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Анотація
При використанні допоміжних репродуктивних технологій ( ДРТ) аутоімунні захворювання щитовидної залози часто є загальним супутнім захворюванням. Гіпотиреоз, викликаний аутоімунним тиреоїдитом, може негативно вплинути на репродуктивну функцію і вагітність. Тиреоїдит Хашимото (ТХ) є найбільш поширеним аутоімунним захворюванням щитовидної залози (АЗЩЗ). Вважається, що пацієнтам з ТХ, що проходять ЕКЗ / ІПВС з використанням довгого протоколу, може бути корисною загальна терапевтична концепція. Ми порівняли результати двох різних терапевтичних схем для пацієнтів з ТХ в нашій клініці лікування безпліддя і порівняли результати для пацієнтів без тиреоїдиту, що використовують МДР. Рівень ТСГ був скоригований до менш ніж 2 мкМО/мл, використовуючи L-тироксин за потреби. Супутні препарати від часу проколу ооцитів включали щоденне введення фрагміну (далтепарін) і ацетилсаліцилової кислоти (АСК), а також преднізолону у збільшених дозах. Одній групі пацієнтів з ТХ (група 1, n = 56) додатково вводили фолієву кислоту у високих дозах, іншій групі (група 2, n = 50, далі у тексті - група, що отримувала добавку) альтернативно вводили мікроелементний препарат, що містить селен, фолієву кислоту у високих дозах, вітаміни, антиоксиданти і залізо. Ми порівняли кількість ооцитів, частоту запліднення, швидкість утворення бластоцистів і показники виношування між цими двома групами. Крім того, результати МДР обох груп були зіставлені з результатами МДР пацієнтів без ТХ, в межах тієї ж вікової групи. Ми спостерігали значне збільшення швидкості утворення бластоцистів і значне зростання показників виношування у пацієнтів, що отримували добавку. Їм також потребувались менші кількості L-тироксину для досягнення оптимального рівня ТСГ. Результати для пацієнтів, що отримували добавку, відповідали середнім даним здорових пацієнтів без ТХ, що проходять ЕКЗ у нашій клініці.
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Вступ
Тиреоїдит Хашимото (ТХ) - це аутоімунне захворювання щитовидної залози (АЗЩЗ), що призводить до хронічного запалення через появу аутоантитіл, спрямованих проти тереопероксидази (ТПО) (іноді також проти тиреоглобуліну (ТГ) і рецептора ТСГ (ТСГ-Р)), з подальшим руйнуванням тканини щитовидної залози Т-лімфоцитами.
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ТХ – це найбільш розповсюджений автоімунний розлад у людей. Він виявляється приблизно у 5-10% від загальної кількості населення, причому у жінок – в 2-5 разів частіше, ніж у чоловіків. Частота ТХ навіть вища у пацієнток клінік для хворих на безпліддя (до 25%). ТХ є найчастішою причиною первинного гіпотиреозу у жінок репродуктивного віку [1]. На початку захворювання можливий період гіпертиреозу внаслідок прогресуючої деструкції тканини щитовидної залози, що викликає пошкодження цілісності щитовидних фолікулів. Проте, кінцевим станом захворювання є гіпотиреоз, який часто пов’язаний з жіночим безпліддям.

