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Резюме
Толл-подібні рецептори (TLRs) відіграють важливу роль у вроджених імунологічних механізмах, іні-
ціюють імунну відповідь на патогени, які наявні в  ендометрії та можуть впливати на патогенез ен-
дометріозу, що асоційований із безпліддям. У роботі висвітлено результати досліджень експресії 
мРНК TLR2 і TLR4 й показано, що в жінок з ендометріозом і безпліддям спостерігається підвищення 
експресії мРНК TLR2 і TLR4 в ендометрії з переважанням TLR2, що корелює зі значним підвищенням 
рівнів прозапальних цитокінів у перитонеальній рідині.
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Погіршення репродуктивного здоров’я та 
зростання частоти безпліддя, що спостерігають-
ся останніми роками, є проблемою більшості 
розвинених країн. У  цьому контексті особливої 
актуальністі набувають нові підходи до вивчення 
та розуміння патогенетичних механізмів форму-
вання захворювань, асоційованих із безпліддям, 
як можливих мішеней для профілактики й тера-
певтичного втручання [1, 2]. Як провідні чинни-
ки, що беруть участь у розвитку патології жіночої 
репродуктивної сфери, предметом уваги науков-
ців у  світі стали вроджені та набуті імунологічні 
фактори регуляції репродуктивних функцій [3, 
4]. Вивчення імунологічних аспектів розвитку 
безпліддя може бути ключем у розумінні патоге-
незу та покращання діагностики й лікування ре-
продуктивних порушень. Серед причин жіночого 

безпліддя однією з найчастіших є ендометріоз [5, 
6]. Ендометріоз  — захворювання, що характе-
ризується розростанням тканини, морфологіч-
но й функціонально схожої на ендометрій, поза 
межами порожнини матки [5, 6]. Етіологія та 
патогенез ендометріозу достеменно не з’ясова-
ні, а  з імунологічної точку зору ендометріоз на-
зивають «хворобою-загадкою», адже за своєю 
суттю  — це імунологічний парадокс з ознаками 
автотрансплантату, метастазування та, безумов-
но, запального процесу [7, 8]. Такий імунологіч-
ний парадокс зумовлений деякими вродженими 
механізмами обмеження імунної відповіді проти 
антигенів не лише сперми й плода, а  й ендоме-
трія [1, 2]. Зокрема, відомо, що ендометріоїдні 
вогнища «ховаються» від імунного нагляду різ-
ними шляхами, у  тому числі й шляхом експре-
сії некласичних молекул головного комплексу 
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гістосумісності (ГКГ), що обмежує можливість 
ефективної елімінації ектопій імунною системою 
[7, 9]. Власне, такі особливості імунологічної 
регуляції ендометрія розглядаються як можли-
ві причини безпліддя при ендометріозі. Адже, як 
відомо, у нормі імунна система репродуктивного 
тракту є високоспеціалізованою системою, яка, 
як частина контролюючих і комунікативних меха-
нізмів, перебуває в  тісній взаємодії з тканинами 
репродуктивного тракту й функціонально пред-
ставлена у  нормальному ендометрії. Крім того, 
імунні клітини відіграють важливу роль на всіх 
етапах репродуктивного процесу, у  тому числі й 
у  процесах імплантації, як необхідні елементи 
для самої можливості запліднення та настання 
вагітності [9, 10]. Взаємодія імунних факторів 
при ендометріозі, асоційованому з безпліддям, 
є надзвичайно «тонкою грою», адже імунна си-
стема вимушена точно обирати між необхідністю 
агресії щодо мільйонів чужорідних антигенів, які 
потрапляють у  нижні відділи репродуктивного 
тракту, і толерантністю щодо алоантигенів спер-
ми та плода у  верхніх відділах репродуктивного 
тракту, захищаючи вагітність. Власне, ці аспек-
ти патогенезу безпліддя при ендометріозі й були 
фокусом уваги науковців упродовж останніх де-
сятиліть. І більшість дискусій точилися навколо 
понять «толерантності» — «агресивності» імун-
ної системи при ендометріозі. Однак погляди змі-
нилися з моменту вивчення імунного клітинного й 
гуморального оточення «вікна імплантації». Так, 
однією з причин безпліддя при ендометріозі поча-
ли вважати цитокіновий дисбаланс, індукований 
активацією вроджених факторів імунітету [3, 4, 
10]. Фактори вродженого імунітету є філогене-
тично найстарішими серед усіх імунологічних ме-
ханізмів і в  більшості випадків функціонують за 
принципом розпізнання консервативних молекул 
чужорідних речовин. Таким чином, фокус науко-
вої уваги змістився на можливу роль інфекційних 
чинників як можливих етіопатогенетичних фак-
торів у розвитку багатьох захворювань репродук-
тивної сфери, у тому числі й ендометріозу.

