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Вступ. Лікування безпліддя у жінок з ендометріозом є важ-
ливою і невирішеною проблемою як в Україні, так і у світі.  
Водночас у пацієнток із безпліддям простежується і низь-
ка ефективність використання допоміжних репродуктивних 
технологій (ДРТ). Оптимальним підходом у програмі підго-
товлення до ДРТ жінок з ендометріозом, на думку авторів 
цього дослідження, є саме використання пробіотиків із вміс-
том лактобактерій, як потенційних факторів зниження про-
дукування провокуючих медіаторів ендометріозу та збіль-
шення шансів успішної вагітності.

Мета: обгрунтувати доцільність інкорпорації пробіотиків до 
програми підготовлення додоміжних репродуктивних техноло-
гій у жінок, хворих на ендометріоз, асоційований із безпліддям.

Методи та матеріали. До дослідження залучили 88 жі-
нок з ендометріозом, асоційованим із безпліддям (основна 

група) та 68 жінок із безпліддям трубного генезу (контрольна група). Для аналізу експре-
сії гену NLRP3-інфламасоми, HMGB1, IL1β і визначення відносної нормалізованої експресії 
мРНК NLRP3, HMGB1, IL1β використовували метод полімеразної ланцюгової реакції зі зво-
ротною транскрипцією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР). Визначення рівня мезотеліну в 
сироватці крові поводили методом твердофазного імуноферментного аналізу (ELISA).

Результати. Оцінюючи досліджувані показники залежно від типу безпліддя (первинне чи 
вторинне), теж отримали результати, які свідчать, що у жінок із ендометріозом та первинним 
безпліддям простежувалися вірогідно вищі показники мезотеліну, активності інфламасоми 
NLRP3, IL-1β та HMGB1. Зокрема, рівень мезотеліну у жінок основної групи з первинним 
безпліддям був вірогідно вищим порівняно з жінками з вторинним безпліддям як в сирова-
тці крові, так і в перитональній рідині, відповідно: (0.86±0.001 нг/мл та 0.69±0.001 нг/мл) 
(p<0.01) до (0.67±0.001 нг/мл та 0.42±0.001 нг/мл) (p<0.001).

Висновки.
1. Дослідження підтвердило, що рівні експресії мРНК NLRP3, IL-1β, HMGB1 та мезотеліну ко-
релюють з тяжкістю ендометріозу і можуть бути потенційними маркерами прогресування 
захворювання. Ці молекули надалі є перспективними цілями для терапевтичних стратегій 
у лікуванні ендометріозу, асоційованого з безпліддям.
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Introduction: At the same time, the low effi  ciency of the use 
of assisted reproductive technologies (ART). The optimal ap-
proach in the program of preparation for ART of women with 
endometriosis is precisely probiotics with the content of lacto-
bacilli as potential factors for reducing the production of pro-
voking mediators of endometriosis and increasing the chances 
of a successful pregnancy.

Aim: To justify the feasibility of including probiotics in the pro-
gram of preparation for intrauterine reproductive technologies 
in women with endometriosis-associated infertility.

Methods and materials: The study included 88 women with 
endometriosis associated with infertility (the main group) and 
68 women with tubal infertility (the control group). To analyze the expression of the NLPP3-in-
fl ammasome gene, HMGB1, IL1β and determine the relative normalized expression of NLRP3, 
HMGB1, IL1β mRNA, we used the polymerase chain reaction with reverse transcription in re-
al-time (RT-PCR). The mesothelin level in blood serum was determined using the solid-phase 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: Evaluating the studied indicators depending on the type of infertility (primary or sec-
ondary), results were also obtained, which indicate that women with endometriosis and primary 
infertility had signifi cantly higher levels of mesothelin, NLRP3, IL-1β, and HMGB1 infl ammasome 
activity. In particular, the level of mesothelin in women of the main group with primary infer-
tility was signifi cantly higher compared to women with secondary infertility both in blood se-
rum and peritoneal fl uid, respectively (0,86±0,001 ng/ml and 0,69±0,001 ng/ ml) (p<0,01) to 
(0,67±0,001 ng/ml and 0,42±0,001 ng/ml) (p<0,001).

Conclusions
1. The study confi rmed that the mRNA expression levels of NLRP3, IL-1β, HMGB1 and mesothelin 

correlate with the severity of endometriosis and can be potential markers of disease progres-
sion. These molecules are promising targets for further therapeutic strategies in the treatment 
of infertility-associated endometriosis.

2. The study showed that the level of mesothelin in blood serum is 1,25 times higher in women with 
primary infertility than with secondary infertility and correlates with the severity of the disease, 
which indicates its possibility to be an independent marker for the diagnosis of endometriosis.
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Вступ
Лікування безпліддя у жінок з ендометріо-
зом є важливою і невирішеною проблемою 
як в Україні, так і у світі. У цієї когорти па-
цієнток простежується низька ефективність 
всіх відомих методів лікування безпліддя, 
зокрема, і з використанням допоміжних ре-
продуктивних технологій (ДРТ) [1–5]. Беру-
чи до уваги дані численних наукових дослі-
джень, одними з провідних патогенетичних 
чинників розвитку ендометріозу є гіперакти-
вація імунних клітин з підвищеним продуку-
ванням ростових факторів та прозапальних 
цитокінів [5–9]. Логічно можна припустити, 
що потенційними патогенетично обґрунто-
ваними засобами лікування ендометріозу 
можуть бути препарати, здатні системно чи 
локально пригнічувати гіперактивацію імун-
них факторів. Проте класичні підходи іму-
носупресії, які використовують для корекції 
інших нерепродуктивних гіперімунних вад, 
неприйнятні для лікування безпліддя через 
низку побічних ефектів та ймовірного нега-
тивного впливу на дитину.

Упродовж останніх років накопичилося ба-
гато даних, які засвідчують важливу імуно-
модулюючу роль мікробіоти, з одного боку, 
та впливу зміни мікробіому піхви та ендоме-
трію на результати лікування безпліддя як 
загалом, так і за ендометріозу – з іншого. 
Тому наукова спільнота з особливою ува-
гою розглядає взаємозв’язки між імуноопо-
середкованими реакціями та мікробіомом, 
можливості модуляції мікробіому як чин-
ника, здатного зменшити гіперімунні реак-
ції та поліпшити репродуктивні показники 
[10–13].