Причинами розладу є різні екологічні фактори, які викликають аутоімунні реакції у генетично схильних осіб, хоча точні механізми залишаються неясними [2]. Як повідомлялося, важкі вірусні інфекції можуть виникати на початку захворювання. Крім того, інші аутоімунні захворювання або ендокринні порушення, а також забруднення навколишнього середовища, пестициди, ксеногромони і багато інших хімічних речовин з передбачуваним впливом на імунну систему здатні викликати напад захворювання [2-4]. Крім того, декілька досліджень виявили підвищений окислювальний стрес (ОС) при ТХ, що був визначений завдяки підвищеному перекисному окисленню ліпідів та / або зниженню антиоксидантного статусу [5].
Багато жінок з дисфункцією щитовидної залози страждають від недостатності репродуктивної функції і збільшення частоти викиднів [6,7]. Враховуючи той факт, що для зачаття, безперервної вагітності та здорових родів необхідні різні тонкі взаємодії гормонів і компонентів імунної системи, це не дивно. ТХ, по суті, знижує народжуваність і репродуктивну функцію багатьма різними способами.
Нещодавно Монтелеоне та співавт. [8] продемонстрували, що показники запліднення, якості ембріона і вагітності були нижчими у пацієнток ЕКЗ з аутоімунними захворюванням щитовидної залози, і припустили, що присутність антитиреоїдних антитіл у фолікулах яєчника може зіграти вирішальну роль у жіночому безплідді. Вітеліновий шар і тканина щитовидної залози, схоже, поділяють подібні антигени. Вважається, що антитиреоїдні антитіла змінюють репродуктивну функцію шляхом прямої дії на вітеліновий шар, хоріонічні гонадотропіні рецептори людини та інші плацентарні антигени [9].
У пацієнтів з первинним гіпотиреозом часто розвивається гіперпролактинемія, згубна для дозрівання яйцеклітини. Гіперпролактинемія викликається при ТХ за допомогою різних механізмів. По-перше, у відповідь на гіпотіроїдизм виникає компенсаторне збільшення вивільнення центрального тиреотропин-рилізинг гормону гіпоталамусу, що призводить до стимуляції секреції пролактину (ПРЛ). На додаток до цього, зменшується виведення ПРЛ із системної циркуляції [10,11]. Також відомі інші причини підвищення рівня ПРЛ при гіпотиреозі [12].
Порушення менструального циклу часто зустрічаються у жінок з гіпотиреозом [13], їх  тяжкість пов’язана з рівнями ТСГ у сироватці крові [14]. Ці порушення, як вважається, обумовлені зміною в пульсуючому вивільненні гонадотропіну, з одного боку, і недостатністю тироксину, що веде до обмеженої лютеїнізації, з іншого.
Крім того, був виявлений ряд інших біохімічних характеристик, пов’язаних з ТХ. По-перше, у пацієнтів часто виявляють підвищені рівні гомоцистеїну (гіпергомоцистеїнемія), що викликано зниженням печінкового реметилювання гомоцистеїну в метіонін [15,16].
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По-друге, пацієнти мають підвищений ризик дефіциту вітаміну D [17]. Крім того, ТХ часто пов’язаний зі зниженням рівня заліза, вітаміну В12 і фолієвої кислоти, навіть коли пацієнти є еутиреоїдними [16,18]. Часто дефіцит селену [19-21] або цинку [22] збільшує уразливість до ОС, порушуючи дозрівання ооцитів. Всі ці особливості (окремо) були вважаються важливими факторами ризику порушення фертильності.
Іншим чинником, що сприяє проблемам з фертильністю у пацієнтів, які страждають від ТХ, є те, що пацієнти з ТХ частіше хворіють на ендометріоз [23,24], синдром полікістозу яєчників (СПЯ)  [6,25], а також мають підвищений ризик передчасного порушення функції яєчників (ПФЯ) і дострокового викидня [23]. ПФЯ може викликатись і самою імунною системою. Використовуючи модель дослідження на мишах, Маталон та співавт. [26] виявили, що аутоімунітет з гіперактивною імунною функцією призводить до ранньої репродуктивної недостатності.
Викидень може залежати від гіперкоагуляції і ендотеліального пошкодження судин. 

