
Scientific Journal «ScienceRise: Medical Science» № 10(18)2017

24 

1. Вступ 
На сьогоднішній день відомо, що імунна відпо-

відь при інфекційній патології розвивається завдяки 
факторам вродженого імунітету, який представляє 
собою спадково закріплену систему захисту від 
патогенів, що забезпечує розпізнавання та елімі-
націю інфекційних агентів в перші години після їх 
вторгнення, та продукцію сигналів, що обумовлю-
ють формування специфічної імунної відповіді [1]. 
Толл-подібні рецептори (Toll-like receptors, TLR), є 
основними сигнальними рецепторами, які експре-
суються внутрішньоклітинно і на поверхні клітин: 
нейтрофілах, макрофагах, дендритних клітинах, ен-
дотеліальних і епітеліальних клітинах, а також нату-
ральних кілерах (НК) [2, 3]. 

Вперше ген, що кодує TLR був описаний в 1985 
році Крістіаною Нюсляйн-Фольхард у дрозофіли 
[4]. Автор з’ясувала, що один і той самий ген кодує 
формування дорсо-вентральної полярності в ембріо-
генезі і стійкість до грибкових інфекцій у дрозофіл, 
дослідник назвала це дивним (нім. «toll»), тим самим 
давши назву всій групі TLR. У людини гомологічний 
ген, що кодує TLR 4, вперше описали R. Medzhitov і 
C. Janeway в 1997 році [5].

Всі гени підродини TLR9 кодуються двома 
екзонами. Амінокислотні послідовності TLR7 і TLR8 
мають 72,7 % схожість, а кодують їх гени ідентичні 
на 42,3 % і локалізовані на Х-хромосомі (Хр22). Ген 
TLR9 картований на короткому плечі 3 хромосоми 
(3р21.3) і зчеплений з такими генами, як MYD88 і 
CAMP, які знаходяться в регіоні, що містить гени 
пухлинного росту [7]. Білкові продукти всіх пере-
рахованих вище генів відіграють велику роль в ре-
акціях вродженого імунітету при безпосередньому 
захисті (LL-37), так і в передачі сигналу в клітині 
(MyD88, NF-kB) [7, 8]. 

2. Обґрунтування дослідження
Сучасні дослідження дозволили встановити, 

що однією із основних причин, яка може впливати 
на імунну відповідь TLR при інфекційній патології, 
вважається поліморфізм генів, що їх кодують. Нако-
пичується все більше даних, які засвідчують, що по-
ліморфізм одиничних нуклеотидів (single-nucleotide 

polymorphism SNP) за рахунок формування спе-
цифічних алелей генів вносить важливий вклад у 
фенотипові відмінності між людьми, у тому числі, в 
індивідуальні особливості розвитку захисних реак-
цій, а також сприйнятливість до цілого ряду захво-
рювань [8]. 

Відмінності в генах, які контролюють захисні 
реакції організму, можуть визначати різний харак-
тер перебігу запальної відповіді та специфічних 
імунологічних реакцій при контакті з чужорідними 
структурами. У першу чергу це стосується генів 
регуляторних молекул, які забезпечують початкові 
етапи розвитку запальної реакції: розпізнавання 
патогена, проведення внутрішньоклітинного акти-
ваційного сигналу та синтез медіаторів запальної 
реакції [9]. 

Поліморфізм генів передбачає, що з одного і 
того ж гена може бути cкопійовано декілька варі-
антів, які структурно відрізняються від копії одно-
го і того ж білка, з них частина скопійованих варі-
антів або не активна, або ж може мати протилежну 
функцію [9, 10]. Стосовно TLR-поліморфізму вста-
новлено, що він може призводити до порушень 
розпізнавання інфекційних агентів і дисбалансу 
функціонування системи природженого імунітету 
та проявлятися підвищенням чутливості до ін-
фекцій і розвитком хронічних запальних процесів 
[10]. Інші дослідження доводять, що поліморфізм 
генів TLR за рахунок виражених порушень імунної 
відповіді може обумовлювати тяжкість перебігу 
інфекційного процесу, який набуває характеру 
системної запальної відповіді, а також розвиток 
танатогенезу [9, 13]. 

