикват провъзпалителна среда, която може 
да навреди на оцеляването на плода (Sharma, 2014). Съотношението NK/Т, което 
е значително по-високо при успешните случаи, показва необходимост от баланс 
между тези две клетъчни популации. При гранична стойност от 0.67 се наблюдава 
висока положителна предиктивна способност на този показател (Таблица 4.5). 

Действието на цитотоксичните ендометриални NK клетки също се изразява и в 
индуциране на изместване в профила на CD4+ Тh към секреция на Th1 цитокини 
и активирането на незрелите CD3+ Т клетки към превръщането им в Т ефектори 
(промяна в съотношението Th/Tk). Някои автори свързват промяната в 
съотношението Th/Tk с неуспешна имплантация (Marron et al., 2019a; Marron et 
al., 2019b). Този резултат се повтаря в нашето проучване със значително по-ниско 
съотношение на Th/Tk в групата с неуспешна имплантация с намалени Th и/или 
повишен процент на Tk лимфоцити. Освен това, гранична стойност за 
съотношението Th/Tk от 0.41 показва прогнозна стойност за успеха на 
имплантирането при изследваните пациенти с висока прецизност (таблица 4.5). 
Предвид факта, че не беше установена разлика в процентите на Th или Tk  в 
пробите от RIF пациенти с успешна и неуспешна ембрионална имплантация, се 
потвърждава твърдението, че балансираната относителна експресия на двете 
популации на Т лимфоцити е необходима за успешна ембрионална имплантация. 
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Този баланс изисква наличието на два основни подтипа Tk имунни клетки, CD8+ 
Т клетки, участващи във функцията на тъканната памет и CD8+ Т ефектори, които 
секретират TNFα, IFNγ и т.н. Въпреки отрицателния си ефект върху развитието 
на ембриона, CD8+ ефекторните цитокини са отговорни за клетъчната 
диференциация, тъканното ремоделиране и ремоделирането на спирални артерии, 
които са необходими за поддържане на ембрионалното прикрепване към 
ендометриума (Terranova et al., 1995). CD4 положителните Тh контролират 
действието на CD8+ Т ефекторите по два начина: чрез секреция на цитокини като 
IL-10 и TGF-β или чрез участие в програмирането на CD8+ Т клетки за 
диференциране към клетки на дългосрочната памет (Zhang et al., 2018). CD8+ Т 
клетките на тъканната памет са отговорни както за бързия отговор на тъканна 
реинфекция с патогени чрез бързо освобождаване на IFN-γ и други 
провъзпалителни цитокини и хемокини, така и за секрецията на 
противовъзпалителни цитокини IL-4, TGF-β (Huang et al., 2020). Специфичният 
за плода CD8+ Т клетъчен отговор се инициира по време на имплантация и 
бременност, за да се стимулира противовъзпалителното и нецитотоксично 
действие на Т лимфоцитите (Tilburgs et al., 2010) (Фигура 5.1). За това и беше 
намерено значително повишаване на съотношението Тk/Т при пациентите с 
успешна имплантация. При гранична стойност от 0.53 се наблюдава висока 
положителна предиктивна стойност за успеваемост след ембриотрансфер при 
жени с предишни имплантационни неуспехи (Таблица 4.5).  
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Фигура 5.1: Взаимодействие между имунните клетки в ендометриума по време 
на имплантационния прозорец в случай с успешна имплантация (вляво) и в 
случай с неуспешна имплантация (вдясно). Tk – Т клетки убийци; Trm – T resident 
memory;  MФ – макрофаги; Th2 – Т помощници тип 2; B кл – Б лимфоцити; Th – 
Т помощници; nT – наивни Т клетки; NK -естествени убийци; Treg – Т 
регулаторни клетки; Th1 - Т помощници тип 1; Tk ef – Т ефекторни клетки 
убийци; M1 – макрофаги тип 1; M2 – макрофаги тип 2; cytNK – цитотоксични 
естесвени убийци; IL – интерлевкин; TGFβ - Трансформиращ растежен фактор β; 
IFNγ - Интерферон γ;  TNFα - Тумор некрозис фактор α; VEGF - съдов ендотелен 
растежен фактор; GM-CSF - Гранулоцит-макрофаг колония стимулиращ фактор. 
Стрелки цвят: зелена – активиране, лилава – преобразуване, синя – влияние чрез 
цитокини, червена – блокиране. 

Ролята на CD4+ Тh лимфоцитите в динамичния процес на имплантиране също се 
отразява от разликата в съотношението Th/T между групите с успешна и 
неуспешна имплантация на ембриони, наблюдавани в това проучване. При 
пациенти с успешна имплантация беше установено, че CD4+ Т клетките са по-
широко представени в цялото семейство Т лимфоцити с гранично съотношение 
от 0.24. Тази гранична стойност показва висока прецизност на предикция на 
успеваемост след ембриотрансфер (Таблица 4.5). Преобладаващата Th популация 
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по време на предимплантационния период изразява Th1 фенотип, който е 
необходим за имплантиране, тъй като участва в тъканното ремоделиране и 
ангиогенезата (Wu et al., 2020). По време на периода на имплантиране 
поведението на ендометриалните Th клетки се променя в Th2 тип фенотип, който 
насърчава толерантността към ембриона. Наличието на Th1 провъзпалителна 
среда, по време на късните етапи на имплантация са свързани с неуспешна 
имплантация. Следователно, относително по-голямото съотношение Th/T 
позволява на повече CD4+ Т клетки да претърпят Th2 фенотипна промяна. На 
свой ред, изместването към Th2 благоприятства активирането на В клетките 
вместо Т ефекторните клетки, което помага на имплантирането да продължи 
(Marron et al., 2019a, Marron et al., 2019b) (Фигура 5.1). 