Як відомо, жіночий статевий тракт містить 
визначений мікробний спектр, а ендоме-
трій, зокрема, має унікальний мікробіом, 
незважаючи на те, що впродовж багатьох 
десятиліть його вважали стерильним [10; 

11]. Відповідно до багатьох досліджень, 
найпоширенішим представником мікробіо-
му ендометрію є рід Lactobacillus [11–15]. 
Є дослідження, що лактобактерії модулю-
ють імунний гомеостаз різними способами, 
включно з пригніченням сигналів ядерного 
фактора κB (NF-κB) та синтезом низки про-
запальних цитокінів, значно послаблююючи 
запалення. Відомі також переконливі дані, 
що молочна кислота, яка продукується лак-
тобактеріями, може сприяти сприйнятливо-
сті ендометрію та інвазії бластоцисти, а це 
означає, що кількість лактобактерій у жіно-
чих статевих шляхах має значення для на-
стання вагітності. Синхронізуються з цими 
даними дослідження про те, що найуспішні-
шим для перенесення ембріона є вагіналь-
ний мікробіом з домінуючими Lactobacillus 
[1–14].

Тим часом численні дослідження демонстру-
ють, що інші бактерії та бактеріальні фраг-
менти можуть спричиняти запальні імунні 
відповіді (опосередковані прозапальними 
цитокінами) у преімплантаційному періоді, 
погіршуючи результати репродукції [8; 9; 
13; 16; 17; 18]. Остання теза – опосеред-
кованість прозапальними цитокінами повні-
стю збігається з патогенезом ендометріозу – 
отже, потреба модуляції мікробіому з метою 
модуляції прозапального імунного профілю 
у жінок із ендометріозом та безпліддям про-
диктована обома станами.

Тому розуміння шляхів модуляції мікробіому 
може бути одним із ключів для розв’язання 
проблеми поліпшення успішності лікування 
безпліддя у жінок, зокрема, які страждають 
на ендометріоз.

Враховуючи наведені докази, на наш по-
гляд, оптимальним підходом у програмі 
підготовки до ДРТ жінок з ендометріозом є 
саме пробіотики з умістом лактобактерій як 

2. Дослідження засвідчило, що рівень мезотеліну в сироватці крові в 1.25 разів вищий у жінок 
із первинним безпліддям, порівняно із вторинним, і корелює з тяжкістю захворювання, що 
свідчить про його можливість бути самостійним маркером діагностики ендометріозу.

3. Використання пробіотиків у програмах підготовки до допоміжних репродуктивних тех-
нологій (ДРТ) у жінок з ендометріозом є доцільним, про що свідчать також літературні 
джерела.

Ключові слова: безпліддя, ендометріоз, ендометрій, інфламасома, цитокіни, лактобактерії, 
пробіотики, допоміжні репродуктивні технології.
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Introduction
The treatment of infertility in women with 
endometriosis is an important and unsolved 
problem both in Ukraine and in the world. In 
this cohort of patients, the effi  ciency of all 
known infertility treatment methods, including 
the use of assisted reproductive technologies 
(ART), remains low [1–5]. Considering the 
data from numerous scientifi c studies, one of 
the leading pathogenetic factors in the devel-
opment of endometriosis is the hyperactiva-
tion of immune cells with increased production 
of growth factors and pro-infl ammatory cyto-
kines [5–9]. Logically, it can be assumed that 
drugs capable of systemically or locally inhib-
iting the hyperactivation of immune factors 
can act as potential pathogenetically justifi ed 
means of treating endometriosis. However, 
classical approaches of immunosuppression, 
which are used to correct other non-reproduc-
tive hyperimmune disorders, are unacceptable 
in the case of infertility treatment due to some 
side eff ects and possible negative impact on 
the child.

In recent years, a lot of data have been ac-
cumulated that indicate the important immu-
nomodulatory role of the microbiota, on the 
one hand, and the infl uence of changes in 
the microbiome of the vagina and endome-
trium on the results of infertility treatment, 
both in general and for endometriosis, on the 
other hand. Therefore, the scientifi c commu-
nity paid special attention to the relationship 
between immune-mediated reactions and the 
microbiome and the possibilities of modulat-
ing the microbiome as a factor capable of re-
ducing hyperimmune reactions and improving 
reproductive performance [10–13].

As is known, the female genital tract contains 
a defi ned microbial spectrum, and the endo-
metrium, in particular, has a unique microbi-
ome, although, for many decades, it was con-
sidered sterile [10; 11]. According to many 
studies, the predominant representative of 
the microbiome of the endometrium is the ge-

nus Lactobacillus [11–15]. Studies show that 
lactobacilli modulate immune homeostasis in 
various ways, including inhibition of nuclear 
factor κB (NF-κB) signaling and the synthesis 
of several pro-infl ammatory cytokines, there-
by signifi cantly reducing infl ammation. Also, 
there is convincing evidence that lactic acid 
produced by lactobacilli can promote endome-
trial receptivity and blastocyst invasion, which 
means that the number of lactobacilli in the 
female genital tract is essential for pregnancy. 
Synchronized with these data are studies that 
the most successful for embryo transfer is the 
vaginal microbiome, with dominant Lactoba-
cillus [12–14].

On the other hand, numerous studies demon-
strate that other bacteria and bacterial frag-
ments can cause infl ammatory immune 
responses (mediated by pro-infl ammatory cy-
tokines) in the peri-implantation period, wors-
ening reproductive outcomes [8; 9; 13; 16; 
17; 18]. The fi nal thesis is that pro-infl amma-
tory cytokine-mediated endometriosis patho-
genesis is fully congruent. Thus, the need to 
modulate the microbiome to modulate the 
pro- infl ammatory immune profi le in women 
with endometriosis and infertility is dictated 
by both conditions.

Therefore, understanding the ways of modu-
lating the microbiome may be one of the keys 
to solving the problem of improving the suc-
cess of infertility treatment in women, includ-
ing those suff ering from endometriosis.

Taking into account the above, in our opin-
ion, the optimal approach in the program of 
preparation for ART for women with endome-
triosis is precisely probiotics containing lac-
tobacilli as potential factors for reducing the 
production of provoking mediators of endo-
metriosis and increasing the chances of suc-
cessful pregnancy.

