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Rezumat

Receptorii Toll-like recunosc structurile moleculare legate de agentul patogen a micobacterii si, astfel, joacd un rol
important in protectia organismului fatd de infectia tuberculoasa. Scopul acestei lucrari a fost studierea asocierii polimor-
fismelor 7LR2 (-196 pana la -174 ins / del, rs111200466) si TLRY (1174 C /T, rs352139) cu tuberculoza pulmonara (TB)
in populatia Republicii Moldova.

Materiale si metode: In studiul au fost inclusi 279 de pacienti cu TB confirmati bacteriologic; grupul de control a
fost format din 261 de persoane clinic sanatoase din focarele de tuberculoza. Genotizarea polimorfismului 7ZLR2 (-196 to
-174 ins / del, rs111200466) a fost realizata prin reactia de polimerizare in lant (PCR) si electroforeza in gel; Polimorfis-
mul 7LR9 (1174 C /T, rs352139) a fost determinat prin spectrometrie de masa MALDI-TOFF. Prezenta asociatiei a fost
determinata prin metoda regresiei logistice.

Rezultate: S-a determinat o asociere statistic semnificativa a polimorfismului 7LR9 (1174 C / T, rs352139) cu TB
pulmonara in cazul codominant (OR = 0,59; CI = 0,38-0,90; P =0,008), dominant (OR = 0,55; CI1=0,36-0,82; P=0,0034)
si modelul de mostenire log-aditiv (OR = 0,65; CI = 0,49-0,86; P = 0,0024). Nici o asociere nu a fost determinata intre
polimorfismul 7LR2 (-196 pana la -174 ins / del, rs111200466) si TB pulmonara.

Concluzie: Polimorfismul 7LR9 (1174 C/ T, rs352139) poate influenta riscul de dezvoltare a tuberculozei pulmonare
la populatia Republicii Moldova.

Cuvinte-cheie: Toll-like receptori, TLR2, TLRY, polimorfism genetic, tuberculoza pulmonara, analiza cos-control

Summary. Analysis of the association of polymorphisms 7LR2 (-196 to -174 ins / del) and TLR9 (1174 C / T)
with pulmonary tuberculosis in the population of the Republic of Moldova

Toll-like receptors recognize the molecular structures linked to the mycobacterial pathogen and thus play an impor-
tant role in protecting the body from tuberculosis. The purpose of this work was to study the association of 7LR2 poly-
morphisms (-196 to -174 ins / del, rs111200466) and TLR9 (1174 C / T, rs352139) with pulmonary tuberculosis (TB) at
the population of the Republic of Moldova.

Materials and methods: 279 patients with bacteriologically confirmed TB were included in the study; the control
group consisted of 261 clinically healthy persons from tuberculosis outbreaks. Genotyping of 7LR2 polymorphism (-196
to -174 ins / del, rs111200466) was performed by chain polymerization (PCR) reaction and gel electrophoresis; 7LR9 pol-
ymorphism (1174 C /T, rs352139) was determined by MALDI-TOFF mass spectrometry. The presence of the association
was determined by the logistic regression method.

Results: It was determined a statistically significant association of 7LR9 polymorphism (1174 C /T, rs352139) with
pulmonary TB in the co-dominant case (OR = 0.59; CI =0.38-0.90; P = 0.008), dominant (OR = 0,55; C1=0.36-0.82; P =
0.0034), and the log-additive inheritance model (OR = 0.65; CI = 0.49-0.86; P =0.0024). No association was determined
between TLR2 polymorphism (-196 to -174 ins / del, rs111200466) and pulmonary TB.

Conclusion: TLR9 polymorphism (1174 C /T, rs352139) can influence the risk of developing pulmonary tuberculosis
at the population of the Republic of Moldova.
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Pe3ome. Ananu3 accounanuu noaumoppusmon TLR2 (-196 to -174 ins / del) u TLR9 (1174 C/T) ¢ nero4Hpim
TyOepKkyJie3oM B nony asinuu Pecny6auxu MoamoBa

Lenv uccreoosanus: Tonb-TIONOOHBIE PELENITOPHI PACTIO3HAIOT ATOTCH-CBSI3aHHBIC MOJICKYIISIPHBIC CTPYKTYPBI MHU-
KOOaKTepHil U, TAKUM 00pa3oM, UTPAET BXKHYIO POJIb B ITPOTUBOTYOCPKYIIE3HOH 3anuTe opranu3ma. Llensio HacTosmien
paboThI SIBIIIOCH U3yueHHe acconnanuu nonumoppusmon 7LR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) u TLRY (1174 C/T,
1s352139) ¢ TyGepkyne3om nerkux (Th) B momymsamuu Pecry6anku Mongosa.