Друга интересна разлика, наблюдавана в първия етап на проучването е, че 
съотношението МФ/Т също е значително по-високо в групата с успешна 
имплантация. Това съотношение е обсъждано в други проучвания по отношение 
на неговата потенциална прогностична стойност при различни видове рак. 
Според наличните в литературата данни, повишаването на това съотношение е 
свързано с повишен риск от по-нататъшно разрастване на ракавото образувание, 
което предполага, че има активен механизъм в контрола на Т-клетките и 
макрофагите върху тъканната инвазия (Xin et al., 2021). По отношение на процеса 
на ембрионална имплантиране, ние също наблюдавахме по-висока вероятност 
ендометриалната тъкан да позволи инвазия на ембриони при пациенти със 
съотношение МФ/Т по-високо от 0.85. Други проучвания откриват повишени МФ 
при пациенти с репродуктивен неуспех в сравнение със здрави контроли (Wang 
et al., 2021). Въпреки това, балансираното присъствие на Т лимфоцити, в 
съотношение по-високо от 0.85, предсказва успех на имплантацията при пациенти 
с повтарящи се имплантационни неуспехи с най-висока от всички индикатори 
прецизност от 66.7% (Фигура 5.1). 

Макрофагите играят решаваща роля в ендометриума по време на процеса на 
имплантиране, тъй като те регулират ремоделирането на жлезите (Garry et al., 
2010) и ангиогенезата чрез продуциране на съдов ендотелен растежен фактор 
(VEGF) (Sharkey et al., 2000). Доказано е, че по-голямата част от популацията на 
ендометриалните макрофаги при хора и мишки имат имуносупресивен фенотип 
(M2), който се развива под въздействието на IL-10, трансформиращ растежен 
фактор-β (TGFβ), глюкокортикоидни хормони, интерлевкин-4 (IL-4) и 
интерлевкин-13 (IL-13) (Heikkinen et al., 2003). Въпреки това, разпространението 
на Т клетките и тяхната секреция на IFNγ, TNFα и/или липополизахариди, води 
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до провъзпалителна активираща пътека (M1) за производство на цитотоксични 
макрофаги, които са агресивни към инвазиращия ембрион (Mantovani et al., 2002).  
Освен директно инхибиране на МФ-Т ефектор, МФ секретират цитокини (IL-10 
и TGF-β) и метаболитни странични продукти (индол 2,3-диоксигеназа (IDO)), 
които подтискат функцията на ефекторните Т клетки и превръщат наивните Т 
клетки в T регулаторни (Smith et al., 2012; Annacker et al., 2003; Curtsinger and 
Mescher 2010). Т регулаторните клетки от своя страна участват в ангиогенезата и 
контрола върху цитотоксичните клетки в ендометриума чрез секреция на TGF-β, 
IL-10 и др. (Vignali et al., 2008) (Фигура 5.1). 

Поради изброените причини може да се предположи, че избраните имунни 
индикатори за ендометриална рецептивност – NK/T, Tk/T, Th/T, МФ/Т, Th/Tk и 
Th/МФ, могат да се използват като индикатори за състоянието на ендометриума 
спрямо имплантацията. Определените гранични стойности показват висока 
прецизност за предикция на успеваемост на имплантация след ембриотрансфер 
(Таблица 4.5). В допълнение, сумата от индикаторите, които предсказват успех 
след процедурата, също показва висока значимост при предикция на изхода от 
ембриотрансфер (Фигура 4.7). Рецептивността на ендометриума може да бъде 
оценявана чрез разглеждане на изброените индикатори и може да бъде 
предприето индивидуално третиране според преценката на репродуктивния 
лекар-специалист. Освен това, имунните индикатори за ендометриална 
рецептивност могат да бъдат използвани и за разглеждане на ефективността на 
определено имунно лечение, преди да бъде проведен ембриотрансфер.  

Едно от най-популярните и ефективни имунни третирания, по отношение на 
резултата след проведената ин витро процедура е интраутеринното поставяне на 
мононуклеарни клетки, изолирани от периферна кръв (РВМС). Във втория етап 
от настоящото изследване използвахме избраните имунни индикатори за 
рецептивност за характеризиране на ефекта от интраутеринно поставяне на 
автоложни РВМС. 
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3. Резултати - Етап 2 
3.1. Състав на изолираните мононуклеарни клетки от периферна 

кръв (PBMC)  

Видът и количеството на изолираните лимфоцити от периферната кръв беше 
определен флоуцитометрично. Средните стойности на процента клетки от всеки 
вид и стандартното отклонение за изследваните показатели са обобщени в 
таблица 6.3.  

Таблица 6.3: Количество лимфоцити в изолираното PBMC. 

Показател RIF 
пациенти 

Контролна 
група 

Р стойност 

Лимфоцити, % 60.72±7.75 62.14±5.67 NS 

Общи Т лимфоцити % от 
лимфоцити 

60.62±11.17 59.71±18.43 NS 

T helpers / общи Т 
лимфоцити 

29.88±12.42 30.87±13.32 NS 

DPT / общи Т лимфоцити 0.57±0.51 0.64±0.70 NS 

T killers / общи Т 
лимфоцити 

25.30±10.40 26.39±11.75 NS 

DNT / общи Т лимфоцити 4.89±3.00 8.14±4.36 NS 

Моноцити, % 12.90±4.11 12.56±3.41 NS 

Гранулоцити, % 2.40±1.76 2.99±1.48 NS 

Th/Tk, съотношение 1.44±0.82 1.42±0.81 NS 

Стойностите са представени като средна стойност и стандартно отклонение 

p-стойност според Student T test 
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Според проведения флоуцитометричен анализ, съставът, установен от нас, е 
подобен на този, който е описан в литературата (Kleiveland et al., 2015). В 
изолираните РВМС, с малки отклонения, се открива най-висок процент 
лимфоцити (60.7%), в които се включват T лимфоцити, B лимфоцити и NK 
клетки. Допълнително проучване на състава на Т лимфоцитната фракция в 
изолираните РВМС показа, че съотношението между Th и Tk е 1.44 (Таблица 6.3 
и Фигура 6.2). 

 

Фигура 6.2: А) Основен състав на изолираните РВМС; Б) Т лимфоцитни 
популации, като част от лимфоцитите в изолираните РВМС.  