The purpose of the study: To justify the fea-
sibility of including probiotics in the program 

3. The literature data indicates that the use of probiotics in programs of preparation for assisted 
reproductive technologies (ART) in women with endometriosis is appropriate.

Key words: infertility, endometriosis, endometrium, infl ammasome, cytokines, lactobacilli, pro-
biotics, assisted reproductive technologies.
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потенційні фактори зниження продукуван-
ня провокуючих медіаторів ендометріозу та 
збільшення шансів успішної вагітності.

Мета дослідження: обґрунтувати доціль-
ність занесення пробіотиків до програми 
підготовлення до додоміжних репродуктив-
них технологій жінок, хворих на ендометрі-
оз, асоційований із безпліддям.

Матеріали та методи
Дослідження проводили в Буковинському 
державному медичному університеті та, від-
повідно до угоди про співпрацю, на клінічній 
базі КЗОЗ «Медичний центр лікування без-
пліддя» (Чернівці, Україна). Усі досліджува-
ні пацієнтки перебували на амбулаторному 
та стаціонарному обстеженні та лікуванні в 
КЗОЗ «Медичний центр лікування безплід-
дя» в період із 2017 по 2023 роки.

Забезпечення вимог біоетики
Дослідження проводили з урахуванням ос-
новних положень GCP ICH та Гельсінської 
декларації щодо біомедичних досліджень, 
та наступних її переглядів (Сеул, 2008), 
протоколу Конвенції Ради Європи про права 
людини та біомедицину (від 4 квітня 1997 
року), рекомендацій Комітету з біоетики 
при Президії АМН України (2002), згідно з 
позитивним висновком комісії з біоетики 
Буковинського державного медичного уні-
верситету та локальної комісії з біомедичної 
етики при КЗОЗ «Медичний центр лікування 
безпліддя (протокол схвалення № 8 від 16 
травня 2024 року).

Це передбачало дотримання концепції ін-
формованої згоди пацієнта на проведення 
досліджень, урахування переваг користі 
над ризиком шкоди, принципу конфіденці-
йності та поваги до особистості пацієнта та 
інших етичних принципів стосовно осіб, які 
є об’єктом дослідження.

Основну групу дослідження склали 88 жінок 
з верифікованим ендометріозом, асоційова-
ним із безпліддям (віком від 21 до 44 років, 
середній вік – 29.65 років). Первинне без-
пліддя виявили у 74 жінок (84 %), вторин-
не безпліддя – у 14 пацієнток (16 %). Отже, 
кількість пацієнток, у яких виявили первинне 
безпліддя, значно переважала над пацієнт-
ками із вторинним безпліддям (p < 0.001). 

Усім жінкам виконали діагностичну лапаро-
скопію. Стадії ендометріозу класифікували 
відповідно до засад класифікації ендометрі-
альних захворювань Американської Спілки 
репродуктивної медицини, 1997 (American 
Fertility Society Revised Classifi cation of 
Endometriosis, r-AFS-97). Пацієнток основної 
групи розподілили відповідно до такої кла-
сифікації: стадія 1 (1 – 5 балів) виявлена у 
48  % пацієнток; стадія 2 (6 – 15 балів) – у 
23 %; стадія 3 (16 – 40 балів) – у 25 % і ста-
дія 4 (40 балів і більше) – у 4 % пацієнток.

Пацієнтки основної групи були розподілені 
на дві підгрупи: підгрупа-1 (48 жінок, яким 
виконали традиційну підготовку до ДРТ 
(відповідно до наказів МОЗ України № 787 
від 09.09.2013 «Про затвердження Поряд-
ку застосування допоміжних репродуктив-
них технологій в Україні» та № 1030/102 від 
29.11.2013 «Про удосконалення системи 
планування сім’ї та охорони репродуктив-
ного здоров’я в Україні») та підгрупа - 2 (40 
жінок, яким виконали запропоновану нами 
підготовку до ДРТ із вмістом пробіотика).

Пацієнткам підгрупи-2 призначали таблето-
ваний пробіотик виробництва Unic Biotech 
Ltd (Індія) по 1 таблетці двічі на день, кож-
на з яких містила 10×109 Lactobacillus.

До контрольної групи зарахували 68 здоро-
вих жінок з трубним фактором в анамнезі. 
Оперативні втручання (гістеро- та лапароско-
пію) у пацієнток контрольної групи викону-
вали у зв’язку зі скаргами на безпліддя та за 
відсутності жодної патології у обох партнерів.

Для зарахування до основної групи керува-
лись такими критеріями:
• безпліддя тривалістю не менше двох років;
• інформована згода;
• наявність верифікованого ендометріозу;
• прохідність маткових труб.

Для зарахування до контрольної групи ке-
рувались такими критеріями:
• трубне безпліддя;
• відсутність ознак гострого гідросальпінксу;
• добровільна інформована згода на обсте-
ження.

Критерії вилучення: загострення супутніх 
захворювань, наявність інфекційного про-
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of preparation for intrauterine reproductive 
technologies in women with endometriosis as-
sociated with infertility.

Materials and Methods
The study was conducted at the Bukovynian 
State Medical University and, following the co-
operation agreement, at the clinical base of the 
Medical Center for the Treatment of Infertility 
(Chernivtsi, Ukraine). All studied patients un-
derwent outpatient and inpatient examination 
and treatment at the Medical Center “Medical 
Center for Infertility Treatment” (Chernivtsi) 
from 2017 to 2023.

Ensuring the requirements of bioethics

The study was conducted taking into account 
the main provisions of the GCP ICH and the 
Declaration of Helsinki on biomedical research 
and its subsequent revisions (Seoul, 2008) and 
the protocol of the Council of Europe Conven-
tion on Human Rights and Biomedicine (April 4, 
1997), recommendations of the Committee on 
Bioethics under the Presidium Academy of Med-
ical Sciences of Ukraine (2002) according to the 
favorable opinion of the Bioethics Committee 
of the Bukovynian State Medical University and 
the local Biomedical Ethics Committee at the 
Medical Center for the Treatment of Infertility.

This required compliance with the concept of 
the patient’s informed consent for conducting 
research, taking into account the advantages 
of benefi t over the risk of harm, the principle 
of confi dentiality and respect for the patient’s 
personality, and other ethical principles regard-
ing persons who are the object of research.