Важливу роль серед факторів уродженого 
імунітету відіграють паттерн-розпізнавальні ре-
цептори — Pattern recognition receptors (PRRs). 
PRRs розпізнають патоген-асоційовані паттер-
ни (pathogen-associated molecular patterns  — 
PAMPs) із наступною передачею інформації про 
патоген імунним клітинам, запуском адаптивного 
імунітету та медіацією продукції цитокінів, необ-
хідних для розвитку ефективного імунітету. Серед 
PRRs особливе місце займають Toll-like receptors 
(TLRs) [11]. TLRs як основні представники 
PRRs розвивались еволюційно і є консерватив-
но вродженими рецепторами зі здатністю розпіз-
навати специфічні мікробні детермінанти. Після 
реакції з мікробними PAMPs більшість TLRs ін-

дукують активацію ядерного фактора NFκB і про-
дукцію цитокінів переважно по MyD88-залежно-
му шляху [10, 11, 12]. У  той же час відомо, що 
при ендометріозі спостерігається високий рівень 
прозапальних цитокінів, однак причини цього 
підвищення точно не визначені. Також відмічено 
й те, що на фетоплацентарному кордоні й тро-
фобласті TLRs експресуються великою кількістю 
не тільки імунних, але й неімунних клітин [13, 
14], що вказує на важливу роль TLRs у  репро-
дуктивному процесі. Зокрема, в людському ендо-
метрії виявлено й ідентифіковано мРНК дев’яти 
типів TLRs, однак, на відміну від тканини пла-
центи та нижніх відділів репродуктивного тракту, 
даних про експресію TLRs в  ендометрії людини 
недостатньо, особливо при ендометріозі [18, 19]. 
У той же час максимальна концентрація експресії 
TLRs виявляється на специфічних антигенпре-
зентуючих клітинах (тобто на макрофагах), а, як 
відомо, макрофаги становлять левову частку усіх 
клітин перитонеальної рідини при ендометріозі. 
Таким чином, вимальовується патонегенетична 
вісь: збільшення кількості імунних клітин (пере-
важно макрофагів) із високою експресією TLRs 
в оточенні вогнищ ендометріозу й активація TLRs 
(можливо, інфекційними патогенами), що при-
зводить до продукції великої кількості цитокінів і 
розладів репродукції.

Гіпотезу про роль активації TLRs у  розладах 
репродуктивної функції підтверджують наукові 
дослідження, які вказують на зв’язок між розла-
дами вагітності та внутрішньоутробними інфек-
ціями [15]. Як відомо, будь-яка інфекція є носієм 
консервативної молекули (паттерну) для розпізна-
вання TLR. Отже, ці рецептори мають бути залу-
ченими в репродуктивний процес. Зокрема, експе-
риментальні роботи демонструють негативну роль 
активації TLR4 в  розвитку передчасних пологів, 
викликаних уведенням антигенів кишкової палич-
ки мишам [17]. Показано, що в клітинах слизової 
цервікального каналу у  вагітних із невиношуван-
ням інфекційного генезу експресія гена TLR2 зро-
стала в декілька разів порівняно з групою здорових 
вагітних [18]. Проте між експериментальними й 
клінічними роботами, які вказують на роль TLRs 
у  формуванні безпліддя в  людини, простежуєть-
ся великий розрив. Що  ж стосується їх ролі при 
ендометріозі  — наявна дуже мала кількість ро-
біт. Однак є роботи, які чітко демонструють вплив 
активації TLRs на розростання екндометріоїдних 
ектопій. Так, зокрема, показано, що блокуван-
ня TLRs антиTLRs моноклональними антитілами 
сприяє зменшенню розмірів ендометріозних вог-
нищ [19]. Такі роботи обнадіюють.

Мета дослідження  — визначити експресію 
мРНК TLR2 і TLR4 в ендометрії жінок з ендометрі-
озом і безпліддям і проаналізувати зв’язок із рівня-
ми прозапальних цитокінів перитонеальної рідини.
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Матеріали та методи

Під спостереженням перебувало 40 жінок ре-
продуктивного віку, які надійшли в  клініку з діа-
гнозом безпліддя (впродовж не менше 2 років). Із 
метою з'ясування природи безпліддя всім пацієнт-
кам були проведені діагностично-лікувальна ла-
пароскопія та гістероскопія. Досліджувану групу 
становили 20 жінок із безпліддям, яке асоціюва-
лось з ендометріозом. Контрольну групу становили 
20 жінок із безпліддям трубного генезу внаслідок 
перенесеного раніше запального процесу. Для до-
слідження мРНК TLR2 і TLR4 використовувався 
матеріал тканини еутопічного ендометрія, отрима-
ний інтраопераційно під час гістероскопії в першу 
фазу менструального циклу. Усі дослідження про-
водилися з інформованої згоди пацієнтів на умовах 
конфіденційності.

