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Вступ. Ендометріоз - це захворювання, що 
характеризується доброякісним розростанням 
тканини, за морфологічними та функціональни-
ми характеристиками подібної до ендометрія, 
поза межами порожнини матки на тлі гормо-
нальних порушень та генетичної схильності [1]. 
У загальній популяції жінок захворюваність на 
ендометріоз сягає близько 10% [1, 2, 3]. Часто-
та первинного та вторинного жіночого безплід-
дя при ендометріозі, за даними різних авторів, 
коливається від 40 до 80% [4, 5, 6, 7].  Встанов-
лено, що 30–40% хворих на ендометріоз страж-
дають на безпліддя, і біля 30% – на невиношу-
вання вагітності [5, 6].

Висока частота захворювання та асоціація 
з безпліддям, робить проблему його вивчення, 
діагностики та лікування надзвичайно актуаль-
ною.  Не дивлячись на велику кількість робіт, 
присвячених цій проблемі, етіологія та патоге-
нез ендометріозу є достеменно не з’ясованими, 
залишаючись в багатьох аспектах на рівні теорій 
[8, 9]. У цьому контексті ендометріоз називають 
«хворобою-загадкою» [10]. Однак, враховуючи 
те, що захворювання по своїй суті є доброякіс-
ною ектопією, зрозуміло, що в патогенезі ен-
дометріозу чільне місце відводиться імунному 
дисбалансу, адже основною задачею імунної 
системи є підтримка гомеостазу, в тому числі, й 
шляхом контролю різноманітних ектопічних роз-
ростань [8, 9, 10, 11]. 

На нашу думку, важливим питанням вивчен-
ня патогенезу ендометріозу є розуміння пара-
дигми  Th1/Th2 клітин, що дасть не тільки краще 
уявлення про патогенез, а й можливість прово-
дити відповідну адекватну терапію. Доказами 
порушень  співвідношення Th1/Th2 клітин є дуже 
багато робіт, які демонструють зміни балансу 
цитокінів Th1/Th2 у хворих на ендометріоз. Зо-
крема, встановлено, що при ендометріозі в пе-
ритонеальній рідині зростає кількість типових 
Тh1 цитокінів - INF-  та IL-2 [12], рівень TNF-   ко-
релює зі стадією ендометріозу [11, 12], введен-
ня рекомбінантного людського TNF-інгібітора 
знижує розміри ектопій [13], а IL-12 знижує екс-
периментальний ендометріоз у щурів [14] та в  
природніх умовах [15]. З іншого боку, є роботи, 
які вказують на посилення проліферації стро-

мальних клітин ендометрія під дією типового 
Th2 цитокіну - IL-4 та зниженню ендометріоїдних 
розростань під впливом анти IL-4 МКАТ [16]. Де-
які дослідники публікують, що ендометріоз має 
асоціації та ознаки аутоімунного захворювання, 
пов’язуючи це з переважанням  Th2 [17]. Таким 
чином, розвиток ендометріозу супроводжуєть-
ся порушенням цитокінів обох типів хелперів і 
чи являється ендометріоз типовим Th1- чи Th2-
опосередкованим захворюванням достеменно 
не зрозуміло. 