3.2. Предварителен експеримент по избор на метод за култивиране 
на изолираните РВМС 

Ефектът от култивиране на изолираните РВМС с hCG и без него беше оценен чрез 
сравняване на преживяемостта на култивираните клетки и на концентрациите на 
секретираните в средата основни про-инфламаторни (TNF-α и IL-6) и анти-
инфламаторни (IL-4 и IL-10) цитокини за 24 часа инкубиране.  

Нашите данни показаха, че виталността на РВМС културите не се различаваше 
между третираните с hCG и нетретираните култури (79% vs 81%, p>0.05). 

Не се откриха съществени различия в секрецията на нито един от изследваните 
цитокини между третирани с hCG и нетретирани РВМС култури (р>0.05) (Фигура 
6.3). 
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Фигура 6.3: Различия в количествата на А) IL-4; Б) IL-10; В) IL-6 и Г) TNF-α 
между среди от РВМС култивирани без и с hCG. 

В средата на третираните с hCG и в нетретирните култури се откриваха подобни 
количества на про- анти-инфламаторни цитокини, което показва, че 
имуномодулирането на РВМС с hCG не дава ефект върху про- и анти-
инфламаторния профил на РВМС. Поради това, в това изследване беше избрано 
да се работи с нетретирани РВМС.  

3.3. Ефект от интраутеринно поставяне на автоложни РВМС върху 
показатели за наличие на възпаление от периферната кръв  

Количеството на CRP в кръвната плазма беше изследвано в деня на взимане на 
кръв за РВМС (ден LH+4) и 2 дни след поставяне на РВМС (LH+7). Според 
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Wilcoxon-Signed Rank Test не се откриват различия в стойностите преди и след 
поставяне (0.24mg/l vs. 0.26mg/l, респективно, p>0.05). Следователно считаме, че 
интраутеринното поставяне на автоложни РВМС не води до проява на системно 
възпаление.  

3.4. Ендометриални имунни индикатори за ендометриална 
рецептивност след проведена имунотерапия 

Избраните имунни индикатори за ендометриална рецептивност бяха изследвани 
преди и след поставяне на РВМС. В таблица 6.4 са описани резултатите и 
различията между тях според Wilcoxon-Signed Rank Test.  

Таблица 6.4: Ендометриални имунни клетки и ендометриални имунни 
показатели за рецептивност преди и след поставяне на РВМС  

Показатели Преди 
поставяне на 

РВМС 

След поставяне 
на РВМС 

Р стойност 

Общи Т лимфоцити, % 3.35 (2.06) 4.23 (3.49) 0.293 

T помощници (Th), % 0.58 (1.10) 1.52 (1.49) 0.003* 

T убийци (Tk), % 2.39 (2.38) 2.43 (1.74) 1.000 

Естествени убийци (NK), % 4.87 (5.18) 4.00 (8.36) 0.462 

Макрофаги (МФ), % 4.45 (3.02) 4.55 (3.21) 0.791 

NK/T 1.38 (1.08) 1.14 (0.91) 0.192 

Tk/T 0.61 (0.61) 0.47 (0.75) 0.696 

Th/T 0.17 (0.30) 0.32 (0.39) 0.031* 

MФ/T 0.96 (1.05) 0.89 (1.05) 0.767 

Th/Tk 0.32 (0.44) 0.55 (0.62) 0.011* 
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Th/MФ 0.17 (0.31) 0.46 (0.42) 0.037* 

Стойностите са представени като медиана и IQR 

p-стойност според Mann-Whitney U test 

 

При разглеждане на количествата на имунните клетки в ендометриалната строма 
на пациентите преди и след поставяне на РВМС, беше установено, че след 
поставяне на РВМС количеството на CD4+ Th се повишава значително (р=0.003). 

При сравняване на избраните съотношения за ендометриална рецептивност от 
етап 1, се откриват значителни различия в съотношенията Th/T (p=0.031), Th/Tk 
(p=0.011) и Th/MФ (p=0.037). Mедианите на разглежданите съотношения се 
повишават значително, с изключение на MФ/T, което се понижава. На фигура 6.4 
е представена промяната в показателите при всеки отделен случай.  
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Фигура 6.4: Промяна в съотношенията-индикатори за ендометриална 
рецептивност след поставяне на РВМС при всеки пациент. А) NK/T; Б) Tk/T; В) 
Th/T; Г) МФ/Т; Д) Th/Tk и E)Th/МФ. 

3.5. Имунни показатели след поставяне на автоложни РВМС според 
резултата от ембриотрансфер 

Избраните имунни показатели за ендометриална рецептивност след поставяне на 
РВМС бяха сравнени между пациентите с успешна и неуспешна имплантация. 
Съотношението МФ/Т е значително по-високо след поставяне на РВМС при 
жените с успешна имплантация (p=0.006). Останалите имунни индикатори не 
показват значителна промяна (Таблица 6.6 и Фигура 6.6). 
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Таблица 6.6: Сравнение на имунни показатели между пациенти с успешна и 
неуспешна имплантация след поставяне на РВМС в етап 2 

Показател Успешна 
имплантация 

Неуспешна 
имплантация 

P стойност 

NK/T 1.54 (1.47) 1.25 (2.81) 0.412 

Tk/T 0.38 (0.81) 0.38 (1.48) 0.648 

Th/T 0.37 (0.51) 0.33 (0.58) 0.927 

МФ/T 1.93 (1.24) 0.67 (1.08) 0.006* 

Th/Tk 0.48 (0.26) 0.40 (1.46) 1.000 

Th/МФ 0.18 (0.15) 0.50 (1.45) 0.230 

Данните са представени като медиана и IQR 
p-стойност според Mann-Whitney U Test 
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Фигура 6.6: Стойности на избраните ендометриални имунни индикатори за 
рецептивност на всяка пациентка след РВМС, в групи по успеваемост. 
Отбелязани са граничните стойности за имунните индикатори, определени в етап 
1. А) NK/T; Б) Tk/T; В) Th/T; Г) МФ/Т; Д) Th/Tk и E)Th/МФ.  