The main group of the study consisted of 88 
women with verifi ed endometriosis associated 
with infertility (aged 21 to 44, average age 
– 29.65). Primary infertility was noted in 74 
women (84%), and secondary infertility in 14 
patients (16%). Therefore, the number of pa-
tients with primary infertility signifi cantly out-
numbered patients with secondary infertility 
(p < 0,001). All women underwent diagnos-
tic laparoscopy. The stages of endometriosis 
were classifi ed according to the classifi cation 
of endometriosis of the American Society of 
Reproductive Medicine, 1997 (American Fertil-
ity Society Revised Classifi cation of Endome-
triosis, r-AFS-97). Patients of the main group 

were divided according to classifi cation: stage 
1 (1–5 points) was found in 48% of patients; 
stage 2 (6–15 points) – in 23%; stage 3 (16–
40 points) – in 25% and stage 4 (40 points 
and more) – in 4% of patients.

Patients of the main group were divided into 
two subgroups: subgroup 1 (48 women who 
underwent traditional preparation for ART, Or-
der of the Ministry of Health of Ukraine No. 
787 dated September 9, 2013, “On Approving 
the Procedure for Using Assisted Reproductive 
Technologies in Ukraine” and No. 1030/102 
dated November 29, 2013, “On Improvement 
Systems of Family Planning and Reproductive 
Healthcare in Ukraine”) and subgroup 2 (40 
women who underwent our suggested prepa-
ration for ART using probiotics).

The patients of the two subgroups were pre-
scribed a tablet probiotic produced by Unic 
Biotech Ltd, India, one tablet twice a day, 
each containing 10×109 Lactobacillus.

The control group included 68 healthy women 
with a history of tubal factor. Operative inter-
ventions (hysteroscopy and laparoscopy) in 
patients of the control group were performed 
in connection with complaints of infertility and 
the absence of any pathology in both partners.

For inclusion in the main group, the following 
criteria were used:
• infertility lasting at least 2 years;
• informed consent;
• presence of verifi ed endometriosis;
• patency of fallopian tubes.

The following criteria were used for inclusion 
in the control group:
• tubal infertility;
• lack of signs of acute hydrosalpinx;
• voluntary informed consent for examination.

Exclusion criteria: aggravation of concomitant 
diseases, an infectious process, taking hor-
monal contraceptives, being dangerous, and a 
positive test for COVID-19.

Research materials
Endometrial tissue material, endometrioid 
heterotopias, peripheral blood and peritone-
al fl uid, were collected for the study from the 
women of the studied groups. To control the 
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цесу, приймання гормональних контра-
цептивів, опасистість, позитивний тест на 
Covid-19.

Матеріали дослідження
Для дослідження у жінок досліджуваних 
груп набирали матеріал тканини ендоме-
трію, ендометріоїдні гетеротопії, перифе-
ричну кров та перитонеальну рідину. Задля 
контролю ефективності ДРТ із вмістом про-
біотика кров відбирали за місяць після ви-
конаної підготовки (лікування).

Методи дослідження
Молекулярно-генетичні дослідження
Для аналізу експресії гену NLPP3-інфламасо-
ми HMGB1, IL1β і визначення відносної нор-
малізованої експресії мРНК NLPP3, HMGB1, 
IL1β використовували метод полімеразної 
ланцюгової реакції зі зворотною транскрип-
цією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР).

Об’єктом для молекулярно-генетичних до-
сліджень методом ЗТ-ПЛР була фракція мо-
нонуклеарних клітин, виділених з цільної 
крові хворих на ендометріоз.

Імуноферментний аналіз
Визначення рівня мезотеліну в крові та 
перитонеальній рідині виконували ме-
тодом твердофазного імуноферментного 
аналізу (ELISA) з використанням наборів 
фірми Fine Test виробництва Китаю на 
приладі Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, ви-
користовуючи інструкцію для проведення 
дослідження. Набір базувався на техноло-
гії сандвіч-зв’язаного імуноферментного 
аналізу.

Статистична обробка отриманих результатів
Статистичний аналіз виконували з викорис-
танням програмного забезпечення Medcalc, 
Statistica, Excel.

Категоріальні дані описували абсолютними 
та відносними частотами. Групи порівню-
вали за критерієм Хi- квадрат та критерієм 
Фішера.

Кількісні змінні описували з використанням 
середнього (M) і стандартного (SD) відхи-
лення для нормально розподілених вибірок 
та з використанням медіани (Me) та інтер-
квартильного розмаху (IQR), якщо розподіл 
відрізнявся від нормального. Розподіл випад-
кової величини на нормальність перевіряли, 
використовуючи критерій Шапіро-Вілка.

Для порівняння неперервних змінних, що 
мали нормальний розподіл, використовува-
ли парний та непарний t-критерій Стьюден-
та; для змінних, розподіл яких відрізнявся 
від нормального, використовували U-кри-
терій Манна-Уітні та двосторонній ранговий 
критерій Вілкоксона. Результати вважали 
статистично значущими при p < 0.05.

Результати
На попередніх етапах роботи у жінок з ендо-
метріозом, асоційованим із безпліддям, до-
слідили рівні таких прозапальних маркерів, 
як маркер пошкодження очеревини мезоте-
лін та експресію NLRP3, IL-1β та HMGB1 у си-
роватці крові та локально в перитонеальній 
рідині та отримали результати, що свідчать 
про вірогідне підвищення усіх перелічених 
показників. Дані наведені в таблиці 1.

Виконали дослідження показників рівня ме-
зотеліну, експресії генів мРНК NLRP3, IL-1β, 
HMGB1 у сироватці крові жінок до- та після 
підготування їх до допоміжних репродук-
тивних технологій, що наведені в таблиці 2.