Однак дослідження щодо розповсюдженості 
різних типів поліморфізму генів у хворих з ВЕБ-ін-
фекцією у сучасній науковій літературі проведено у 
недостатньому обсязі. Узагальнюючи дані по дослі-
дженню TLRs при ВЕБ-інфекції, треба відзначити, 
що вони носять фрагментарний характер, недостат-
ньо добре систематизовані і тому не дають повного 
уявлення про стан імунної системи при даній пато-
логії і потребують більш глибокого вивчення. Тому 
визначення ролі TLRs при ВЕБ-інфекції є доцільним 
та перспективним, що дозволить не тільки прогнозу-
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вати перебіг захворювання, а й допоможе оцінити і 
підвищити ефективність проведеної терапії.

3. Мета дослідження
Дослідити частоту поліморфізму -1486Т/С гену 

TLR-9 у хворих на інфекційний мононуклеоз, викли-
каний вірусом Епштейна-Барр для визначення асоці-
ації з маніфестними формами хвороби. 

4. Матеріали та методи
Робота виконана на кафедрі загальної та клі-

нічної імунології та алергології медичного факуль-
тету Харківського національного університету іме-
ні В. Н. Каразіна та клінічній базі кафедри КЗОЗ 
«Обласна клінічна інфекційна лікарня» м. Харкова 
в 2009–2016 рр. в рамках науково-дослідної теми: 
«Вивчення ролі імунних, аутоімунних та метаболіч-
них порушень в патогенезі та наслідки інфекційного 
процесу, викликаного герпесвірусами» № державної 
реєстрації № 0112U005911. 

Дослідження по визначенню поліморфізму     
 -1486Т/С гену TLR-9 було проведено 52 хворим на 
інфекційний мононуклеоз (ІМ). Серед них жінок –  
31 (59,6 %), чоловіків – 21 (40,4 %) віком від 18 до  
34 років. Контрольну групу для вивчення поширено-
сті поліморфізму -1486Т/С гену TLR-9 склали 40 здо- 
рових осіб донорів. Вік хворих складав від 18 до 44 
(24,2±2,4) років.

Як видно з табл. 1, в досліджуваних групах 
переважали особи молодого віку (89,1 % і 10,9 % 
відповідно). 

Під час дослідження дотримувалися положень 
Гельсінської Декларації Всесвітньої Медичної Асоці-
ації, етичного кодексу лікаря України, інформування 
хворого про характер дослідження. Відповідно до 
Міжнародної статистичної класифікації хвороб Де-
сятого перегляду (версія 2007 р.), клінічний діагноз 
у хворих, що увійшли в дослідження, визначався 
як В27. У пацієнтів, старших 18 років, верифікація 
клінічного діагнозу ІМ проводилася відповідно до 
рекомендацій [11]. 

Таблиця 1
Розподіл обстежених за віком та статтю,  

абс. число, ( %)

Вік, 
роки

Хворі на ІМ (n=52) Контроль (n=40)
чоловіки жінки чоловіки жінки
абс. % абс. % абс.  % абс.  %

18–24 13 61,9 23 74,2 10 45,4 9 50
25–34 8 38,1 9 25,8 6 27,3 5 27,8
35–44 0 – – – 6 27,3 4 22,2
Всього 21 40,4 31 59,6 22 55 18 45

Клінічне обстеження пацієнтів на ІМ перед-
бачало вивчення скарг, епідеміологічного анамнезу, 
анамнезу захворювання та життя, об’єктивний огляд 
пацієнтів в динаміці хвороби. 

Всім хворим проводилося обстеження з акцен-
том на стан периферійних лімфовузлів, органів груд-
ної та черевної порожнини, а також показники діяль-
ності серцево-судинної системи (пульс, артеріальний 
тиск, аускультація серця), а також виконували термо-
метрію, ультразвукове обстеження, рентгенографію.

Усім хворим проводили загальноприйняті та 
біохімічні дослідження: клінічний аналіз крові, сечі, 
біохімічні дослідження (визначення рівнів аланіна-
мінотрансферази, аспартатамінотрансферази, біліру-
біну, креатинфосфокінази) у динаміці захворювання. 

Матеріалом для дослідження була сироватка 
хворих на ВЕБ-інфекцію, яка була отримана в пе-
ріод розпалу захворювання. Кров для досліджень 
збирали натще із ліктьової вени у кількості 10 мл у 
стерильну пробірку типу «Епендорф».