У даний час добре вивчено щонайменше  чо-
тири субпопуляції CD4+ Т-клітин: Т-хелпери 1 
типу (Th1), Т-хелпери 2 типу (Th1), Т-хелпери 17 
(Th17) в поєднанні з регуляторними Т-клітинами 
CD4+CD25+Foxp3+ (Treg) [18, 19, 20]. Зокрема, 
не так давно ідентифіковані прозапальні Th17, 
які виділяють високий рівень IL-17A, IL-17F, IL-6 
та TNF-  цитокінів [21]. На відміну від підходів до 
ідентифікації Т-хелперів на основі їх здатності до 
продукції певних цитокінів, що визначає їх функ-
ції, на сьогодні підходи полягають у визначенні 
ряду молекулярних механізмів диференціюван-
ня Т-клітин [18, 19, 20, 22]. Молекулярні меха-
нізми, за допомогою яких антигенна стимуляція  
Т-клітинного рецептора та сигналів, отриманих 
від костимуляторних молекул призводить до  ди-
ференціювання наївних попередників Т-клітин у 
напрямку Th1 або Th2 були в центрі інтенсивних 
досліджень в останні роки. Стало відомим, що 
клональна експансія та диференціювання наїв-
них Т-клітин являє собою складний процес, який  
регулюється взаємодією мережі транскрипцій-
них факторів (ТФ) та активаторів транскрипції  - 
signal transducers in the cytoplasm and activators 
of transcription (STAT)  [23, 24]. Для диференцію-
вання кожного підтипу клітин необхідні свої ТФ 
та STAT, які можуть взаємно посилювати чи при-
гнічувати диференціацію певних підтипів хелпе-
рів.  Зокрема, для диференціювання Th1 потріб-
ні транскрипційний  фактор  Т-клітин  сімейства 
T-box (T-box expressed in T cells, (Т-bet)), STAT-1 
та іSTAT-4. Для диференціювання Th2 потрібні 
транскрипційний фактор активації Т-лімфоцитів 
(Trans-acting T-cell-specific transcription factor 
3 (GATA-3)) та іSTAT-5, для диференціювання 
Th17 потрібні RORgt та STAT-3  та  для диферн-
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ціювання nTreg  та iTreg клітин необхідні Foxp3 
(Forkhead box protein P3) і STAT-5 [18, 22, 23, 26, 
27, 28, 29]. У координації повної транскрипцій-
ної  програми, окрім вищенаведених факторів, 
беруть участь й інші транскрипційні регулятори, 
а  диференціювання Т-клітин характеризується 
значним ступенем  гнучкості та  пластичності, 
що показано як in vitro так і  in vivo [18, 22, 23, 30, 
31]. Відмічено, що співвідношення  T-bet/ GATA-
3 більш об’єктивно відображають Th1 / Th2 ди-
ференціацію, ніж лише  визначення рівнів відпо-
відних цитокінів [32, 33]. Показано, що залишок 
або дисбаланс між Th1 / Th2 і Th17 / Treg відіграє 
важливу роль у ряді фізіологічних і патологічних 
станів, таких як алергічні,  аутоімунні,  гемато-
логічні захворювання та ряд пухлин [34, 35]. Ло-
гічно, що у розвитку ендометріозу та у процесах 
репродукції баланс Th1/ Th2/ Th17/ Treg також 
відіграє важливу роль [36, 37]. Однак, робіт при-
свячених проблемі транскрипційних факторів 
при ендометріозі дуже мало, що до кінця не від-
криває дане питання, що й зумовило мету даної 
роботи [38].  На нашу думку, тканина еутопічно-
го ендометрія представляє собою свого роду 
«попередника» ектопічних розростань – власне 
нгдометріозу, що й зумовило логіку досліджень 
власне в тканині еутопічного ендометрія.

Мета дослідження: визначити особливості 
експресії генів транскрипційних факторів регу-
ляції диференціювання Th1 і Th2 (Т-bet GATA-
3)) та гена транскрипційного фактора регуляції 
диференціювання Treg клітин Foxp3 у тканині 
ендометрія жінок, хворих на ендометріоз, асоці-
йований із безпліддям. 

Матеріал і методи. Протокол дослідження 
відповідав вимогам до біомедичних досліджень 
та затверджувався комітетом по біоетиці Буко-
винського державного медичного університету, 
а також локальним етичним комітетом  Центру 
лікування безпліддя (м. Чернівці), в якому про-
ходили лікування  пацієнтки. Всі дослідження 
проводились з інформованої згоди пацієнток та 
в умовах конфіденційності.

Матеріал
Досліджуваними зразками була тканина еу-

топічного ендометрія, залитого в парафінові 
блоки. Досліджувані зразки ендометрія отриму-
вали від жінок з ендометріозом (n=20), а контр-
ольні - від жінок з безпліддям трубного генезу 
(n=20). Тканина ендометрія забиралась у про-
ліферативну фазу менструального циклу, інтра-
операційно під час гістероскопії. Перед дослі-
дженням зразки тканини ендометрія подрібню-
вали та гомогенізували за допомогою  ступки та 
пестика, після чого  депарафінували в ксилолі та 
проводили регідратацію в низхідних концентра-
ціях етанолу (100%, 96%, 70%). 

Методи визначення мРНК
Визначення мРНК проводилось за допомо-

гою молекулярно-генетичних  досліджень. Для 
виділення тотальної РНК використовували набір 
„Trizol RNA Prep 100 (Ізоген Lab., LTD), який міс-
тить Trizol reagent (лізуючий реагент, до складу 
якого входить денатуруючий агент гуанідинтіо-
ционат і фенол з рН = 4.0) та ExtraGene Е (сус-
пензія суміші іонообмінників). РНК виділяли від-
повідно протоколу до набору. Протокол виділен-
ня включав  етапи відповідно до інструкції.

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 і зворот-
ного специфічних праймерів, 1 мкл матриці 
(кДНК). Реакційну суміш доводили до загально-
го обсягу 25 мкл додаванням деіонізованої Н2О. 