Визначення мРНК TLR2 і TLR4 в тканині ендо-
метрія проводили за допомогою молекулярно-ге-
нетичних досліджень. Перед дослідженням про-
водили депарафінізацію, регідратацію в нисхідних 
концентраціях етанолу та подрібнення матеріалу.

Для виділення тотальної РНК використовува-
ли набір Trizol RNA Prep 100 (Ізоген Lab., LTD, 
Росія), який містить Trizol reagent (лізуючий 
реагент, до складу якого входить денатуруючий 
агент гуанідинтіоционат та фенол із рН=4,0) та 
ExtraGene Е (суспензія суміші іонообмінників). 
РНК виділяли відповідно до протоколу.

Зворотну транскрипцію та отримання кДНК 
проводили, використовуючи набір ОТ‑1 фірми 
«Синтол» (Росія). Реакційна суміш загальним 
обсягом 25 мкл містила: 1 мкл Random‑6 прай-
мера, 2 мкл тотальної РНК, 8,5 мкл деіонізованої 
Н2О, очищеної від нуклеаз, 12,5 мкл 2,5х-реак-
ційної суміші та 1 мкл ревертази MMLV-RT. Зво-
ротну транскрипцію проводили при 45  °C упро-
довж 45  хвилин із наступним нагріванням для 
інактивації MMLV-RT упродовж 5 хв за темпера-
тури 92 °C. Отриману кДНК негайно використо-
вували в полімеразній ланцюговій реакції (ПЛР) 
у кількості 1-10 мкл або зберігали за температури 
-20 °C, а також при -70 °C триваліший період.

Для визначення рівня експресії досліджу-
ваних генів використовували ампліфікатор 
CFX96™Real-Time PCR Detection Systems (Bio-
Rad Laboratories, Inc., США) і набір реактивів 
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 
(Thermo Scientific, США). Фінальна реакційна 
суміш для ампліфікації включала барвник SYBR 
Green, ДНК-полімеразу Maxima Hot Start Taq 
DNA Polymerase, по 0,2 мкл прямого й зворотно-
го специфічних праймерів, 1 мкл матриці (кДНК). 
Реакційну суміш доводили до загального обсягу 
25 мкл шляхом додавання деіонізованої Н2О.

Специфічні пари праймерів (5’-3’) для аналі-
зу досліджуваних і референсного генів були пі-

дібрані за допомогою програмного забезпечення 
Primer Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast), виготовлені фірмою Metabion (Німеччи-
на). Ампліфікація складалася з 45-50  циклів і 
проводилася за таких умов: денатурація — 95 °C, 
15 сек, віджиг  — 59-61  °C, 30-60 сек, елонга-
ція — 72 °C, 30 сек. Як референт-ген для визна-
чення відносного значення зміни рівня експресії 
досліджуваних генів був використаний ген глі-
церальдегід‑3-фосфат дегідрогенази (GAPDH). 
Відносну нормалізовану кількість кДНК таргет-
них генів визначали за методом ΔΔCt. Статис-
тичний аналіз даних ПЛР проводили за допомо-
гою програмного забезпечення CFX Manager ™  
(Bio-Rad, США).

Результати та їх обговорення

При проведенні аналізу експресії мРНК TLR2 
та TLR4 показано, що в досліджуваному ендометрії 
жінок із безпліддям та ендометріозом спостеріга-
лося підвищення експресії обох показників порів-
няно з такими ж показниками в ендометрії жінок 
контрольної групи. Експресія мРНК TLR2 в  до-
сліджуваному ендометрії жінок з ендометріозом 
була більшою, ніж у контрольній групі в 16,1 раза. 
Експресія мРНК TLR4 в  ендометрії жінок з ен-
дометроізом перевищувала дані контролю в  4,17 
раза. Рівень експресії мРНК TLR2 був вищим за 
експресію мРНК TLR4 в 3,88 рази (табл.).