Враховуючи ймовірне патогенетичне зна-
чення досліджуваних прозапальних чин-
ників у розвитку ендометріозу, дослідили 

Таблиця 1 

Рівень мезотеліну, експресія NLRP3, IL-1β , HMGB1 
у сироватці крові досліджуваних жінок (M±m)

Показник Основна група (жінки з ендометріозом, 
асоційованим із безпліддям) (n = 88)

Контрольна 
група (n = 68) P

Концентрація мезотеліну (нг/мл) 0.73±0.01 0.49±0.01 <0.05
Експресія мРНК NLRP3-інфламасоми (у.о.) 44.43±3.72 0.85±0.03 <0.001

Експресія мРНК IL- 1β (у.о.) 26.47±0.01 0.45±0.01 <0.001
Експресія мРНК HMGB1 (у.о.) 11.91±0.01 1.00±0.01 <0.001



227

Праці НТШ Медичні науки
2024, Том 76, № 2   ISSN 2708-8634 (print)

Proc Shevchenko Sci Soc Med Sci   www.mspsss.org.ua
ISSN 2708-8642 (online)    2024, Vol. 76, 2

Оригінальні дослідження: клінічні науки Original research: Clinical sciences

eff ectiveness of ART with the inclusion of pro-
biotics, blood was collected one month after 
the preparation (treatment).

Research methods
Molecular genetic studies
To analyze the expression of the gene 
NLPP3-infl ammasome HMGB1, IL1β and de-
termine the relative normalized expression of 
mRNA NLPP3, HMGB1, IL1β, the polymerase 
chain reaction with reverse transcription in re-
al-time (RT-PCR) was used.

The object of molecular genetic studies using 
the RT-PCR method was the fraction of mono-
nuclear cells isolated from the whole blood of 
patients with endometriosis.

Enzyme immunoassay
The mesothelin level in blood and peritoneal 
fl uid were determined by the method of sol-
id-phase enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) using Fine Test 
kits manufactured in China and “Wuhan Fine 
Biotech Co., Ltd” device, based on the instruc-
tions for conducting the study. The kit was 
based on the technology of sandwich immu-
noenzymatic analysis.

Statistical processing of the obtained results
Statistical analysis was performed using Med-
calc, Statistica, and Excel software.

Absolute and relative frequencies described 
categorical data. Groups were compared us-
ing the Chi-square test and Fisher’s test.

Quantitative variables were described by mean 
(M) and standard deviation (SD) for normally 
distributed samples and by median (Me) and 
interquartile range (IQR) when the distribu-
tion was non-normal. Checking the distribu-

tion of a random variable for normality was 
carried out using the Shapiro-Wilk test.

A paired and unpaired Student’s t-test was 
used to compare continuous variables with a 
normal distribution. The Mann-Whitney U-test 
and two-sided Wilcoxon rank test were used 
for variables whose distribution diff ered from 
normal. The results were considered statisti-
cally signifi cant at p < 0,05.

Results
In earlier stages of the work, the levels of 
pro-infl ammatory markers such as the peri-
toneal damage marker mesothelin and the 
expression of NLRP3, IL-1β and HMGB1 in se-
rum and locally in the peritoneal fl uid were 
investigated in women with endometriosis as-
sociated with infertility, and results were ob-
tained indicating a probable increase all the 
indicators listed above. The data are shown in 
Table 1.

A study of mesothelin level indicators, NLRP3, 
IL-1β, and HMGB1 mRNA gene expression in 
the blood serum of women before and after 
preparation for assisted reproductive technolo-
gies was carried out, which is shown in Table 2.

Considering the probable pathogenetic signifi -
cance of the studied pro-infl ammatory factors in 
developing endometriosis, their dynamic chang-
es were investigated depending on the severity 
of endometriotic lesions. When evaluating the 
level of mesothelin, the expression of NLRP3, IL-
1β, and HMGB1 depending on the stage of en-
dometriosis, the results of an increase in these 
indicators were also obtained in women with 
moderate and severe endometriosis compared 
to the mild course of the disease, which indi-
cates the role of these factors in the progression 
of the disease as markers and possible pathoge-
netic factors (Figure 1).

Table 1.

Level of mesothelin, expression of NLRP3, IL-1β, HMGB1 in blood serum 
of the studied women (M±m)

Indicator Main group (women with endometriosis 
associated with infertility) (n = 88)

Control group 
(n = 68) p

Mesothelin concentration (ng/ml) 0,73±0,01 0,49±0,01 <0,05
NLRP3-infl ammasome mRNA expression (c.u.) 44,43±3,72 0,85±0,03 <0,001

IL-1β mRNA expression (c.u.) 26,47±0,01 0,45±0,01 <0,001
Expression of HMGB1 mRNA (c.u.) 11,91±0,01 1,00±0,01 <0,001
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їхні динамічні зміни залежно від вираже-
ності ендометріозних уражень. При оцінці 
рівня мезотеліну, експресії NLRP3, IL-1β, 
HMGB1 залежно від стадії ендометріозу 
теж отримали результати зростання цих 
показників у жінок із середнім та тяжким 
ендометріозом порівняно з легким пере-
бігом хвороби, що свідчить про роль цих 
факторів у прогресуванні захворювання 
як маркерів та можливих патогенетичних 
чинників (рис. 1).

Рисунок 1. Рівень мезотеліну та експресії генів мРНК 
NLRP3, IL1β, HMGB1 залежно від стадій ендометріозу

Логічним було дослідити, чи впливають змі-
ни рівня мезотеліну, експресії мРНК генів 
NLRP3, IL-1β, HMGB1 на безпліддя у жінок 
з ендометріозом. З цією метою виконали 
оцінку зазначених показників залежно від 
виду безпліддя (первинне чи вторинне). 
Отримані результати свідчать, що у жінок 
з ендометріозом та первинним безпліддям 
виявили вірогідно вищі показники мезоте-
ліну, активності інфламасоми NLRP3, IL- 1β 
та HMGB1 порівняно з жінками із вторинним 
безпліддям. Зокрема, рівень мезотеліну у жі-
нок основної групи з первинним безпліддям 
був вірогідно вищим порівняно з жінками із 
вторинним безпліддям як в сироватці кро-

ві, так і в перитонеальній рідині, відповідно 
(0.86±0.001 нг/мл та 0.69±0.001 нг/мл) (p 
< 0.01) до (0.67±0.001 нг/мл та 0.42±0.001 
нг/мл) (p < 0.001).