Специфічні пари праймерів (5 -3 ) для ана-
лізу досліджуваних і референсного генів були 
підібрані за допомогою програмного забезпе-
чення Primer Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast) та виготовлені фірмою Metabion 
(Німеччина) (див. табл. 1).

Таблиця 1

Специфічні пари праймерів для визначення мРНК Foxp3, T-box 21 (T-bet), GATA-3

Gene Primer
Temperature 

melting (°C)

Product 

length (bp)
Exon junction

FOXP3
F: 5 -TCTGCACCTTCCCAAATCCC-3 59.96

48 730/731
R: 5 -AAAGGGTGCTGTCCTTCCTG-3 59.89

T-box 21 
(T-bet)

F: 5 -CCGTGACTGCCTACCAGAAT-3 59.46
40 1138/1139

R: 5 -TTCAGCTGAGTAATCTCGGCA-3 59.18

GATA-3
F: 5 -GATGCAAGTCCAGGCCCAA-3 60.3

51 1335/1336
R: 5 -CACACTCCCTGCCTTCTGTG-3 60.6
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Спочатку проводилася початкова денату-
рація протягом 10 хв. при 95°C, після чого про-
водилася ампліфікація, яка складалася з 45-50 
циклів. Ампліфікація проводилася за таких умов: 
денатурація - 95°С, 15 сек., отжиг – 59-61°С, 30-
60 сек., елонгація - 72°С, 30 сек. В якості рефе-
ренс-гену для визначення відносного значення 
зміни рівня експресії досліджуваних генів був 
використаний ген гліцеральдегід-3-фосфат де-
гідрогенази (GAPDH). Відносну нормалізовану 

кількість кДНК таргетних генів визначали за ме-
тодом °Ct. Статистичний аналіз даних ПЛР про-
водили за допомогою програмного забезпечен-
ня CFX Manager ™ (Bio-Rad, США).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ.

Результати експресії мРНК Foxp3, T-bet, 
GATA-3 в ендометрії жінок з ендометріозом асо-
ційованим з безпліддям у порівнянні з контроль-
ною групою представлені в табл. 2.

Таблиця 2

Відносна нормалізована кількість кДНК генів Foxp3, T-bet, GATA-3 в ендометрії жінок з 

ендометріозом та безпліддям

№п/п Групи хворих
мРНК транскрипційних факторів 

T-bet GATA-3 Foxp3

1
Жінки з ендометріозом 
асоційованим з безпліддям (n=20)

3,76 ± 0,54 2,86 ± 0,39 0,35 ± 0,01

2 Контрольна група (n=20) 1,00 ± 0,11 1,01 ± 0,10 1,00 ± 0,12

P p<0,01 p<0,01 p<0,01

Примітка: p<0,01 – є достовірна відмінність. Нормалізація за методом Ct з референс-геном GAPDH.

Як видно з табл. 2, отримані дані вказують на 
зміни експресії всіх досліджуваних транскрип-
ційних факторів в ендометрії жінок з ендометрі-
озом асоційованим з безпліддям у порівнянні з 
контрольною групою. Зокрема, рівень експресії 
мРНК T-bet зріс у 3,76 рази (p<0,01)  порівняно 
з контролем, що опосередковано можна при-
рівняти до до підвищення Т-хелперів 1-го типу 
в тканині еутопічного ендометрія жінок з ендо-
метріозом. Як відомо з даних літератури, дифе-
ренціації наївних Т-клітин в Th1 сприяють два 
основних сигнальних шляхи - один за  участю 
IL-12 / STAT4 та другий за участю IFN-  / STAT1 / 
T-bet[39, 40, 41, 42]. Це узгоджується з відоми-
ми роботами, які вказують на підвищення рівнів 
IL-12 та IFN-   у перионеальній рідині у хворих на 
ендометріоз [43]. Також є роботи, що вказують 
на те, що присутність IL-12 призводить до під-
вищеної експресії транскрипційного фактора 
T-bet [24]. (Це твердження також узгоджується 
й з отриманими нами в попередніх досліджен-
нях підвищених рівнів IL-12 в перитонеальній рі-
дині у обстежених пацієнток [44]).  Підвищення 
мРНК  T-bet в ендометрії супроводжуються під-
вищенням рівнів цитокінів притаманних  Th1 (IL-
2, INF- , TNF- ) в перитонеальній рідині, про що 
є дані в літературі та підтверджується резуль-
татами обстежених хворих (результати отри-
мані нами в попередніх дослідженнях у цих са-
мих пацієнток вказували на достовірне (p<0,01) 
зростання рівнів IL-2, INF- , TNF- , а також  IL-12 
в перитонеальній рідині  [44]). Підвищення рівня 
експресії мРНК T-bet в ендометрії жінок з ендо-

метріозом також можна пояснити необхідністю 
активації Th1 з метою знищення ендометріоїд-
них ектопій та розвитком гіперчутливості спо-
вільненого типу по відношенню до ектопій як 
трансплантата.

