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STRESZCZENIE

Nawracajace poronienia (poronienia nawykowe - PN) definiuje sie jako trzy lub
wigeej kolejnych cigz, ktére koficza si¢ poronieniami. Przyczyny poronieh mogg byé
genetyczne (np. nieprawidlowe kariotypy partneréw, inwersje, translokacje, mozaicyzm),
anatomiczne (np. deformacje macicy), mikrobiologiczne (np. zakazenic toksoplazmoza czy
chlamydia), hormonalne (np. niedoczynnod¢ tarczycy, zespdt policystycznych jajnikéw,
niedomoga lutealna), psychologiczne (np. stany Igkowe, depresja), i immunologiczne (np.
przeciwciala antyfosfolipidowe (APA), przeciwciala przeciwjadrowe (ANA), przeciwciala
przeciwplemnikowe (ASA), zgodno$¢ w ukiadzie HLA (szczegélnie pod wzgledem locus
DQ2), podwyzszona aktywno$é¢ komorek NK, obnizenie ilogci limfoeytéw T regulatorowych,
dominacja odpowiedzi Thl).

Wezesniejsze badania wskazuja, ze wzrost aktywnosci komoérek NK krwi obwodowej
wigZze si¢ z mniejsza mozliwoscia implantacji zarodka i z istotnie wigkszym odsetkiem
poronief. Chociaz immunofenotyp wigkszosci komodrek NK krwi obwodowe] jest inny niz
doczesnowych komérek NK (dNK), to whasnie komarki NK krwi obwodowej wydaja sie byé
blisko powigzane z dNK a ich aktywnos$é moze odzwierciedla¢ funkcjonowanie populacji
dNK. Ustalono, ze przynajmniej czg$é komoérek dNK pochoedzi z krwi obwodowe;.
Dodatkowo niekiére badania sugeruja, ze kobiety z PN maja podwyzszona aktywnosé
komorek NK krwi obwodowej.

Cytrynian sildenafilu wzmacnia dzialania tlenku azotu (NO), w tym zwiekszanie
przepuszczalnodei naczyf krwionosnych. Podawanie cytrynianu sildenafilu dopochwowo
poprawia przeplyw krwi w tegtnicach macicznych i zwigksza grubos$é endometrium. W czasie
fazy proliferacyjnej NO moze réwniez wykazywac efekt toksyczny na poziomie endometrium
w czasie implantacyi zarodka, NO wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny za uwalnianie cytokin pro-
zapalnych, takich jak TNF-q, z aktywowanych komérek NK, co moze byé przyczyna defektu
implantacji.

Innym potencjalnym lekiem, ktory moglby byé uzyty w terapii PN o podlozu
immunologicznym jest etanercept. Etanercept jest uzywany w leczeniu choréb
autormmunizacyjnych i zostal zaaprobowany przez FDA do stosowania w leczeniu
reumatoidalnego zapalenia stawow, milodzienczego zapalenia stawéw, luszczycowego
zapalenia stawow, luszczycy oraz zesztywniajacego zapalenia stawéw kregostupa. Etanercept

jest rekombinowanym biatkiem receptora p75 Fc (receptora 2 dla TNF-u) powiazanego z



czgécia Fe ludzkiej IgGl. Lek przylacza sie do TNF-o i blokuje jego dziatanie. Jest on
antagonista TNF-a o dziataniu przeciwzapalnym. Blokery TNF-a mogg stanowié bezpieczna i
skuteczng metode leczenia pacjentek z nieplodnoscia zalezng od zaburzenia odpowiedzi Thl i
nawracajgcymi poronieniami. Antagonisci TNF-a naleza do grupy lekéw B do stosowania w
czasie cigzy. Chociaz dane dotyczace bezpiecznego stosowania tych lekoéw w czasie cigzy sa
ograniczone, do tej pory nie uzyskano wystarczajacych dowoddéw, ze stosowanie
antagonistéw TNF-o jest embriotoksyczne, wywiera efekt teratogenny czy tez zwieksza
ryzyko uotraty cigzy.

Celem badania bylo zbadanie wplywu sildenafilu i etanerceptu na aktywno$é komérek
NK krwi obwodowej u kobiet z poronieniami nawykowymi (po naturalnym zaplodnieniu jak i
po zaplodniu in vitro-IVF), oznaczenie poziomu TNF-a w surowicy pacjentek przed i po
leczeniu oraz zbadanie wplywu lekéw na przebieg cigzy.

Material i Metody: Badanic wplywu sildenafilu na aktywno$¢ komérek NK

przeprowadzono na 28 niecigzarnych pacjentkach z poronieniami nawykowymi w wywiadzie,
zarowno po naturalnym zaplodnieniu jak i po IVF. Z badania wylaczono pacjentki z
poronieniami o przyczynach innych niz immunologiczne. Wszystkie pacjentki wiaczone do
badania mialy podwyzszong aktywno$¢ komérek NK krwi obwodowe;j. Sildenafil podawano
dopochwowo w czopkach po 25mg, 4 razy dziennie w czasie fazy proliferacyjnej cyklu u
kobiet z PN. Ocen¢ aktywnosci komérek NK krwi obwodowej przed i po leczeniu
przeprowadzono wykorzystujgc metodg cytometrii przeptywowej. Dodatkowo badano wplyw
sildenafilu w stezeniu 10pg oraz 400ng (stezenie fizjologiczne leku po podaniu doustnym) na
aktywno$¢ komérek NK w hodowli komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej (MNC)
pacjentek. Ekspresj¢ markerow powierzchniowych komérek NK (CD16 i CD56) na MNC
oznaczano przy uzyciu cytometrii przeplywowej. Dla grupy kontrolnej badanie wplywu
sildenafilu na aktywno§¢ komérek NK zostalo wykonane tylko in vitro ze wzgledu na brak
zgody Komisji Bioetycznej na badanie in vivo.
Zbadano rowniez wynik cigzy u 28 kobiet leczonych etanerceptem z podwyzszong
aktywnodcia lub ilodcia komorek NK. Kobiety otrzymywaly 4 dawki leku po 25mg, 2 razy w
tygodniu. Aktywno$¢ komérek NK i ekspresja markeréw powierzchniowych CD16, CD56,
CD25, i CD4 na komérkach kiwi obwodowe] przed i po leczeniu byly oceniane przy uzyciu
cytometrii przeptywowej.