Обговорення
Як відомо, мезотелін є антигеном клітин-
ної поверхні, який вибірково експресується 
саме в мезотеліальних клітинах, що вкрива-
ють серозні порожнини, включно з очере-
виною [19–20]. А ендометріоз – це захво-
рювання, яке вражає передусім очеревину. 
Зважаючи на те, що анатомія мезотелію об-
межена очеревиною, перикардом та плев-
рою, а досліджувані жінки пройшли комп-
лексне обстеження з відхиленням ураження 
плевральної та перикардіальної порожнин 
та інших причин ураження очеревини, окрім 
ендометріозу, то мезотелін можна розгляда-
ти як специфічний маркер ураження очере-
вини саме ендометріозом. Наші дослідження 
виявили вірогідно підвищений рівень мезо-
теліну у жінок з ендометріозом із тенденці-
єю до зростання при його прогресуванні та 
вищими показниками при первинному без-
плідді у жінок з ендометріозом порівняно із 
вторинним. Це наштовхує на думку, що ме-
зотелін може бути як самостійним маркером 
прогресування ендометріозу та його усклад-
нень (безпліддя) внаслідок безпосередньо-
го вивільнення з мезотеліальних клітин під 
час їхнього ураження ендометріозною ек-
топією, так і чинником, що підтримує запа-
лення. Якщо проаналізувати останню тезу, 
то варто вказати на той факт, що клітини 
мезотелію є важливими регуляторами імун-
них реакцій і відіграють вирішальну роль у 
тканинному гомеостазі серозних порожнин, 
зокрема очеревини [20–21]. Як відомо, ця 
властивість мезотеліальних клітини давно 
використовується в таргетній терапії низки 
солідних пухлин [22].

Таблиця 2

Рівень мезотеліну, експресія NLRP3, IL-1β , HMGB1 у сироватці крові жінок 
до- та після підготовки до допоміжних репродуктивних технологій (M±m)

Показник
Основна група (жінки з ендометріозом, асоційованим із 

безпліддям) (n = 88) P
до підготовлення до ДРТ після підготовлення до ДРТ

Концентрація мезотеліну (нг/мл) 0.73±0.01 0.59±0.01 <0.05
Експресія мРНК NLRP3-інфламасоми (у.о.) 44.43±3.72 0.70±0.01 <0.001

Експресія мРНК IL- 1β (у.о.) 26.47±0.01 0.45±0.01 <0.001
Експресія мРНК HMGB1 (у.о.) 11.91±0.01 0.28±0.01 <0.001
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Figure 1. The level of mesothelin and gene expression of 
mRNA NLRP3, IL1β, HMGB1 depending on the stages of 

endometriosis

It was logical to investigate whether chang-
es in the level of mesothelin, mRNA expres-
sion of genes NLRP3, IL-1β, and HMGB1 af-
fect infertility in women with endometriosis. 
For this aim, these indicators were assessed 
depending on the type of infertility (primary 
or secondary). The obtained results indicate 
that women with endometriosis and prima-
ry infertility had signifi cantly higher levels 
of mesothelin, NLRP3 infl ammasome activ-
ity, IL-1β and HMGB1 compared to women 
with secondary infertility. In particular, the 
level of mesothelin in women of the main 
group with primary infertility was signifi cant-
ly higher compared to women with second-
ary infertility both in blood serum and peri-
toneal fl uid, respectively (0,86±0,001 ng/
ml and 0,69±0,001 ng/ml) (p < 0,01) to 
(0,67±0,001 ng/ml and 0,42±0,001 ng/ml) 
(p < 0,001).

Discussion
As is known, mesothelin is a cell surface an-
tigen selectively expressed in mesothelial 
cells covering serous cavities, including the 
peritoneum [19–20]. Endometriosis is a dis-

ease that primarily aff ects the peritoneum. 
Given that the anatomy of the mesothelium 
is limited to the peritoneum, pericardium and 
pleura, and the studied women underwent 
a comprehensive examination excluding the 
impression of the pleural and pericardial 
cavities and other causes of the peritoneum 
impression, except endometriosis, mesothe-
lin can be considered as a specifi c marker of 
damage to the peritoneum caused by endo-
metriosis. Our studies revealed a likely ele-
vated level of mesothelin in women with en-
dometriosis with a tendency to increase with 
its progression and higher rates of primary 
infertility in women with endometriosis com-
pared to secondary. This suggests that me-
sothelin can be both an independent mark-
er of the progression of endometriosis and 
its complications (infertility) as a result of 
direct release from mesothelial cells during 
their damage by endometriotic ectopy and a 
factor that supports infl ammation. If we ana-
lyze the last thesis, we should point out that 
mesothelium cells are important regulators 
of immune reactions and play a decisive role 
in the tissue homeostasis of serous cavities, 
particularly the peritoneum [20–21]. As is 
known, this property of mesothelial cells has 
long been used in targeted therapy of some 
solid tumors [22].

Since endometriosis involves the disruption 
of tissue homeostasis, which occurs with the 
participation of immune mechanisms, we in-
vestigated the main factors leading to the ini-
tiation of the pro-infl ammatory cascade.

The NLRP3 infl ammasome plays a special 
role in this cascade, a complex that includes 
Nod-like receptor (NLR) family proteins that 
perceive molecular patterns associated with 
pathogens and molecular processes that al-

Table 2.

Level of mesothelin, expression of NLRP3, IL-1β, HMGB1 in blood serum 
of women before and after preparation for assisted reproductive technologies (M±m)

Indicator
Main group (women with endometriosis associated 

with infertility) (n = 88) p
to prepare for ART after preparing for ART

Mesothelin concentration (ng/ml) 0,73±0,01 0,59±0,01 <0,05
NLRP3-infl ammasome mRNA expression (c.u.) 44,43±3,72 0,70±0,01 <0,001

IL-1β mRNA expression (c.u.) 26,47±0,01 0,45±0,01 <0,001
Expression of HMGB1 mRNA (c.u.) 11,91±0,01 0,28±0,01 <0,001
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Оскільки при ендометріозі порушення тка-
нинного гомеостазу відбувається за участі 
імунних механізмів, ми дослідили провідні 
чинники запуску прозапального каскаду.