Рівень експресії мРНК GATA-3 в ендометрії 
жінок з ендометріозом також був вищим у по-
рівнянні з контролем, а саме – у 2,86 рази. Ці 
дані також узгоджуються з відомими роботами, 
які вказують на  підвищення рівнів цитокінів, що 
продукуються Th2 [16]. (Нами у попередніх до-
слідження у даних пацієнток отримані резуль-
тати достовірно знижених рівнів IL-4 (р<0,05) 
та достовірно підвищених рівнів IL-6 (p<0,01) в 
перитонеальній рідині).  У дослідженнях Chen 
et. al. 2012, отримано результати більш низьких 
рівнів мРНК T-bet ніж мРНК GATA-3 в ендометрії 
жінок з ендометріозом [38]. Однак, у нашому 
дослідженні результати вказують на нижчий рі-
вень експресії транскрипційних факторів GATA-
3 ніж T-bet при зростанні рівнів мРНК обох ТФ 
(p<0,01). Співвідношення T-bet до GATA-3 згідно 
отриманих даних становило 1,31. Звісно, наші 
дослідження проведені на невеликій вибірці і не 
дозволяють зробити кінцевих висновків, а лише 
визначити тенденцію. 

На основі проведеного дослідження, вста-
новлено, що експресія мРНК Foxp3 в ендоме-
трії безплідних жінок з ендометріозом була до-
стовірно зниженою в порівнянні з показниками 
контрольної групи. На нашу думку, зниження 
експресії мРНК FoxP3 є виразом недостат-
ності функції регуляторних Т-лімфоцитів. Це, 
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в свою чергу, може підтримувати імунологічну 
толерантність по відношенню до ендомеріоїд-
них ектопій та  сприяти їх росту поза межами 
фізіологічної локалізації. Наші дані узгоджу-
ються з відомими дослідженнями, де, зокрема, 
показано наявність поліморфізму гаплотипів 
FoxP3, пов’язаних з ендометріозом [45]. Од-
нак є роботи, що вказують на підвищення мРНК 
FoxP3 в ендометрії жінок з ендометріозом, 
проте названі дослідження проводились за ін-
ших умов (в передімплантаційну фазу) [46]. З 
іншого боку, сприйнятливість ендометрія до 
імплантації  вимагає адекватної імунологічної 
толерантності для захисту ембріона від імун-
ного відторгнення з боку материнської імунної 
відповіді, що може грати негативну роль у мож-
ливості завагітніти для жінок з ендометріозом 
[46, 47, 48].  Зокрема, є роботи, де показано, 
що експресія  мРНК FoxP3 в ендометрії жінок з 
безпліддям невиясненого ґенезу у двічі нижча, 
ніж у здорових жінок, що чітко вказує на роль 
Т-регуляторних лімфоцитів у розвитку безплід-
дя [49, 50]. 

ВИСНОВКИ.

1. Ендометріоз асоційований з безпліддям 
супроводжується  підвищенням експресії 
мРНК T-bet та GATA-3 з переважанням  екс-
пресії T-bet в тканині ендометрія.

2. У тканині еутопічного ендометрія жінок, хво-
рих на ендометріоз, асоційований із без-
пліддям спостерігається зниження експресії 
мРНК Foxp3, що може відігравати роль як у 
розвитку самого ендометріозу, так і асоційо-
ваного з ним безпліддя. 

Отримані дані зумовлюють необхідність по-
дальших досліджень ролі Т- лімфоцитів в пато-
генезі ендометріозу та спричиненого ним без-
пліддя в контексті їх взаємодії з іншими імун-
ними факторами та з перспективою вирішення 
питань діагностичного використання та тера-
певтичного впливу.

Робота виконана в Буковинському держав-
ному медичному університеті на клінічній базі 
Центру лікування безпліддя. ПЛР тканини ендо-
метрія проводилась в молекулярно-генетичній 
лабораторії Запорізького державного медично-
го університету. 

Конфлікт інтересів: немає. 