Системне запалення, яке спостерігається при аутоімунних захворюваннях, модулює тромботичні реакції шляхом пригнічення фібринолізу, що активує прокоагулянти і пригнічує антикоагулянти [27]. Деякими з основних особливостей здатності до гіперкоагуляції, викликаної запаленням, є індукція цитокінами експресії тканинного фактора (ТФ), ендотеліальна дисфункція, пригнічення сигнального каскаду протеїну С і гальмування фібринолізу [27-32].
Нарешті, існує ризик гіпотиреозу на пізніх термінах вагітності, навіть якщо у пацієнток встановлений еутіреоз на ранніх термінах вагітності. Це пов’язано з тим, що потреби щитовидної залози у матері зростають під час вагітності, але не можуть бути задоволені [33]. Разом із зміною ниркового кліренсу, пов’язаного з підвищеною екскрецією йоду, зростання рівня плацентарної  йодтиронін деіодинази типу 3 (D III) і збільшення рівня ТЗГ (тироксин-зв’язуючого глобуліну) з наступними більш низькими рівнями вільного Т4 можуть призвести до серйозного гіпотиреозу. Це може призвести до акушерських ускладнень під час вагітності, таких як викидень, анемія, гестаційна гіпертонія, відшарування плаценти, передчасні пологи і післяпологова кровотеча [6]. Гіпотиреоз під час вагітності також підвищує ризик розвитку у новонароджених, переведених до інтенсивної терапії, в основному через синдром дихальних стресу [34]. Крім того, діти піддаються ризику поганих показників неврологічного розвитку [35].
Дані про показники запліднення, імплантації і вагітності, як і раніше, є суперечливими для жінок з аутоімунним захворюванням щитовидної залози [8,36,37]. Однак існує тісний зв’язок між викиднем і присутністю аутоантитіл [6].
Через це, ми припустили, що пацієнтам з ТХ, що проходять ЕКЗ / ІПВС, може бути корисний широкий терапевтичний підхід, що охоплює широкий спектр чинників, пов’язаних з ТХ, які погіршують показники репродуктивної функції і ранньої вагітності.
Це включає ТСГ вище норми (<2 мкО/мл, оптимальний ТСГ: 0.5-1 мкО/мл) і коригування ПРЛ до початку стимуляції, активна антикоагуляція (гепарин та АСК) з дня захоплення ооцитів (ОПУ) і далі, імунну модуляцію з використанням селену (100-200 мкг) і стероїдів у разі необхідності (до 15 мг/д).
Цікаво, що в останні роки широко обговорюється застосування мультивітамінів / мінеральних добавок у здорових за іншими показниками пацієнток для поліпшення результату ЕКЗ / ІПВС. Кілька перспективних досліджень показали, що це може мати позитивний вплив [38-40].

 
Проте, обговорення мали і свої протиріччя. На цей час - наскільки нам відомо - це перше дослідження, в якому аналізується вплив дієтичних добавок на результати ЕКЗ  у пацієнтів з аутоімунним тиреоїдитом.
Враховуючи, що пацієнти з ТХ піддаються підвищеному ризику недостачі ряду поживних мікроелементів, як описано вище, і що ОС, як обговорювалось, приймає участь у розвитку захворювання, ми припустили, що на додаток до широкої терапевтичного концепції, визначеної вище, додавання відповідних антиоксидантних дієтичних добавок (мультивітамін, фолієва кислота, залізо, цинк, селен без йоду) до раціону жінок з аутоімунним тиреоїдитом, що проходять терапію МДР, може мати позитивний вплив на результат лікування.
Матеріали і методи
Пацієнти
До цього дослідження (січень – липень 2011 року) було залучено 106 жінок з ТХ у анамнезі, що відвідували центр ЕКЗ ім. проф. Зеха. Учасниць рандомізували у групи; 50 жінок отримували мікроелементну добавку, що містить дієтичний препарат (Fertilovit®FTHY, Таблиця 1) з селеном, фолієвою кислотою у високих дозах, вітамінами В, вітаміном D, антиоксидантами та залізом замість лише фолієвої кислоти. Була отримана письмова згода усіх учасниць цього дослідження. Контрольна група з 56 жінок отримувала тільки фолієву кислоту (5 мг/д). Середній вік пацієнток у групі, що отримувала добавку, становив 36.1 років та 36.7 років у групі, що не отримувала добавку.
Графік гормональної стимуляції і прийому препаратів
Стимуляцію проводили з використанням довгого протоколу [41]. Рівень ТСГ був скорегований до стимуляції до менш ніж 2 мкМО/мл, використовуючи L-тироксин у разі необхідності. Харчові добавки вводились від початку гормональної стимуляції. Супутня терапія для пацієнтів з ТХ з моменту захоплення ооцитів включала щоденне введення дальтепарину (2500 МО/д) і АСК (100 мг/д), а також преднізолон в збільшеній дозі (7.5 мг-15 мг/д).
Таблиця 1: Вміст Fertilovit® FTHY. Всім пацієнткам рекомендувалось приймати одну капсулу на добу.