3.6. Имунни показатели преди и след интраутеринно поставяне на 
автоложни РВМС при жени с успешен ембриотрансфер 

Избраните имунни показатели за ендометриална рецептивност бяха сравнени 
преди и след поставяне на РВМС в групата пациенти с успешна имплантация след 
проведено лечение. Съотношението МФ/Т показва близка до значимост (p=0.068) 
промяна след поставяне на РВМС. Разглеждайки медианите на процентите 
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имунни клетки в ендометриалната строма преди и след поставяне на РВМС, може 
да се каже, че повишаването на съотношението МФ/Т може да се дължи на 
понижаване на общите Т лимфоцити и повишаване на макрофагите, независимо, 
че тази промяна не е значителна (Таблица 6.7 и Фигура 6.7). 

Таблица 6.7: Имунни клетки в ендометриалната строма и ендометриални 
имунни показатели за рецептивност преди и след поставяне на РВМС при 
пациенти с успешна имплантация след лечението  

Показател Преди 
поставяне на 

РВМС 

След 
поставяне на 

РВМС 

P стойност 

Общи Т лимфоцити, % 6.53 (8.31) 3.63 (3.68) 0.273 

T помощници (Th), % 1.05 (1.92) 0.94 (1.21) 0.465 

T убийци (Tk), % 3.21 (2.70) 2.36 (1.72) 0.273 

Естествени убийци (NK), % 15.10 (16.84) 4.81 (11.59) 0.273 

Макрофаги (МФ), % 4.45 (12.04) 7.87 (5.51) 0.715 

NK/T 2.02 (1.62) 1.54 (1.15) 0.715 

Tk/T 0.59 (0.55) 0.74 (0.74) 1.000 

Th/T 0.35 (0.36) 0.37 (0.44) 0.593 

MФ/T 1.21 (1.16) 1.93 (1.13) 0.068* 

Th/Tk 0.53 (0.48) 0.48 (0.22) 0.715 

Th/МФ 0.23 (0.31) 0.18 (0.12) 0.273 

Стойностите са представени като медиана и IQR 
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p-стойност според Wilcoxon Signed Rank Test 

 

Фигура 6.7: Промяна в съотношенията-индикатори за ендометриална 
рецептивност след поставяне на РВМС при пациенти с успешен трансфер. А) 
NK/T; Б) Tk/T; В) Th/T; Г) МФ/Т; Д) Th/Tk и E)Th/МФ. 

3.7. Имунни показатели преди поставяне на РВМС според резултата 
от ембриотрансфер 

За да се разграничат пациентите, при които третирането с автоложни РВМС би 
променило необходимите ендометриални имунни показатели в желаната посока, 
което да доведе до успешна имплантация, бяха сравнени ендометриалните 
имунни показатели преди поставяне на РВМС между пациентите с успешна и 
неуспешна имплантация.  
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В изследваните имунни показатели не се откриха значителни различия между 
групата с успешна и неуспешна имплантация в етап 2. Тоест, подходящите 
пациенти за третиране с автоложно РВМС не могат да бъдат разграничени според 
тези ендометриални имунни показатели. Това, което се наблюдаваше е, че 
медианите на имунните съотношения са по-високи при успешната група, подобно 
на резултатите от етап 1 (таблица 2). Все пак трябва да се има предвид, че 
извадката е много малка и силата на непараметричните тестовете е много ниска. 
Необходимо е да се съберат още данни в бъдещи проучвания (Таблица 6.8 и 
Фигура 6.8). 

Таблица 6.8: Сравнение на имунни показатели между пациенти с успешна и 
неуспешна имплантация преди поставяне на РВМС в етап 2 

Показател Успешна 
имплантация 

Неуспешна 
имплантация 

P стойност 

NK/T 2.02 (1.62) 1.47 (1.80) 0.788 

Tk/T 0.59 (0.55) 0.62 (0.60) 1.000 

Th/T 0.35 (0.36) 0.11 (0.30) 0.412 

МФ/T 1.21 (1.16) 1.02 (0.47) 1.000 

Th/Tk 0.53 (0.48) 0.35 (0.38) 0.412 

Th/МФ 0.23 (0.31) 0.19 (0.29) 0.648 

Данните са представени като медиана и IQR 

p-стойност според Mann-Whitney U Test 
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Фигура 6.8: Различия в медиана на съотношенията-индикатори за ендометриална 
рецептивност между групите с успешна и неуспешна ембрионална имплантация 
преди проведено лечение с РВМС: А) NK/T; Б) Tk/T; В) Th/T; Г) МФ/Т; Д) Th/Tk 
и E)Th/МФ. 

3.8. Проверка способност за предикция на избраните имунни 
показатели. 

На фигура 6.6 са представени стойностите за ендометриалните имунни 
индикатори за всяка от пациентките спрямо избраните гранични стойности. 
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Наблюдава високия положителен предиктивен потенциал на съотношенията 
МФ/Т, NK/Т, Тh/Т и Тh/Тk, тъй като повечето от успешните случаи са със 
стойности на тези съотношения над определените в етап 1 гранични стойности 
(Таблица 4.5).  Също се наблюдава висок отрицателен предиктивен потенциал на 
МФ/Т, Тh/Тk и Тk/Т, тъй като повечето от неуспешните случаи са със стойности 
на тези съотношения под определените в етап 1 гранични стойности (Таблица 
4.5).  Отново трябва да се подчертае, че в тази част на проучването са включени 
едва 11 пациентки и предстоят допълнително обогатяване на изследваната група. 
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4. Дискусия – етап 2 

В етап 2 от настоящото изследване бяха включени 18 пациенти, от които е взета 
ендометриална биопсия един месец преди и два дни след интраутеринно 
поставяне на автоложни РВМС. Ендометриалните имунни показатели за 
рецептивност (NK/Т, Тk/Т, Th/T, MФ/T, Th/Tk и Th/MФ), които бяха определени 
в етап 1 от настоящото изследване, бяха разгледани преди и след поставянето на 
РВМС. След проведеното третиране при 11 пациенти беше проведен 
ембриотрансфер и беше отчетена промяната в същите показатели между 
пациентите с успешна и неуспешна имплантация. За да се открият и показатели, 
които да разграничават пациентите, при които това третиране ще има 
положителен ефект, бяха сравнени и ендометриалните имунни показатели преди 
поставяне на РВМС между пациентите в групите с успешна и неуспешна 
имплантация. Способността за предикция на успеваемостта след ембриотрансфер 
на граничните стойности на избраните имунни показатели също беше отчетена 
чрез сравняване на съотношенията в групите с успешна и неуспешна 
имплантация.  