Подяки: просимо щиру подяку ректору Бу-
ковинського державного медичного університе-
ту, професору Тарасу Миколайовичу Бойчуку за  
підтримку і сприяння у виконанні даної роботи, 
професору Олександру Михайловичу Юзьку та 
директору Центру лікування безпліддя, доценту 
Тамарі Анатоліївні Юзько за допомогу в підборі і 
дослідженні пацієнтів на базі Центру. 
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РЕЗЮМЕ

ДИСБАЛАНС ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ФАКТОРІВ 

РЕГУЛЯЦІЇ ДИФЕРЕНЦІЮВАННЯ Т-КЛІТИН 

В ЕУТОПІЧНОМУ ЕНДОМЕТРІЇ  ЖІНОК, 

ХВОРИХ НА ЕНДОМЕТРІОЗ 

Г.Д. Коваль 

Вищий державний навчальний заклад України «Буковинсь-
кий державний медичний університет» (м. Чернівці) 

Метою дослідження було встановити особливості  
експресії цитокінасоційованих транскрипційних фак-
торів T-bet, GATA-3, Foxp-3 як маркерів диференцію-
вання  Т-хелперів 1-го та 2-го типів та Т-регуляторних 
клітин у тканині ендометрія жінок, хворих на ендоме-
тріоз, асоційований із безпліддям. Досліджено екс-
пресію мРНК T-bet, GATA-3, Foxp3 методом поліме-
разної ланцюгової реакції (ПЛР) в тканині еутопічного 
ендометрія 20 жінок з ендометріозом асоційованим 
з безпліддям та 20 жінок з безпліддям трубного ге-
незу. Результати: виявлено зростання експресії мРНК  
T-bet та GATA-3 з переважанням експресії мРНК T-bet 
та зниження експресії мРНК Foxp3. Висновки: вияв-
лені зміни експресії  транскрипційних факторів мо-
жуть свідчити про дисбаланс Т-хелперів 1-го та 2-го 
типів та зниження регуляторної функції Т-клітин, що 
може бути однією з причин ендометріозу та грати не-
гативну роль у розвитку безпліддя при цьому захво-
рюванні.

Ключові слова: ендометріоз, безпліддя, 
Т-хелпери, мРНК, T-bet, GATA-3, Foxp3.
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Целью исследования было установить особенно-
сти экспрессии цитокинассоциированных транскрип-
ционных факторов T-bet, GATA-3, Foxp-3 в качестве 
маркеров дифференцирования Т-хелперов 1-го и 2-го 
типов и Т-регуляторных клеток в ткани эндометрия 

женщин, больных эндометриозом, ассоциированный 
с бесплодием. Исследовано экспрессию мРНК T-bet, 
GATA-3, Foxp3 методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в ткани эутопичного эндометрия 20 женщин 
с эндометриозом ассоциированным с бесплодием и 
20 женщин с бесплодием трубного генеза. 

Результаты: выявлен рост экспрессии мРНК 
T-bet и GATA-3 с преобладанием экспрессии мРНК 
T-bet и снижение экспрессии мРНК Foxp3. Выводы: 
обнаруженные изменения экспрессии транскрипци-
онных факторов могут свидетельствовать о дисба-
лансе Т-хелперов 1-го и 2-го типов и снижение регу-
ляторной функции Т-клеток, что может быть одной из 
причин эндометриоза и играть отрицательную роль в 
развитии бесплодия при этом заболевании.

Ключевые слова: эндометриоз, бесплодие, 
Т-хелперы, мРНК, T-bet, GATA-3, Foxp3.
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IMBALANCE OF TRANSCRIPTION REGULATORY 

FACTORS  IN DIFFERENTIATION OF T-HELPER 

CELLS IN ENDOMETRIAL  TISSUE OF WOMEN WITH 

ENDOMETRIOSIS 
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Abstract. The objective of the research was to find 
study of Th1 and Th2 cells as well as the expression of 
T-regulatory cells in the endometrium of women with en-
dometriosis associated with infertility. Gene expression 
of Tbet, GATA3 and Foxp3 was examined by the method 
of polymerase chain reaction (PCR) in the endometrial 
samples of 20 women with endometriosis associated 
with infertility and 20 women with infertility of tubal ori-
gin. Results: increase of expression mRNA for Tbet and 
GATA3 with prevailing expression of mRNA for Tbet and 
decrease of mRNA Foxp3 expression was observed. 
Conclusions: changes in transcription factors expression 
found can indicate the imbalance of T-helper cells of the 
Th1 and Th2 type and elimination of regulatory function 
of T-cells, which can be one of the causes of endome-
triosis playing a negative role in the development of infer-
tility assisted with this disease. 

Кey words: endometriosis, infertility, T-helpers, 
mRNA,Tbet, GATA3, Foxp3.