Особливу вагу в цьому каскаді має інфла-
масома NLRP3 – комплекс, що містить білки 
сімейства Nod-подібних рецепторів (NLR), 
які сприймають молекулярні патерни, пов’я-
зані з патогенами, і молекулярні процеси, 
що змінюють гомеостаз. Після розпізнання 
паттерну відбувається активація TLRs та 
NLRs, з наступною активацією інфламасоми 
NLRP3, активації MyD88-залежного сигналь-
ного шляху із активацією транскрипції NF-
kB і синтезу великої кількості прозапальних 
цитокінів та ростових факторів, зокрема до-
сліджуваного у цій роботі IL-1β та інших ві-
домих чинників ендометріозу, таких як HGF, 
VEGF, IL-6 і TNF-a в очеревині [23; 24]. У на-
шому дослідженні отримано вірогідне підви-
щення як експресії інфламасоми NLRP3, так 
і рівня індукованого каскадом її активації IL-
1β, що збігається з іншими відомими дослі-
дженнями. Водночас варто зауважити, що 
за аналогією з рівнем мезотеліну, експресія 
NLRP3 у жінок з ендометріозом зростала не 
лише порівняно з групою контролю, а й при 
прогресуванні ендометріозу.

У контексті значення інфламасоми NLRP3 
та активованого нею прозапального каска-
ду в лікуванні ендометріозу, нещодавні до-
слідження засвідчили ефективність інгібі-
торів NLRP3 – у мишачій моделі лікування 
інгібітором інфламасоми виявили зменшен-
ня розмірів ендометріоїдних уражень порів-
няно з контролем (89 ± 15 проти 49 ± 9.3 
мм3 на яєчник; p < 0.05); також відбулося 
зниження експресії IL-1β в епітелії ендоме-
тріозних вогнищ [24]. Тоді як своєрідними 
природніми регуляторами активності NLRP3 
є структури, що філогенетично оселяються 
в репродуктивних шляхах – тобто представ-
ники нормальної мікробіоти [25]. На дода-
ток, представники нормальної мікробіоти 
зменшуюють активацію PRRs та активований 
ними каскад MyD88-залежного сигнального 
шляху з активацією транскрипції NF-kB. Зо-
крема, є роботи, які свідчать, що блокування 
PRRs нормальною мікробіотою, як-от лакто-
бактеріями, сприяє зниженню прозапальних 
медіаторів та активації кілерних клітин в за-
лученій зоні. Отже, відомі дослідження вка-

зують на зв’язок ендометріозу та безпліддя 
із прозапальною відповіддю через актива-
цію вісі PRRs-MyD88-NF-kB та на можливість 
впливу на неї використанням як терапевтич-
ного агента нормальних мікроорганізмів, а 
саме – лактобактерій [25–28].

Одночасно зростає зацікавленість до до-
слідження додаткових факторів, здатних 
вплинути на показники успішності ДРТ. У 
цьому контексті має достатні перспективи 
потенційний вплив мікробіоти. Цікаво, що 
модулюючою здатністю, ймовірно, володіє 
саме мікробіота (лактобактерії), оскільки до-
слідження свідчать про зв’язок невдач ДРТ 
як між змінами мікробіому ендометрія, так 
і вагінальної мікробіоти, причому переваж-
но через лактобактерії [27–30]. Зокрема, 
Kyono et al. виявили знижену чисельність 
лактобактерій у порівнянні між жінками, які 
завагітніли з ДРТ і без, засвідчуючи, що ве-
лика кількість пацієнток з потребою ДРТ ма-
ють дисбіотичний мікробіом на рівні ендоме-
трія і що високий вміст лактобактерій може 
поліпшити результати імплантації [30–32].

Водночас важливе значення для успішної 
імплантації та успіху вагітності має взаємо-
зв’язок між бластоцистою та рецептивною 
маткою, зокрема, передавання сигналів про-
гестерону (P4) через ядерний рецептор про-
гестерону (PR). Скажімо, дослідження групи 
Sudhansu K. Dey, 2020, виявили роль у цьому 
процесі нового фактора, а саме – ядерного 
білка високорухливої групи 1 (high-mobility 
group box-1, HMGB1). У своєму дослідженні 
вони надали докази того, що ядерний HMGB1 
сприяє успішній імплантації бластоцисти, 
підтримуючи передавання сигналів P4 і об-
межуючи накопичення макрофагів для осла-
блення шкідливих запальних реакцій. Це 
дослідження надихнуло нас проаналізувати 
значення HMGB1 у цій роботі і, отримавши 
результати підвищеної експресії HMGB1 у жі-
нок з ендометріозом, асоціойованим із без-
пліддям, з тенденцією до зростання при про-
гресуванні захворювання та при первинному 
безплідді, ми підтвердили свою гіпотезу. Є 
докази того, що HMGB1 функціонує як мо-
лекула, пов’язана з пошкодженням, у кліти-
нах in vitro в умовах стресу або у мишей, які 
зазнали впливу ЛПС [33–34]. Після секреції 
HMGB1 подає запальні сигнали, активуючи, 
зокрема, толл-подібний рецептор 2 (TLR2) 
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ter homeostasis. After pattern recognition, 
activation of TLRs and NLRs occurs, followed 
by activation of the NLRP3 infl ammasome, 
activation of the MyD88-dependent signaling 
pathway with activation of NF-kB transcrip-
tion, and the synthesis of a large number of 
pro-infl ammatory cytokines and growth fac-
tors, in particular IL-1β, which was studied 
in this work, and other known factors of en-
dometriosis as HGF, VEGF, IL-6 and TNF-a in 
the peritoneum [23; 24]. In our study, we 
obtained a probable increase in both the ex-
pression of the NLRP3 infl ammasome and 
the level of the IL-1β-induced cascade of its 
activation, which coincides with known stud-
ies. Along with that, it is worth noting that 
by analogy with the mesothelin level, the ex-
pression of NLRP3 in women with endome-
triosis increased not only compared to the 
control group but also with the progression 
of endometriosis.

In the context of the importance of the NLRP3 
infl ammasome and the pro-infl ammatory 
cascade activated by it in the treatment of 
endometriosis, recent studies have shown 
the eff ectiveness of NLRP3 inhibitors – 
in a mouse model, treatment with an 
infl ammasome inhibitor reduced the size of 
endometrioid lesions compared to the control 
(89 ± 15 c.u. 49 ± 9,3 mm3 per ovary; p 
< 0,05), a decrease in the expression of 
IL-1β in the endometrial epithelium was 
also obtained foci [24]. At the same time, 
peculiar natural regulators of NLRP3 activity 
are structures that phylogenetically live in 
reproductive tracts, that is, representatives 
of normal microbiota [25]. In addition, 
representatives of the normal microbiota 
reduce the activation of PRRs and the MyD88-
dependent signaling cascade they activate by 
triggering NF-kB transcription. In particular, 
some works indicate that blocking PRRs by 
normal microbiota, particularly lactobacilli 
contributes to reducing pro-infl ammatory 
mediators and activating killer cells in the 
involved area. Thus, known studies reveal 
the connection between endometriosis and 
infertility with a pro- infl ammatory response 
through the activation of the PRRs-MyD88-
NF-kB axis and the possibility of infl uencing 
it by using normal microorganisms as 
a therapeutic agent, namely lactobacilli 
[25–28].