Изследваната група пациенти в етап 2 има базови характеристики, подобни на 
пациентите от етап 1 – възраст, BMI и индикация за асистирана репродукция, като 
това позволява сравняването на резултатите от ендометриалните биопсии на 
двете групи пациенти.  

Количественият и качественият състав на използваните РВМС за интраутеринно 
лечение беше определен флоуцитометрично. В изолираните фракции 
преобладаващи са лимфоцитите, от които oсновно са CD3+ Т лимфоцити, сред 
които са Тh и Тk лимфоцити в съотношение 1.44. Същият резултат се наблюдава 
и в контролната група изследвани жени, които са здрави и имат поне едно 
раждане. Този резултат е очакван и сходен с количествените данни за РВМС от 
литературата, които показват 70% лимфоцити и съотношение на Тh към Тk от 2:1 
(Kleiveland et al., 2015).  

При сравняване на количествата ендометриални имунни клетки преди и след 
поставяне на РВМС се оказа, че не се откриват значителни различия в 
количествата на общите Т лимфоцити, Тk, NK клетки нито на MФ (р>0.05), но се 
наблюдава значително повишаване на Тh. За съжаление съдбата на 
администрираните РВМС в утеринната кухина не е записвана и проследявана в 
настоящата дисертация и следва да бъде разгледана в следващи изследвания. Това 
би могло да се осъществи чрез животински модели и белязани РВМС. 
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Избраните в етап 1 ендометриални имунни показатели за рецептивност показаха, 
че ефектът от интраутеринно поставяне на автоложни РВМС се изразява в 
повишаване на съотношенията Th/T, Th/Tk и Th/MФ, които индикират 
подобряване на рецептивността на ендометриума. Във всички променени 
съотношения участват Т хелперите и повишаването на тези съотношения се 
дължи именно на промяната в техните количества.  

Независимо, че количествата на Тh лимфоцитите в етап 1 не се различаваха в 
групите с успешна и неуспешна имплантация, тяхното значение се демонстрира 
в количественото им наличие в имунните показатели за ендометриална 
рецептивност. Знае се, че CD4+ Т лимфоцитите играят основна роля в 
установяването на имунната реакция, като изпълняват разнообразни функции, 
чрез секреция на цитокини, които индуцират про- или анти-инфламаторен 
отговор (Luckheeram et al., 2012). Според някои проучвания, наличието на 
повишени количества CD4+ регулаторни клетки и Тh2 се свързва с по-висока 
успеваемост на имплантацията при пациенти с повтарящи се неуспехи (Ahmadi et 
al., 2017; Ricaud et al., 2021).  

Освен чисто количествено за Т хелперите, промяната в съотношенията Th/T, 
Th/Tk и Th/MФ също имат значение за успеваемостта, както беше описано в 
дискусията на етап 1. За това тази значителна промяна след третиране с РВМС, 
както и доближаването до референтните стойности за успешна имплантация от 
етап 1, показват че автоложното третиране с РВМС води до подобрение на 
ендометриалната имунна среда преди ембриотрансфер.  

Независимо, че извадката от 11 пациенти е малка, беше наблюдавана успеваемост 
след третиране с РВМС от 36.4%. Средната успеваемост след първия път ин витро 
при жени между 35-40 годишна възраст, каквато е нашата извадка, е 26% 
(The Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2021). Следователно, 
третирането с автоложни РВМС повишава шансовете за успешна имплантация 
след ембриотрансфер при жени с повтарящи се имплантационни неуспехи с 10%. 
Трябва да се отбележи, че цитираните данни се отнасят за пациенти с неизяснен 
инфертилитет, а не за такива с повтарящи се неуспехи. Регистрираното клинично 
проучване относно влиянието на интраутеринно поставяне на PBMC върху 
успеваемостта след ин витро продължава и към настоящия момент и очакваме, че 
ще се натрупат допълнителни данни, които да бъдат анализирани. 

Резултатите от редица клинични проучвания и мета-анализи показват 
положителния ефект от приложението на РВМС върху успеваемостта на 

https://www.cdc.gov/art/artdata/index.html
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пациенти с повтарящи се имплантационни неуспехи. Клинично проучване от 
2017 потвърждава значителното повишаване на имплантацията при RIF пациенти 
(Li et al., 2017). Мета-анализи от 2020 и 2021 също потвърждават подобрението в 
имплантацията и успешната бременност при RIF пациенти след провеждане на 
третиране с автоложни РВМС с висока степен на значимост, p<0.001 
(Pourmoghadam et al., 2020; Qin et al., 2021; Yang et al., 2020). В повечето 
използвани протоколи за поставяне на интраутеринни РВМС за третиране на 
пациенти с повтарящи се неуспехи се използват нестимулирани РВМС или 
имуномодулирани с hCG (Okitsu et al., 2011; Yoshioka et al., 2006). Клинични 
проучвания са изследвали ефектите от нестимулирани РВМС и такива, 
стимулирани с hCG, върху имплантацията и клиничната бременност и показват, 
че независимо дали клетките са имуномодулирани или не, се наблюдава 
значително по-висока успеваемост от колкото при нетретирани пациенти (Okitsu 
et al., 2011; Yoshioka et al., 2006). Мета-анализ от 2021 върху успеваемостта от 
поставяне на имуномодулирани РВМС с hCG показва, че нито дозата, нито 
средната концентрация на поставените РВМС оказват ефект върху 
терапевтичната ефикасност на проведеното лечение (Qin et al., 2021). 