Для виявлення ДНК ВЕБ методом ПЛР із зво-
ротною транскрипцією з гібридизаційно-флуорес-
центною детекцією продуктів ампліфікації вико- 
ристо вували набори реагентів «Амплісенс» (Росія). 
Виділення ДНК із зразків проводили за допомогою 
набору для виділення ДНК фірми «Минипреп» (Си-
лекс М, Росія), використовуючи методику сорбції 
ДНК на сорбенті по Вoom R. та співавт., 1990. Амп-
ліфікацію ДНК проводили з використанням набору 
«Амплификация ДНК» (Силекс-М, Москва) на амп-
ліфікаторі БІС.

Геномну ДНК виділяли за допомогою «Комп-
лекту для виділення ДНК/РНК з сироватки або плаз-
ми крові» (ЛитТех, Россия).

Поліморфну ділянку -1486 Т/С, rs187084 гену 
TLR9 проводили за допомогою ампліфікації методом 
ПЛР в режимі реального часу шляхом визначення 
довжини рестрикційних фрагментів (ПДРФ)-ПЛР з 
використанням Ncol рестриктази та наступних олі-
гонуклеотидних праймерів:

5’-GAGGACAACGAAATCCTGTTGGGCА-3’, 
5’-GTCGACGGTGGAGATACTGCTGAGG-3’.
ДНК праймери до генів-мішеней були піді-

брані з використанням програми GeneRunner v.3.0 і 
синтезовані фірмою «Литех» (Росія). 

Електрофоретичне розділення ампліконів 
проводили методом горизонтального електрофоре-
зу в направленні від катода (–) до анода (+) в 3 % 
агарозному гелі при напрузі 10–15 V на 1 см гелю. 
Для електрофорезу використовували 1х трис-аце-
татний (ТАЕ) буфер, що готували з 50х ТАЕ буфера  
(0,04 М трис-ацетат, 0,002 М ЕДТА, рН=8,3). Гелі 
фарбували 1 % розчином етидіуму броміду. Фраг-
менти ДНК, що аналізувалися, проявлялися у ви-
гляді червоних смуг при опроміненні УФ-світлом із 
довжиною хвилі 310 нм. 

Результати досліджень опрацьовано методом 
варіаційної та кореляційної статистики з викорис-
танням програми «Statistica 10.0 for Windows». Для 
кожного варіаційного ряду розраховували середню 
арифметичну (М), середнє квадратичне відхилення 
(σ), середню помилку середньої арифметичної (m). 
Також використовувалися методи параметричної й 
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непараметричної статистики. Кількісний і якісний 
аналіз внутрішньосистемних і міжсистемних ко-
реляційних зв’язків проводився з використанням 
методу кореляційних структур та послідовного 
аналізу Вальда. 

Розподіл генотипів визначали, застосовуючи 
закон Харді-Вайнберга – закон популяційної генети-
ки, який дозволяє оцінити популяційний ризик гене-
тично-детермінованих захворювань, оскільки кожна 
популяція має свій набір алелефонду та, відповідно, 
різну частоту несприятливих алелей.

Розподіл досліджуваних поліморфних геноти-
пів перевіряли на відповідність рівновазі Харді-Вай-
нберга за допомогою критерію χ2.

Порівняння частот алелей та генотипів між 
групами, які досліджувались, проводили шляхом 
аналізу таблиць спряження 3×2 за допомогою точно-
го тесту Фішера. Для порівняння частот варіантів у 
незв‘язаних групах вираховували відношення шансів 
(OR) із визначенням 95 % довірливого інтервалу 
(CІ). Відносний ризик розвитку захворювання та 
ускладнення оцінювали за допомогою показника OR. 
Значення OR та 95 % довірливого інтервалу вирахо-
вували за допомогою програми Odds ratio calculator. 
Показник OR=1 розглядали як відсутність асоціації; 
OR>1 – як позитивну асоціацію («схильність»), OR<1 –  
як негативну асоціацію алеля або генотипу із захво-
рюванням. 

5. Результати дослідження
У результаті молекулярно-генетичного обсте-

ження 52 хворих на ІМ отримано наступні геноти- 
пи -1486Т/С гену TLR-9 – ТТ, ТС, СС. 