	Вміст
	На 1 капсулу
	На 100 г
	% РДД*

	Енергетична цінність
	389 кДж (0.94 ккал)
	903 кДж (218 ккал)
	

	Білки
	0.041 г
	9.5 г
	

	Жири
	0.035 г
	8.6 г
	

	Вуглеводні
	0.06 г
	13.86 г
	

	Вітамін C
	100 мг
	23.203 г
	125

	Вітамін E
	15 мг
	3.48 г
	125

	Вітамін B1
	4 мг
	9.28 г
	364

	Вітамін B2
	4.5 мг
	1.044 г
	321

	Пантотенова кислота
	18 мг
	4.177 г
	300

	Вітамін B6
	5.4 мг
	1.253 г
	386

	Вітамін B12
	9 мкг
	2 мг
	360

	Фолієва кислота
	800 мкг
	186 мг
	400

	Вітамін D
	5 мкг
	1.16 мг
	100

	Ніацин
	17 мг
	3.944 г
	106

	Біотин
	180 мкг
	42 мг
	360

	Цинк
	2.25 мг
	522 мг
	50

	Магній
	100 мг
	23.203 г
	26

	Залізо
	7.5 мг
	1.740 г
	54

	Селен
	100 мкг
	23 мг
	181

	Коензим Q10
	20 мг
	4.641 г
	-


*% від рекомендованої добової дози (відповідно до нормативів ЄС)
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Отримання ооцитів, запліднення, культивування ембріонів та оцінка якості ембріонів
Ооцити отримали шляхом проколу яєчників під седативним знеболюванням через 36  годин після введення хоріонічного гонадотропіну людини (ХГЛ). Вони були запліднені з використанням інтрацитоплазматичного введення сперматозоїда (ІПВС) або інтрацитоплазматичної ін’єкції морфологічно нормального сперматозоїда (ІІМНС) [42]. Запліднені ембріони були ідентифіковані за наявністю двох пронуклеусів (2PN). Засіювання ембріонів проводили в глобальному середовищі (LifeGlobal, Онтаріо, Канада) з додаванням сироваткового альбуміну людини (HSA LifeGlobal, Онтаріо, Канада) в чотирьох ямкових планшетах (Nunc / S, Роскілд, Данія) і інкубували (інкубатор  Hera Cell Incubator 240 CO2) протягом 5 днів до перенесення ембріона. На 5-й день оцінювали якість ембріонів за методикою Гарднер та співавт. [43]. Бластоцисти зі ступенем розширення 2, 3, 4 і 5 і з А-класифікацією щодо внутрішньої клітинної маси і трофектодерми, або комбінацією класифікацій A і B визначали як вищі бластоцисти.
Для оцінки результатів лікування ми порівняли кількість ооцитів, частоту запліднення, швидкість утворення бластоцистів, частоту настання вагітності і показник безперервної вагітності між двома групами і з середніми результатами для здорових пацієнтів, що проходять ЕКЗ. Частота вагітності (ЧВ) визначалася за допомогою рівнів бета-ХГЧ у сечі через 14 днів після ТЕ. Показник безперервної вагітності (ПБВ) визначався як спостереження серцебиття плода за допомогою ультразвуку через 6-8 тижнів після ТЕ. Різниці в показниках запліднення, бластоцистів і вагітності оцінювали, використовуючи критерій хі-квадрат Пірсона. Порівняння між групами нормально розподілених змінних оцінювалися за допомогою Т-критерію Стьюдента.

Результати
Результати цього дослідження представлені в Таблицях 2 і 3. Незважаючи на відсутність відмінностей між двома групами щодо кількості отриманих ооцитів і здатності до запліднення, спостерігалось значне збільшення кількості бластоцистів (Таблиця 2) у групі, що отримувала добавку. Крім того, пацієнтам у групі, що отримувала добавку, потребувалась менша кількість L-тироксину для досягнення цільового значення ТСГ (p<0.01). Крім того, у групі, що отримувала добавку, також спостерігалось значне підвищення показника безперервної вагітності, що визначався як спостереження серцебиття плода (Таблиця 2) після ТЕ. Частота настання вагітності також була дещо (не достовірно) вищою. Ці дані щодо пацієнтів, що отримували добавку, відповідають результатам ЕКЗ для пацієнтів без ТХ (Таблиця 3).
Обговорення
Незважаючи на невелику кількість пацієнтів, це дослідження показує, що пацієнти з хронічним лимфоцитарним тиреоїдитом, що проходять ЕКЗ, отримують значну користь від більш широкої терапевтичної концепції в рамках терапії МДР. Харчові добавки з комбінацією поживних мікроелементів, в тому числі селену і вітамінів (без йоду) є помітно корисними з точки зору кількості бластоцистів на 5-й день культивування ембріонів. Враховуючи подібне число отриманих ооцитів і більшу кількість вищих бластоцистів, ці дані показують, що додавання поживних мікроелементів збільшує здатність ооцитів розвинутися до стадії бластоцистів.
Іншим важливим аспектом є виявлення вищого показнику безперервної вагітності після перенесення ембріонів пацієнткам, що отримували добавку, незважаючи на відсутність істотного розходження у частоті вагітностей. 
Таблиця 2: Порівняння даних у групі, що отримувала добавку, і контрольній групі пацієнтів з ТХ.
	