Независимо от тези литературни данни, ние проведохме предварително 
проучване върху различията в цитокиновата секреция на про- и анти-
инфламаторни цитокини от РВМС от имуномодулиран и чист вариант на 
култивиране. Беше установено, че не се откриват съществени различия в 
концентрациите нито на про-инфламаторните IL-6 и TNF-α, нито на анти-
инфламаторните IL-10 и IL-4 в средите на култивиране на третирани с hCG и 
нетретирани PBMC проби (Ruseva et al., 2022). За това, в проучването е използван 
протокол за култивиране на РВМС без допълнителна имуномодулация.  

Темата за механизма на действие на РВМС след интраутеринно поставяне е 
широко дискутирана в литературата и съществуват редица хипотези, които дават 
обяснение за положителния ефект от това третиране. От една страна е възможно 
навлизането в ендометриалната строма на поставените клетки. Според други 
автори положителният ефект от интраутеринното поставяне на имунни клетки от 
периферната кръв се дължи на локален възпалителен процес.  

В настоящото проучване изследвахме CRP в периферната кръв на пациентите 
преди и след поставяне на РВМС и не открихме повишаване и дори разлики в 
нивата на серумния CRP. Това показва липсата на проява на възпалителен процес 
след поставяне на РВМС, което насочва вниманието ни към механизма за 
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миграция на клетките към стромата или локално модулиране чрез цитокинова 
секреция. Наблюдаваното повишаване на Тh  лимфоцити в ендометриалната 
строма след поставяне на РВМС, може да се обвърже със състава на изолираното 
РВМС (Фигура 7.1). Близо 30% от Т лимфоцитите в състава на РВМС са Тh 
лимфоцити (таблица 6.3 и фигура 6.2). Допълнителни проучвания върху съдбата 
на поставените РВМС в маточната кухина могат да отговорят със сигурност дали 
точно тези Тh лимфоцити мигрират към ендометриалната строма, засега този 
въпрос остава отворен, тъй като това не е обект на настоящото изследване.  

Друга хипотеза за ефекта на РВМС върху локалната имунна среда е, че 
цитокините, секретирани в културалната среда на РВМС изразяват 
имунорегулаторно поведение в маточната кухина. За това в хода на изследването 
на приложеното РВМС бяха разгледани количествата на IL-6, IL-10, IL-4 и TNF-
α в културалната среда на изолираните РВМС. Установихме повишено 
количество и на четирите изследвани цитокина в средата на култивираните 
РВМС. И четирите цитокина имат роля в регулацията на ендометриалната 
имунната среда. Противовъзпалителните цитокини IL-4 и IL-10 инхибират Th1 
клетките и макрофагите и предотвратяват отхвърлянето на ембриона, докато 
провъзпалителните IL-6 и TNF-α, в балансирани количества участват в 
ангиогенезата и трофобластната инвазия (Kitazawa et al., 2020) (Фигура 7.1). 
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Фигура 7.1: Механизъм на действие на третиране с автоложни РВМС. nT – 
наивни Т клетки; Th – Т помощници; Tk – Т клетки убийци; MФ – макрофаги; NK 
-естествени убийци; M2 – макрофаги тип 2; Trm – T resident memory;  Treg – Т 
регулаторни клетки; Th2 – Т помощници тип 2; Tk ef – Т ефекторни клетки 
убийци; cytNK – цитотоксични естесвени убийци; IL – интерлевкин; TNFα - 
Тумор некрозис фактор α; TGFβ - Трансформиращ растежен фактор β; CCLs – 
хемокинов лиганд със C-C мотив; IFNγ - Интерферон γ; VEGF - съдов ендотелен 
растежен фактор; GM-CSF - Гранулоцит-макрофаг колония стимулиращ фактор. 
Стрелки цвят: зелена – активиране, лилава – преобразуване, синя – влияние чрез 
цитокини, червена – блокиране.  

Проучване от 2021 година разглежда периферния и локалния баланс на Тreg и 
Тh17 лимфоцити след поставяне на РВМC при мишки. Според него експресията 
на свързаните с Treg и Th17 клетки транскрипционни фактори и цитокини в 
локалния ендометриум се променя след 2,5 дни от прилагането на PBMC. Тъй 
като наивните Т-клетки изискват повече време за пролиферация и 
диференциране, е възможно по-ранните промени да бъдат предизвикани от 
миграцията на системни имунни клетки в ендометриума (Fan et al., 2021). В други 
подобни проучвания Wang et al. и Qin et al. демонстрират, че вътрематочните 
екзогенни PBMC освобождават цитокини (TGF-β и IL-2) и хемокини (CCL2, 
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CCL17, CCL21 и CCL22), като по този начин регулират вътрематочната имунна 
микросреда и набират Treg клетки към ендометриума (Wang et al., 2017; Qin et al., 
2008) (Фигура 7.1). 

Тези данни могат да обяснят и резултата, наблюдаван в това проучване, че след 
третиране с РВМС, количеството на CD4+ Тh лимфоцити се повишава 
значително. В контраст, когато беше разгледана промяната в количествата на 
имунните клетки след поставяне на РВМС, при пациенти, които са с успешна 
имплантация, не установихме съществени различия. Отново трябва да се 
подчертае, че това са само 4 случая и има необходимост от допълнителни данни, 
за да се коментира еднозначно заключение. Това, което беше наблюдавано при 
жените, при които третирането е повишило рецептивността на ендометриума, е 
значителното повишаване на съотношението МФ/Т (таблица 6.7).  