At the same time, there is growing interest in 
the study of additional factors that can aff ect 
the success rates of ART. In this context, 
the potential infl uence of microbiota has 
suffi  cient prospects. What is interesting, it is 
probably the microbiota (lactobacteria) that 
has the modulating ability since there are 
studies that indicate the connection of ART 
failures between changes in the endometrial 
microbiome and vaginal microbiota, and 
this is mainly due to lactobacteria [27–30]. 
In particular, Kyono et al. found reduced 
numbers of Lactobacilli among women who 
got pregnant with and without ART, showing 
that a large number of patients requiring ART 
have a dysbiotic microbiome at the level of the 
endometrium and that a high Lactobacillus 
content can improve implantation outcomes 
[30–32].

At the same time, the relationship between 
the blastocyst and the receptive uterus, 
in particular, progesterone (P4) signaling 
through the nuclear progesterone receptor 
(PR), is important for successful implantation 
and pregnancy success. In particular, research 
groups Sudhansu K. Dey, 2020, showed the 
role of a new factor in this process, namely 
the nuclear protein high-mobility group box-
1 (HMGB1). Their study showed that nuclear 
HMGB1 promotes successful blastocyst 
implantation by supporting P4 signaling and 
limiting macrophage accumulation to attenuate 
deleterious infl ammatory responses. This 
study inspired us to investigate the signifi cance 
of HMGB1 in this work and, having obtained 
the results of increased expression of HMGB1 
in women with endometriosis associated with 
infertility with a tendency to increase with 
the progression of the disease and in primary 
infertility, to confi rm our hypothesis. There is 
evidence that HMGB1 functions as a damage-
related molecule in cells in vitro under stress 
conditions or in mice exposed to LPS [33–34]. 
After secretion, HMGB1 provides infl ammatory 
signals, including activation of toll-like receptor 
2 (TLR2) or TLR4, which is in agreement with 
our previous studies on endometriosis [35], 
which also showed the role of activation, PRRs, 
NLRs, and TLRs and was confi rmed in our 
work on the example of NLRP3 infl ammasome 
activation. Studies of the infl uence of microbial 
molecules, in particular lipopolysaccharide, on 
the secretion of HMGB1, which contributed to 
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або TLR4. Це співпадає з нашими попередні-
ми дослідженнями щодо ендометріозу [35], 
де також засвідчена роль активації, PRRs, 
NLRs, TLRs і що підтверджене у цій роботі 
на прикладі активації інфламасоми NLRP3. 
Цікавими виявилися дослідження впливу мі-
кробних молекул, зокрема, ліпополісахари-
ду на секрецію HMGB1, що сприяло розвитку 
аутоімунізації чи сепсису [36–37]. Наведені 
факти, а саме щодо впливу HMGB1 на проце-
си імплантації поряд із модуляцією PRRs під 
впливом мікробних паттернів, спонукали нас 
виявити паралелі з ендометріозом та допу-
стити гіпотезу про ймовірну позитивну роль 
модуляції мікробіоти для регуляції HMGB1.

Враховуючи результати нашого досліджен-
ня, пропонуємо як можливу стратегію під-
вищення ефективності ДРТ у жінок з ен-
дометроізом – спрямовану модуляцію за 
допомогою пробіотиків у програмах під-
готовлення до ДРТ. Загалом узагальнення 
результатів нашої роботи узгоджуються з 
висновками багатьох інших дослідників [25; 
26; 30; 31].

Висновки
1. Дослідження підтвердило, що рівні екс-
пресії мРНК NLRP3, IL-1β, HMGB1 та ме-
зотеліну корелюють з тяжкістю ендо-
метріозу і можуть бути потенційними 
маркерами прогресування захворюван-
ня. Ці молекули є перспективними цілями 
для майбутніх терапевтичних стратегій у 
лікуванні ендометріозу, асоційованого із 
безпліддям.

2. Дослідження засвідчило, що рівень ме-
зотеліну в сироватці крові у 1.25 раза 
вищий у жінок із первинним безпліддям, 
аніж із вторинним, та корелює з тяжкістю 
захворювання, що свідчить про його мож-
ливість бути самостійним маркером діа-
гностики ендометріозу.

3. Використання пробіотиків у програмах 
підготовлення до допоміжних репродук-
тивних технологій (ДРТ) у жінок з ендо-
метріозом є доцільним, про що свідчать 
також дані літератури.
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the development of autoimmunity or sepsis, 
turned out to be interesting [36–37]. The 
above, namely the eff ect of HMGB1 on the 
implantation process and the modulation of 
PRRs under the infl uence of microbial patterns, 
led us to see parallels with endometriosis 
and hypothesize a possible positive role of 
microbiota modulation for HMGB1 regulation.

Considering the above, directed modulation 
with the help of probiotics in programs of 
preparation for ART is proposed as a possible 
strategy to improve the eff ectiveness of ART 
in women with endometriosis. In general, 
the generalizations of the results of our work 
are consistent with the conclusions of other 
researchers [25; 26; 30; 31].

Conclusions:
1. The study confi rmed that the mRNA 

expression levels of NLRP3, IL-1β, HMGB1 

and mesothelin correlate with the severity of 
endometriosis and can be potential markers 
of disease progression. These molecules are 
promising targets for further therapeutic 
strategies in the treatment of infertility-
associated endometriosis.

2. The study showed that the level of 
mesothelin in blood serum is 1,25 times 
higher in women with primary infertility 
than with secondary infertility and 
correlates with the severity of the disease, 
which indicates its possibility to be an 
independent marker for the diagnosis of 
endometriosis.

3. The use of probiotics in programs of 
preparation for assisted reproductive 
technologies (ART) in women with 
endometriosis is appropriate, which is also 
indicated by the literature.
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