Mamepuanvl u memoowi: B uccnenoBaHuu MpUHSUIM ydacTre 279 nalnueHToB ¢ 6aKTepHolIOrHYeCKHU-TIOITBEPKICH-
HbIM TB; KOHTpONBHYIO TpyMITy cOCTaBWIN 261 KIMHUYECKHU 30POBBIX JIUIL U3 SIIMJEMUYECKUX ouaroB. [ eHoTHnnpoBa-
uue nmonumopdusma 7LR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) npoBOIUIOCH METOAOM MOJIMMEPA3HON LICITHON peaKIuu
(TTLIP) u renb-anexrpodopesa; nonmumoppusm TLRY (1174 C/T, rs352139) BBISBISIICS METOAOM Macc-CHEKTPOMETPUN
MALDI-TOFF. Accouunaiuu oleHuBajIiuch METOIOM JIOTUCTHUECKON PErpeccuu.

Peszynomamei: BpisiBieHa cTaTUCTHYECKH 3HaUMMasi accoruanus nomumopousma 7LR9 (1174 C/T, rs352139) ¢ Th
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JIETKHX B ciy4ae ko-momuHaHTHO (OR = 0,59; CI = 0,38-0,90; P = 0,008), nomunauntroii (OR = 0,55; CI = 0,36-0,82; P
=0,0034) u nor-anaurusHoii (OR = 0,65; CI = 0,49-0,86; P = 0,0024) monerneii HacnenoBanus. CBsI3U MEXKITY MOTUMOP-
¢buszmom TLR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) u Th nerkux oOHapykeHO HE OBLIO.

3axnouenue: Tonumopdusm TLRY (1174 C/T, rs352139) moxer BnusiTh Ha puck Th nerkux B momyssiuuu Pecrry-

Ok MOJIIOBEL.

KuroueBbie cioBa: Tosb-1of00HbIe penenTopbl, TeH 7LR2, ren TLRY, renetndeckuil moaumopdusM, TyoepKyies

JIETKHX, aHAJIN3 CIIy4ali-KOHTPOIb

Introducere

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
este un factor cheie in etiologia tuberculozei (TB).
Rezultatul si evolutia infectiei depind de sistemul
imun al macroorganismului. Doar 5-10% dintre per-
soanele infectate prezintd boala activa [8]. Desi me-
canismul acestei selectivitati nu este in intregime clar,
cercetdrile indica la rolul principal al factorilor gene-
tici in dezvoltarea predispunerii la tuberculoza [10],
[17], [5].

Interactiunea dintre M. fuberculosis si patogenul
este initiatd dupa ce bacteriile sunt recunoscute de o
varietate de receptori moleculari de la suprafata si din
interiorul celulelor sistemului imun. Acestea includ
receptorii Toll-like (TLRs) [2]. In prezent, la om au
fost descrise 11 tipuri de TLRs, care difera in ceea ce
priveste localizarea lor si specificul antigenic [6].

TLRO este localizat pe membranele endozomilor
intracelulari si recunoaste CpG-motive pe ADN-ul
bacterian. TLR2 este o proteind membranara externa
care recunoaste componentele lipopolisacaride si gli-
coproteine ale bacteriilor. S-a determinat ca soarecii
cu o dubla depletie a genelor T7LR2 si TLR9 (TLR2/9
-/ -) au avut o sensibilitate crescuta la infectia cu M.
tuberculosis si au prezentat o deficientd de citokine
a raspunsului inflamator precoce [1]. Polimorfismul
genelor care codifica receptorii de tip Toll pot afec-
ta nivelul lor de expresie sau capacitatea lor de a re-
cunoaste un patogen [11]. O serie de studii noteaza
asocierea polimorfismelor ereditare in genele 7LR2 si
TLR9 cu TB [7], [16], [16], [3], [14].

In acest studiu, s-a efectuat o analizi genetici aso-
ciativa Intre polimorfismul de depletie a genei 7LR2
(-196 pana la -174 ins / del, rs111200466) si polimor-
fismul uninucleotidic 7LR9 (1174 C/ T, rs352139) cu
TB pulmonara in populatia Republicii Moldova.