Съотношението МФ/Т се оказва важен индикатор за подобряване на 
ендометриалната рецептивност, с гранична стойност с изключително висока 
прецизност от 66.36% (Таблица 4.5). Количеството на MФ и Т лимфоцитите след 
поставяне на РВМС не се променя, за разлика от баланса между тях. 
Комуникацията между тези два типа клетки е от особено значение за взаимната 
им регулация и настройването на ендометриалната среда за приемане на 
навлизащия ембрион. Макрофагите могат да регулират Т лимфоцитите чрез 
директна комуникация клетка-клетка или чрез секреция на цитокини и 
метаболитни продукти. Например, в туморната микросреда, тумор-асоциираните 
макрофаги секретират IL-10 и TGF-β, които супресират функцията на Т 
ефекторните лимфоцити (Annacker et al., 2003; Thomas and Massague, 2005). Освен 
това, макрофагите експресират индол-2,3-диоксигеназа (IDO), която 
катаболизира триптофан и генерира кинуреин. Намаляването на количествата 
триптофан и увеличаването на количеството кинуренин инхибират клоналната 
експанзия на Т клетките и конвертира наивните Т клетки в Т регулаторни (Smith 
et al., 2012). T регулаторните клетки експресират повърхностни молекули, като 
CTLA-4, PD-1 и др., които се свързват със съответни лиганди от антиген-
представящи клетки (CD80/CD86, PD-L1 и др.) и активират координирана 
супресивна и толерантна среда (Zou, 2006) (Фигура 7.2). 
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Фигура 7.2: Взаимодействие между макрофаги и Т лимфоцити в ендометриума 
по време на имплантационния прозорец в случай с успешна имплантация с повече 
макрофаги и по-малко Т лимфцоцити (вляво) и в случай с неуспешна 
имплантация с по-малко макрофаги и повече Т лимфоцити (вдясно). M2 – 
макрофаги тип 2; Tk ef – Т ефекторни клетки убийци; Tk – Т клетки убийци; M1 
– макрофаги тип 1; Th1 - Т помощници тип 1; nT – наивни Т клетки; Treg – Т 
регулаторни клетки; APC – антиген-представящи клетки; IL – интерлевкин; TGFβ 
- Трансформиращ растежен фактор β; TNFα - Тумор некрозис фактор α; GM-CSF 
- Гранулоцит-макрофаг колония стимулиращ фактор; IFNγ - Интерферон γ. 
Стрелки цвят: лилав – преобразуване, син – влияние чрез цитокини, червен – 
блокиране. 

Особен е въпросът и при кои пациенти прилагането на РВМС е подходящ метод 
за имунорегулация на ендометриума. Доказано е, че РВМС имат значителен 
положителен ефект върху пациенти с доказани повтарящи се имплантационни 
неуспехи (RIF), но не и при пациенти без това състояние.  (Yoshioka et al., 2006; 
Yang et al., 2020; Okitsu et al., 2011). Всички разглеждани в това проучване 
пациенти са с повече от 2 имплантационни неуспеха, за това разгледахме 
различията между успешните и неуспешните пациенти. Групата с успешна 
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имплантация се различава в незначителна степен от неуспешните единствено по 
възраст и BMI, но не и по количество на изследваните имунни клетки и имунни 
съотношения (Таблица 6.5, Таблица 6.7). За съжаление, изследваните 
ендометриални имунни показатели не могат да предскажат, кои пациенти ще 
имат положителен ефект от третирането с РВМС. Предстои да се потърсят други 
фактори, освен наличието на повече от 2 имплантационни неуспеха, които да 
насочват за третиране с РВМС. 

Липсата на достатъчно проучвания върху директния ефект на имунотерапията по 
поставяне на РВМС в ендометриума е основната причина световните асоциации 
по репродуктивна медицина да бъдат несигурни да го одобрят като стандарт в 
лечението на пациенти с повтарящи се имплантационни неуспехи. Независимо, 
че множество клинични проучвания и мета-анализи потвърждават положителния 
му ефект върху тази група пациенти, самото приложение на този вид третиране 
се коментира широко от асоциациите по репродуктивна медицина. Индикатори 
за ефекта са необходими не само за това третиране, но и за другите лечения, които 
са обсъждани и дори към 2024 година-отхвърлени, заради липсата на обективни 
индикатори за влиянието на тези лечения. Ефектът на различни видове локална 
имунотерапия върху ендометриалната рецептивност, като аспирин, 
кортикостероиди, G-CSF, Cm-CSF, IVIG, такролимус, циклоспорин, сиролимус, 
анти-TNF-a, мастни емулсии, PRP и редица други, може да бъде успешно 
анализиран чрез разглеждане на имунните съотношения (NK/T, Tk/T, Th/T, 
МФ/Т, Th/Tk и Th/МФ), предложени в този дисертационен труд. 
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V. ИЗВОДИ  

Етап 1 

1. Наличието на висок процент CD3+ Т лимфоцити и съгласуваното 
увеличаване на Т лимфоцити и NK клетки в ендометриалната строма 
на RIF пациенти се свързва с наличието на скрито възпаление и 
индикира за нерецептивен ендометриум.  

2. Имунните съотношения NK/T, Tk/T, Th/T, МФ/Т, Тh/Тk, Th/MФ, 
NK/Mon, Т/Mon и B/Mon се различават значително между жени с 
успешна и с неуспешна имплантация и могат да се разглеждат като 
имунни индикатори за ендометриална рецептивност. 

3. Съотношенията NK/T, Tk/T, Th/T, МФ/Т, Тh/Тk и Th/MФ, измерени 
в ендометриалната строма от средна секреторна фаза, могат да бъдат 
прилагани като показатели при оценка на ефекта на имунотерапия. 

Етап 2 

4. Интраутеринното поставяне на автоложни РВМС при RIF пациенти 
води до значително повишаване на Тh лимфоцитите в 
ендометриалната строма и на съотношенията Тh/Т, Тh/Тk и Тh/МФ.   

5. В случаите на успешна имплантация при пациенти с предходни 
повтарящи се имплантационни неуспехи, за разлика от тези с 
неуспешна имплантация, съотношението МФ/Т се повишава след 
поставяне на РВМС и може да бъде използвано като индикатор за 
подобряване на ендометриалната рецептивност. 