	Група, що отримувала добавку
	Група, що  не отримувала добавку

	p-значення

	Кількість пацієнтів
	50
	56
	

	ІМТ (кг/м²) (середн.) +/- s.d.
	22.3 +/-4.2
	22.7 +/-3.7
	n.s.

	Вік на момент початку стимуляції (роки) (середн.) +/- s.d.
	36.1 +/- 3.5
	36.7 +/- 4.2
	n.s.

	Доза L-Тироксину, необхідна для коригування (мкг) (середн.) +/- s.d
	66.2 +/- 31.9
	86.5 +/- 38.5
	<0.01 **

	Період стимуляції (дні) (середн.) +/- s.d.
	11.6 +/-1.41
	11.4 +/-1.8
	n.s.

	Стимулююча доза (МО)
	2484 +/-891.5
	2592+/-924
	n.s.

	Кількість отриманих ооцитів (середн.) +/- s.d.
	11.1 +/- 6.7
	10.9 +/- 6.2
	n.s.

	Кількість зрілих ооцитів M II (середн.) +/- s.d.
	9.08 +/- 5.6
	8.78 +/- 6.1
	n.s.

	Показник запліднення %
	73.7
	76.3
	n.s.

	Кількість бластоцистів %
	48.6
	38.5
	<0.01 **

	Кількість вищих бластоцистів %
	27.2
	30.5
	n.s.

	Перенесені ембріони (середн.) +/- s.d.
	1.72 +/- 0.53
	1.68 +/-0.60
	n.s.

	Частота вагітностей (ЧВ) %
	48.0
	39.3
	n.s.

	Показник безперервної вагітності (ПБВ) %
	44.0
	32.1
	<0.05 *

	s.d: Стандартне відхилення

*p-значення<0.05; **p-значення<0.01; ***p-значення<0.001

n.s. – не визначалось


Таблиця 3: Порівняння результатів ЕКЗ у пацієнтів з ТХ, що отримували добавку, та пацієнтів без ТХ, 2011 р., однакова вікова категорія.
	Пацієнти без ТХ (контрольна група)
	Пацієнти, що отримували добавку
	p-значення

	Кількість пацієнтів
	274
	50
	n.s. 

	Вік на момент початку стимуляції (роки) (середн.) +/- s.d.
	36.1 +/- 3.1
	36.1 +/- 3.5
	n.s.



	Кількість отриманих ооцитів (середн.) +/- s.d.
	11.6 +/- 6.0
	11.1 +/- 6.7
	n.s.

	% ооцитів MII 
	81.0
	83.0
	n.s.

	Показник запліднення %
	72.0
	73.7
	n.s.

	Кількість бластоцистів %
	49.9
	48.6
	n.s.

	Частота вагітностей (ЧВ) %
	51.2
	48.0
	n.s.

	Показник безперервної вагітності (ПБВ) %
	42.9
	44.0
	n.s.


s.d: Стандартне відхилення.