Materiale si metode

Esantioane

Acest studiu a fost aprobat de Comitetul de eti-
ca al Institutului de Ftiopneumologie ,,Chiril Draga-
niuc” (Republica Moldova) si a respectat principiile
Declaratiei de la Helsinki. Participantii In studiu au
oferit consimtamant informat scris pentru participa-
rea lor in studiu. Grupul de baza a fost format din 279
de pacienti fara legatura de rudenie (122 de femei si

157 de barbati; varsta medie la recrutare = 40,7 + 12,7
ani; varsta medie la diagnostic = 39,1 £+ 12,2 ani) cu
tuberculoza pulmonara infiltrativa. Diagnosticul s-a
bazat pe simptome clinice si schimbari la examenul
radiologic al toracicelui urmat de confirmarea prin
examen bacteriologic. Au fost exclusi din studiu paci-
entii cunoscuti fiind cu imunodeficienta (de exemplu,
din cauza infectiei cu HIV, diabet, cancer sau terapie
imunosupresiva administratd). Toti pacientii aveau
origine europeand si predominant moldoveneasca
(91,5%). Grupul de control a cuprins 261 de persoa-
ne sanatoase fara relatii de rudenie si conform etniei:
moldoveni, 87% (157 de femei si 104 barbati; varsta
medie la recrutare = 47,6 + 14,1 ani), care locuiau in
focarele de tuberculoza. Din grupul de control au fost
exclusi daca aveau antecedente de tratament anti-tu-
berculos anterior, semne sau simptome care sugerea-
za TB activa si/sau prezentau infiltrate pe radiografia
toracica.

Probele de sange venos (anticoagulant EDTA
addugat) au fost colectate de la toti participantii in
studiu, iar ADN-ul genomic a fost extras din leucoci-
tele din sangele periferic folosind o metoda standard
de salinizare. Toti participantii la studiu au fost vac-
cinati BCG.

Genotiparea

Genotiparea TLR2 (-196 pana la -174 ins/del,
rs111200466) a fost realizatd in Laboratorul Geneti-
ca Umana, Institutul de Ftiziopenumologie ,,Chiril
Draganiuc” prin intermediul reactiei de polimerizare
in lant (PCR) conform protocolului publicat [12]. B
Kkparne, primerii pentru polimorfismul 7LR2 (-196
pana la -174 ins/del) au fost: R: 5'-CTGGGCCGT-
GCAAAGAAG u F: 3'- CACGGAGGCAGCGA-
GAAA. Reactia PCR a fost realizatd folosind amp-
lificatorul BioRad (77100 Thermal Cycler) pentru un
volum de 20 pl ce continea 2 pl 10 x PCR bufer ¢
(NH,),S0O,), n 25 mM MgCl,, 2 pl dNTP (cate 0,2
mM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1 ul de fiecare
primer (100 pmol/ul), 0,12 pl Taq polimeraza (5 uni-
tati/ul), 11,3 ul H,O si 1,0 pl ADN genomic. In urma
primului pas de denaturare (95°,5 min) au urmat 30
cicluri cu 95°- 30 sec, 63° - 40 sec, 72° - 40 sec si
elongarea finala timp de 7 min la 72°, iar fragmentele
rezultate Tn urma amplificarii au fost analizate n gel
de agaroza de 2% cu bromura de etidium. Pentru ana-
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liza rezultatelor electroforezei, in cazul genotiparii
genel, s-a folosit markerul de referinta ,,50 pb Ladder
DNA marker”.

Genotiparea TLRY9 (1174G/A, 1s352139) s-a
efectuat prin metoda spectrometrie de masda MAL-
DI-TOFF 1in Centrul de Cercetare a Mediului si Sana-
tatii de Helmholtz si in Munchen, Germania. Praime-
rii au fost proiectati folosind Assay Design Suite v2.0
(https://agenacx.com).

Procesarea statistica

Controlul de repartizare a genotipurilor in lotul
de control la corespunderea echilibrului Hardy-We-
inberg (HWE) s-a efectuat prin aplicarea criteriului
x> . Compararea frecventei genotipurilor intre grupe-
le pacienti si sandtosi s-a efectuat cu ajutorul regre-
siei logistice, tinand cont de factorii potentiali care
pot influenta (confounding), cum ar fi varsta si ge-
nul. Analiza a fost realizatd pentru cazuri de modele
dominante, recesive, co-dominante, log-aditive si su-
per-dominante ale mostenirii polimorfismelor. Anali-
za statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul progra-
melor SISA si SNPstat.