6. Имунните съотношения Тh/Т, Тh/Тk, Тh/МФ и МФ/Т могат да бъда 
използвани като индикатор за проследяване на ефекта от 
интраутеринно поставяне на автоложно РВМС. 
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

До 2024-та година жените, които страдат от повтарящи се имаплантационни 
неуспехи са близо 20% от ин витро пацинетите и все по-належаща става нуждата 
от диагностика в тези случаи. Според скорошни публикации, при 82% от тези 
жени се открива абнормална ендометриална имунна регулация (Lédée et al., 2016). 
За съжаление, липсата на стандартизиран подход на изследване на 
репродуктивния имунен баланс пречи на избора на третиране на това състояние.  

За това в този дисертационен труд бяха потърсени количествени индикатори за 
имунното състояние на ендометриума, които да показват с висока предиктивна 
стойност рецептивния индекс на ендометриума при жени с повтарящи се 
имплантационни неуспехи.  

След подробен анализ бяха избрани имунни индикатори за рецептивност, които 
предсказват с висока прецизност успеваемостта на имплантацията след проведен 
ембриотрансфер при пациенти с повтарящи се имплантационни неуспехи. Тези 
индикатори могат да се използват и в клиничната практика за оценка на 
рецептивното състояние на ендометриума на ин витро пациенти с повече от две 
ранни компликации. След като бъде установена ниска рецептивност и имунен 
дисбаланс може да се избегнат финансово, физически и емоционално 
натоварващи неуспешни ин витро процедури и да се предприемат мерки по 
третиране на това състояние. 

Съществуват разнообразни подходи за имунно третиране, които показват 
положителен ефект в определени групи от пациенти. Репродуктивните общности 
са предпазливи в одобряването на различни имунни третирания, заради липсата 
на диагностични имунни индикатори. Избраните в тази дисертация имунни 
индикатори за рецептивност могат да покажат ефекта от проведеното лечение 
върху имунния състав на ендометриума и съответно върху ендометриалната 
рецептивност. По този начин, от една страна, ендометриалните имунни 
индикатори, избрани от нас, могат да бъдат прилагани в научни проучвания, 
които изследват ефектите на имунологичните третирания. От друга страна, тези 
индикатори могат да се прилагат в медицинската практика за изследване оценката 
на вече проведеното лечение.  

В тази дисертационна работа беше избрано да се оцени ефекта на интраутеринно 
поставяне на автоложни РВМС, едно от най-разпространените имунни 
третирания за пациенти с локален имунен дисбаланс. Избраните ендометриални 
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имунни индикатори, успешно оценяват ефекта на това третиране върху имунния 
състав на ендометриума. Следователно, тези индикатори могат да бъдат 
прилагани при изследване и на други имунологични третирания на ендометриума 
при различни групи ин витро пациенти.  

Също така, беше доказано, че избраните имунни индикатори показват 
подобряване в ендометриалната рецептивност и предсказват с висока точност 
резултата от ембриотрансфер след проведеното лечение. При жените с успешна 
имплантация се откроява значителната промяна в съотношението МФ/Т. Това 
съотношение може да бъде използвано за оценка на ефекта от поставените 
автоложни РВМС в клиничната практика.  

Избраните имунни индикатори за рецептивност не могат да предвидят коя жена 
би имала положителен ефект от поставяне на автоложни РВМС, тъй като не бяха 
открити различия в ендометриалните имунни индикатори преди третирането. 
Независимо от това, същите индикатори могат да се използват при оценка на 
склонност за успех след други видове третирания. Такъв вид индикатор може да 
предотврати излишни лечения и процедури. 

Използването на имунни индикатори за ендометриална рецептивност, които 
показват различните аспекти на имунен дисбаланс при всяка отделна пациентка, 
са крачка към персонализираната медицина. Всеки от имунните индикатори 
насочва към специфичния имунен проблем при жената и може да последва 
индивидуализиран подход на лечение, съобразно имунния статус на 
ендометриума. Съответно, чрез установените в този дисертационен труд имунни 
показатели, може да бъде оценена ефективността на приложеното третиране и 
вероятността за успех може да бъде пресметната. От своя страна този 
индивидуален диагностичен подход може да покаже дали има индикация за 
допълнително имунно лечение или може да се пристъпи към ин витро процедура 
с висок шанс за успех. 

Ендометриалните имунни индикатори за рецептивност са средство, което ще бъде 
от полза на изследователи-биолози, репродуктивни специалисти и най-вече за 
пациентите, за които ще се намалят финансовите рискове от повтаряне на 
излишни процедури и взимане на излишни лекараства, ще се намери 
индивидуализиран подход за всяка жена, което е и бъдещето на медицината.  
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VII. ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 

Научно-теоретични  

Сравнени са ендометриалните имунни профили между пациенти с успешна и 
такива с неуспешна ембрионална имплантация и са изведени изводи относно 
значението на имунния профил за ендометриалната рецептивност при ин витро 
пациенти. 

Изследван е ефектът на едно от най-често използваните имунологични лечения 
при ин витро пациенти – интраутеринно поставяне на автоложно РВМС, върху 
ендометриалния имунен профил, както и върху успеваемостта на пациенти с 
повтарящи се имплантационни неуспехи. 

Научно-практически 

Проведеното изследване дава възможност да се създаде алгоритъм за оценка на 
ендометриалния имунен профил и състоянието на рецептивността на 
ендометриума при ин витро пациенти чрез изведените индикатори за имунно 
състояние и ендометриалната рецептивност. 

За първи път в България са изведени индикатори за изследване на ефектите от 
приложението на системни или локални имунни терапии върху ендометриалния 
имунен профил и ендометриална рецептивност при ин витро пациенти с 
повтарящи се имплантационни неуспехи. 

За първи път в България е изведен конкретен индикатор за ефекта на едно от най-
често използваните имунологични лечения при ин витро пациенти - 
интраутеринно поставяне на автоложно РВМС, върху ендометриалния имуннен 
профил и ендометриалната рецептивност.  

Изграденият теоретичен модел може да се развие и приложи за изследване на 
ефекта на разнообразни имунотерапии (локални или системни) върху 
ендометриалната рецептивност.  
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