*p-значення<0.05; **p-значення<0.005; ***p-значення<0.001

n.s. – не визначалось
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Таким чином, ми припускаємо, що це пов’язано або з покращенням активності ембріона або поліпшенням внутрішньоутробного середовища. Обидва з цих факторів можуть зменшити ризик ранніх абортів. Насправді, як уже зазначалося вище, існує сильний зв’язок між ТХ, невдалою імплантацією та (рецидивуючою) втратою плоду [6].
Вторинним ефектом є те, що пацієнти, які отримували дієтичну добавку, потребували меншу кількість L-тироксину для досягнення цільових рівнів ТСГ, що є бажаним результатом, оскільки це понижує ризик побічних ефектів у пацієнтів, таких як порушення ритму серця, безсоння або гіпертонія.
Механізм цих змін наразі невідомий і не є предметом цього дослідження. Тим не менше, слід зазначити кілька критичних аспектів мікроелементів, що, можливо, натякають на можливі механізми дії. Одним з мікроелементів з істотним впливом на функції щитовидної залози, безсумнівно, є йод. У той час як його достатнє споживання є критично важливим для нормальної функції щитовидної залози, було виявлено, що у жінок з аутоімунним тиреоїдитом більш високі концентрації йоду можуть також мати згубні наслідки. Аутоімунний тиреоїдит погіршується при надлишковому споживанні йоду [44], у той час як у кількох дослідженнях були зареєстровані покращення, коли вміст йоду в раціоні пацієнтів був низьким [45-47].

Було визначено кілька інших мікроелементів, необхідних для нормального обміну гормонів щитовидної залози. Серед них, перш за все, слід зазначити залізо і селен. Дефіцит цих елементів може помітно обмежити функцію щитовидної залози. Дефіцит заліза погіршує синтез гормонів щитовидної залози, зменшуючи активність гема-залежної тиропероксидази [48]. Ердал та співавт. [49] показали, що базальні рівні заліза у пацієнтів з субклінічним гіпотиреозом були значно нижчими в порівнянні з контрольною групою.

У фізіологічних умовах щитовидна залоза зберігає високі концентрації селену і експресує багато відомих білків, що містять селено-цистеїн, які необхідні для (ін)активації гормонів щитовидної залози, відповідальних за нормальний розвиток, ріст і обмін речовин. Крім того, селен-цистеїн часто зустрічається в каталітичному центрі ферментів, що захищають щитовидну залозу від ОС [50]. Було встановлено, що адекватне харчування, багате на селен, є важливим для ефективного синтезу і метаболізму тироїдних гормонів, і захищає щитовидну залозу від пошкодження надмірного впливу йодиду. Різні дослідження показують інші позитивні види впливу селену у пацієнтів з ТХ, такі як модуляція імунної системи за допомогою зменшення титрів антитіл щитовидної залози [19,51]. Також повідомлялось про позитивний вплив селену під час вагітності в плані скорочення запальної активності щитовидної залози [52].

Нещодавно було продемонстровано, що рівні GSH у пацієнтів з ТХ є помітно нижчими в порівнянні з контрольною групою. Навіть при тому, що шляхи аутоімунного тиреоїдиту повністю не вивчені, було встановлено, що ОС є додатковим важливим фактором, що сприяє [53,54], а дисбаланс ROS / антиоксидантів може відповідати за спектр симптомів ТХ.

Тим часом, висока сприйнятливість ооцитів до ROS є добре відомою. ROS погіршує мембрану і заважає синтезу білка, а також продукуванню енергії, а також пов’язаний з різними проблемами під час вагітності [54]. Кілька досліджень показали, що у пацієнтів з аутоімунним тиреоїдитом збільшилися рівні ОС і зменшились рівні антиоксидантів [5]. Дане дослідження показує, що додавання антиоксидантів є корисним для пацієнтів з ТХ. Крім того, дослідження за участю 115 пацієнтів з аутоімунними захворюваннями щитовидної залози показало, що ця категорія пацієнтів також має підвищений ризик дефіциту вітаміну B12 [18].
Разом із фолієвою кислотою і вітаміном B6, вітамін B12 є критично важливим для належного метаболізму гомоцистеїну.
Дефіцит вітаміну B12 також вважається фактором, що провокує аутоімунні захворювання, і може спостерігатися у пацієнтів з аутоімунним тиреоїдитом [17]. Враховуючи, що дефіцит вітаміну D пов'язаний з безпліддям і викиднями [55], ця проблема має велике значення.

Висновок
Хоча точні механізми ТХ залишаються неясними, пацієнтам з ТХ, що проходять лікування безпліддя (ЕКЗ/ ІПВС), є вочевидь корисним прийом дієтичної добавки, що містить селен, залізо, вітаміни і антиоксиданти, на додаток до інших підтримувальних препаратів, таких як АСК, далтепарін і преднізолон. Цей терапевтичний режим обумовлює помітне покращення показників вагітності і зменшення потреби у L-тироксині.
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