Відомо й те, що TLR2 розпізнає, зокрема, такі 
структури, як мікробні ліпопептиди, пептидоглі-
кан грампозитивних бактерій, зимозан грибів. 
У  свою чергу, TLR4 розпізнає ліпополісахарид 
(LPS), який входить до складу стінки переваж-
но грамнегативних мікроорганізмів [11, 20, 21]. 
Мікроорганізми з відповідними паттернами ча-
сто спостерігаються в  репродуктивному тракті 
при бактеріальних дисбіозах, причому частіше 
виявляються мікробні агенти, що є лігандами 
для TLR2. Власне, з цієї позиції ми й пояснює-
мо отримані результати підвищення мРНК TLR2 
і TLR4 в ендометрії жінок з ендометріозом із пе-
реважанням TLR2. Ця гіпотеза підтверджується 
результатами мікробіологічного обстеження вагі-
нального вмісту жінок, згідно з якими виявлялися 
ознаки дисбіозу, а  дані цитоморфологічного об-

Таблиця
Експресія мРНК TLR2 і мРНК TLR4 в ендометрії жінок 
з ендометріозом, що асоційований із безпліддям

Групи мРНК TLR2 мРНК TLR4 р

Досліджувана 16,18±2,72 4,17±0,75 p<0,05

Контрольна 1±0,13 1±0,15 p<0,05

Примітка. Відносна нормалізована кількість кДНК гена TLR2 та TLR4. 
Нормалізація за методом ΔΔCt з референс-геном GAPDH. p<0,05 відо-
бражає достовірну відмінність.
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стеження епітелію за ПАП-тестом у 87% вказу-
вали на ІІ тип — запальний процес у шийці матки 
або піхві.

Відомо, що ендометріоз асоціюється з підви-
щеним прозапальним характером перитонеаль-
ної рідини, а  активація TLR2 через MyD88-за-
лежний сигнальний шлях призводить до активації 
транскрипції NF-kB і синтезу великої кількості 
прозапальних цитокінів [10, 11]. Так само бакте-
ріальний LPS, який є лігандом TLR4, потенційно 
стимулює макрофаги до продукції прозапальних 
цитокінів і факторів росту, таких як HGF, VEGF, 
IL‑6 та TNF-a в черевній порожнині [21, 22, 23]. 
Це твердження узгоджується з даними, отрима-
ними нами в  попередніх дослідженнях, де було 
показано достовірне (p<0,01) зростання рівнів 
прозапальних цитокінів у перитонеальній рідині. 
Зокрема, рівень ІЛ‑2 в  жінок з ендометріозом 
становив 112,51±2,54  пг/мл при показниках 
контрольної групи 3,03±3,07 пг/мл, демонстру-
ючи зростання в  37,13 раза, рівень ФНП-α був 
17,03±0,52  пг/мл і 3,17±0,40  пг/мл відповід-
но і зростав у 5,37 раз, а рівень ІФН-γ становив 
41,67±1,38  пг/мл і 20,51±0,50  пг/мл у  дослі-
джуваній і контрольній групах відповідно, що де-
монструвало перевищення у  2,03 рази [24, 25]. 

У цілому отримані дані узгоджуються з відомими 
сучасними дослідженнями [24, 25, 26]. Вище-
вказані механізми прозапальної медіації через 
вроджені механізми активації TLRs можуть бути 
причиною безпліддя при ендометріозі, оскільки 
відомо, що вагітність та її успішне виношування 
залежать від цілої низки умов, серед яких, цитокі-
новий баланс, що може порушуватися внаслідок 
надлишкової активації TLRs.

Висновки

В ендометрії жінок з ендометріозом спостері-
гається підвищена експресія мРНК TLR2 і TLR4, 
що асоціюється зі зростанням рівнів прозапаль-
них цитокінів у  перитонеальній рідині й може 
бути однією з причин безпліддя при ендометріозі.

Висвітлені в статті питання вимагають подаль-
ших досліджень. Однак на цьому етапі в  прак-
тичній роботі слід приділяти увагу діагностиці та 
лікуванню будь-яких дисбіотичних проявів — ін-
дукторів активації TLRs і запуску каскаду проза-
пальних імунних реакцій як можливих чинників 
підтримання ендометріоїдного росту та асоційо-
ваного з ним безпліддя.

Надійшла до редакції 11.05.2015 р.
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The role of toll-like receptors as the possible factors in the development of endometriosis 
and endometriosis-associated infertility

H.D. Koval, O.M. Yuzko

Summary
Toll-like receptors (TLRs) play an important role in innate immune mechanisms. They initiate the immune response to pathogens 

presented in the endometrium and can play a role in the pathogenesis associated with infertility. The expression of mRNA TLR2 and TLR4 in 
the tissue of endometrium was studied in the present investigation and the increased endometrial expression of mRNA TLR2 and TLR4 with 
the prevalence of TLR2, correlating with the significant elevation of proinflammatory cytokines contents in peritoneal fluid, were shown in 
women with endometriosis and infertility.

Keywords: toll-like receptors, mRNA, cytokines, endometriosis, infertility.
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