Wyniki: Kobiety z nawracajgcymi poronieniami miaty istotnie zwiekszona ekspresje
antygenu CD56 na komoérkach CD3" i wyzszg aktywno$é komorek NK w poréwnaniu do
kobiet z grupy kontrolnej (odpowiednio 4,46+/- 2,96% vs 9,05+/- 6,63% i 11,75 +/-5,52% vs



13,4 +/-6,2%, p<0,05). Po leczeniu sildenafilem aktywno$é komoérek NK i poziom komorek
CD16" u pacjentek z poronieniami nawykowymi ulegly istotnemu obnizeniu (15.67 +/-
11.86% vs. 8.29 +/- 5.00% i 13,4 +/-6,2% vs 11,75 +/- 5,52%, p<0,05). Podobne wyniki
uzyskano w hodowli in vitro MNC izolowanych od pacjentek z PN i kobiet z grupy kontrolnej
z 10 ug lub 400 ng sildenafilu (p<0,05). Nie zaobserwowano natomiast zmiany aktywnosci
komorek NK w hodowli in vitro MNC izolowanych od pacjentek i kobiet z grupy kontrolnej z
10 ug lub 400 ng sildenafilu przed leczeniem sildenafilem (p>0,05).

Pacjentki z grupy leczonej etanerceptem mialy istotnie podwyzszony poziom TNF-g,
przed terapig w poréwnaniu do grupy kontrolnej (16,6 +/-7,2 pg/ml vs 41,4+/- 28 4 pg/ml). W
grupie pacjentek leczonych sildenafilem stwierdzono tendencje do wzrostu stezenia TNF-o, w
surowicy po terapii. Leczenie etanerceptem skutkowato istotnym obnizeniem poziomu TNF-g
w surowicy (41,4+/- 28,4 vs 25,4+/-13,2 pg/ml). Etanercept obnizat aktywnosé komérek NK
krwi obwodowej. Inne parametry immunologiczne (poziom komérek CD16%, CD56" i
CD25"CD4") nie byly istotnie zmienione.

Po leczeniu cytrynianem sildenafilu uzyskaliémy 24 zdrowe donoszone ciaze — 16 u
24 pacjentek z PN (67%) i 8 u 14 pacjentek po IVF (57%). U 4 z 14 pacjentek po IVF (43%) i
2 pacjentek z PN (8%) wystapilo poronienie.

16 z 28 pacjentek z PN (57,2%) leczonych etanerceptem urodzilo zdrowe dzieci (8
pacjentek po naturalnym zaplodnieniu oraz 8 pacjentek po IVF), a u 6 pacjentek (21,4%)
doszto do ponownej utraty ciazy. 6 pacjentek (21,4%) nie zaszlto w ciaze przed zakonczeniem
badan.

Whioski: Przeprowadzone badania wskazuja, ze cytrynian sildenafilu podawany
dopochwowo ma wplyw na aktywno$é komérek NK u kobiet z PN. Zgodnie z naszg wiedza,
jest to pierwsze badanie pokazujace, ze terapia sildenafilem moze byé skuteczna w leczeniu
kobiet z PN. Badania przeprowadzone in vitro pokazuja, ze sildenafil nie ma szkodliwego
wplywu na komérki. Nie zwigksza $miertelnosci MNC, ale obniza aktywnogéé komérek NK.
Mechanizm dziatania sildenafila na komorki NK nie zostat dotad wyjasniony. Nie mozna
wykluczy¢ zaleznosci poprawy krazenia krwi w tetnicach macicznych, ktory moze zmniejszaé
ilo§¢ dNK i dzigki temu obnizaé ich aktywnosé.

Wedlug ostatnich badan przeprowadzonych na modelach zwierzecych zablokowanie
aktywnosci TNF-o przy uzycin etanerceptu zapobiegalo wystapieniu nawracajacych poronien.
Istniejg doniesienia o zwiazku pomiedzy zastosowaniem blokeréw TNF-q (etanerceptu i

adalimumabu) a pozytywnym wynikiem ciazy.



Terapia anty-TNF-a wydaje si¢ by¢ obiecujaca w leczeniu nieplodnosci o podiozu
immunologicznym. Niektore dane sugerujg, Ze etanercept sprzyja zagniezdzeniu sie zarodka
przez blokownie nadprodukcji TNF-o. przez komérki NK w macicy. Skutecznosé takiej terapii
moze wynika¢ z regulacji mechanizméw immunologicznych, zapalnych i/lub
prokoagulacyjnych, kidrych zaburzenia moga bra¢ udzial w patogenezie PN. Wedtug
ostatnich prac, etanercept znacznie obniza ekspresje markera aktywacji CD69 na komérkach
NK CD56". Wydaje sig, ze etanercept moze byé stosowany w celu hamowania dziatania
TNF-0. i produkcji dziatajacych embriotoksycznie cytokin Thl przez aktywowane komdrki
NK. Podobnie sildenafil podawany dopochwowo moze byé nowa terapig, kiéra poprawia
mikrosrodowisko immunologiczne i jako$¢ endometrium u pacjentek cierpiacych na

nawracajace poronienia.