Rezultate

Rezultatele analizei polimorfismelor 7LR2 (-196
pana la -174 ins / del, rs111200466) si TLR9 (1174G
/' A, 1s352139) si asociatiilor lor cu TB pulmonara
sunt prezentate in tabelul 1. Valorile de frecventa ale
alelelor celor doua polimorfisme sunt in intervalul de
variatie al polimorfismelor respective observate la
populatiile europene. Distributiile observate ale ge-
notipurilor ambelor loci corespund cu cele asteptate,
conform legii de echilibru Hardy-Weinberg in grupu-
rile de pacienti si persoane sanatoase.

Analiza nu a evidentiat diferente semnificative
a polimorfismului 7LR2 (-196 pana la -174 ins/del,
rs111200466) intre grupurile de pacienti si persoane-
le sanatoase, fiind luate in considerare toate tipurile
de mostenire. Asocierea polimorfismului 7LR2 (-196
pind la -174 ins/del, rs111200466) cu tuberculoza nu
a fost confirmata in subgrupele de barbati si femei si
la compararea indivizilor sanatosi cu doud subgrupe
de pacienti: tineri si varstnici.

S-a constatat ca polimorfismul 7LR9 (1174 C /
T, rs352139) este asociat semnificativ cu TB in cazul
modelelor de mostenire co-dominante, dominante si
log-aditive. In special, frecventele alelei T si genoti-
pului TT au fost semnificativ mai inalte in grupul de
persoane sanatoase decat in grupul de pacienti.

Receptorii de tip Toll - TLR2 si TLR9 joacd un
rol important in susceptibilitatea la TB. Polimorfis-
mul TLR9 (1174 C / T, rs352139), situat in primul
intron al 7LR9, a aratat o asociere semnificativa cu

TB 1n acest studiu, cu alela T minora conferind pro-
tectie impotriva tuberculozei. Interesant, aceeasi alela
a fost asociata semnificativ cu riscul de TB redus la
femeile indoneziene, anterior [7], in timp ce o asoci-
ere in directie opusa (efect de risc) a fost observata la
un grup de femei indigene din Mexic [15]. In plus, un
efect puternic de protectie a alelei T a fost observat la
afro-americani, dar nu si la americanii europeni si la
pacientii africani din Guineea-Bissau [16]. Astfel de
rezultate diverse ar putea fi explicate prin implicarea
si interactiunea altor factori genetici si de mediu, cum
ar fi etnia, mediul genetic, istoricul vaccinarea si ca-
racteristicile bacteriene ale tulpinilor M. tuberculosis.
Functional (din punct de vedere al geneticii functi-
onale), s-a constatat, cd acest polimorfism afecteaza
transcriptia genica, astfel incat alela T a fost asociata
cu expresia crescutd a 7LRY [13]. Mecanismul acestei
reglari ramane neclar si varianta intronica rs352139
poate afecta direct transcriptia genei sau poate fi le-
gatd de o alta varianta functionala inca de identificat,
deoarece exista un dezechilibru semnificativ de lega-
turd cu alte SNP (cu alte polimorfisme) din aceasta
regiune.

O serie de studii genetice si epidemiologice ante-
rioare au demonstrat asocierea polimorfismului 7LR2
(-196 pind la -174 ins / del, rs111200466) cu riscul de
a dezvolta tuberculoza [16], [3], [14]. Cu toate aces-
tea, alte studii, inclusiv ale noastre, nu au dezvaluit o
astfel de legatura [9], [4]. Contradictiile observate pot
fi explicate din punctul de vedere al diferentelor inter-
populare dintre factorii genetici si mediu. Unul dintre
motivele lipsei de asociere este probabil o dimensiu-
ne micd a esantionului, a carei putere nu ne-a permis
sd detectam diferente semnificative in frecventele ge-
notipurilor si alelelor intre grupurile comparate.

Concluzii

Rezultatele studiului indica contributia polimor-
fismului 7LR9 (1174 C / T, rs352139) in dezvoltarea
tuberculozei pulmonare la populatia Republicii Mol-
dova. Polimorfismul 7LR2 (-196 pina la -174 ins /
del, rs111200466) nu este asociat cu TB pulmonara la
populatia Republicii Moldova. Studii suplimentare pe
esantioane independente sunt necesare pentru a con-
firma rezultatele obtinute.

Multumiri

Autorii multumesc pacientilor si persoanelor sa-
natoase a caror participare voluntara a facut posibil
acest studiu.
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