Частота розподілу виявлених генотипів – 
1486Т/С SNP гену TLR-9 у пацієнтів на ІМ була 
наступною: генотип ТТ – 17 % (9 хворих), ТС – 46 % 
(24 хворих) та СС – 37 % (19 хворих). У пацієнтів 
контрольної групи дикий тип генотипу TT був вияв-
лений у 40,0 % (16 пацієнтів), гетерозиготний гено-
тип ТС в 45,7 % (18 пацієнтів), тоді як гомозиготний 
генотип СС був виявлений у 14,3 % (6 пацієнтів).

Частота зустрічаємості генотипів -1486Т/С  
гену TLR-9 – ТТ, ТС, СС у відсотках (P) ± стандартне 
відхилення відсотка (SdP – для біномного розподілу) 
і результати t-тесту Ст’юдента наведені у табл. 2.

Таблиця 2
Частота зустрічаємості генотипів -1486 Т/С гену  

TLR-9 – ТТ, ТС, СС, P ( %) ± SDp
TLR-9  

rs187084 C/T
Хворі на ІМ 

(n=52)
Контроль 

(n=40)
TT 17±371 40±49 

TC 46±50 45±50 
CC 37±481 15±36

Примітка: 1 – Достовірна вірогідність від контрольної 
групи на рівні р<0,05

Як видно з табл. 2 частота зустрічаємості 
генотипу ТТ -1486Т/С гену TLR-9 відрізнялася ста-

тистичною вірогідністю порівняно з аналогічними 
даними контрольної групи і складала 17±37 проти 
40±49 (р<0,05). Не відрізнялися статистичною ві-
рогідністю частота зустрічаємості генотипу ТС  
 -1486Т/С гену TLR-9 від показників контрольної гру-
пи – 46±50 проти 45±50 (р>0,05). Однак даний по-
казник відрізнявся статистично значущо від показ-
ників контрольної групи для генотипу СС і складав  
37±48 проти 15±36 (р<0,05).

Розподіл частот зустрічаємості генотипів для 
хворих на ІМ та пацієнтів контрольної групи за ре-
зультатами статистичного аналізу наведені у табл. 3.

Таблиця 3
Розподіл частот генотипів -1486 Т/С гену TLR-9 у 

хворих на ІМ
TLR-9 

rs187084 
C/T

Хворі на 
ІМ 

(n=52)

Кон-
троль 
(n=40)

Кри-
терий 

Фішера

OR  
(odds 
ratio)

95 % CI

TT 9 (17 %) 16 (40 %) р<0,05 0,31 0,12–0,82
TC 24 (46 %) 18 (45 %) р>0,1 1,05 0,46–2,4
CC 19 (37 %) 6 (15 %) р<0,05 3,26 1,16–9,2

При аналізі розподілу частот зустрічаємості 
генотипів -1486 Т/С гену TLR-9 у хворих на ІМ були 
встановлені статистично значимі відмінності на рівні 
р<0,05 для генотипів ТТ та ТС в групі хворих на ІМ і 
контрольній групі. Так, для гомозиготного генотипу 
ТТ цей показник складав 17 % проти 40 % (р<0,05), 
для генотипу СС 37 % проти 15 % (р<0,05), тоді як 
для гетерозиготного генотипу ТС розподіл частот не 
мав статистично значущої відмінності порівняно з 
показниками контрольної групи і з однаковою часто-
тою виявлявся у досліджуваних групах хворих 46 % 
проти 45 % (р>0,1). 

Згідно з розрахованим показником відношення 
шансів присутність у геномі хворих на ІМ гомози-
готного генотипу СС є специфічним для хворих на 
ІМ (CI:1,16–9,2 і OR=3,26, відповідно), що дозволяє 
оцінювати його як позитивну асоціацію, порівняно 
з отриманими показниками для гомозиготного типу 
ТТ (CI:0,12–0,82 і OR=0,31, відповідно) та гетеро-
зиготного генотипу ТС (CI:0,46–2,4 і OR=1,05), які 
оцінюються як негативна асоціація генотипу ТТ з ІМ 
та відсутність асоціації з ІМ для генотипу ТС. 

6. Обговорення результатів дослідження
Останнім часом з’явилися роботи по асоціації 

поліморфізму генів TLR2 і TLR9 з інфекційними за-
хворюваннями. Відомо, що такий поліморфізм (single 
nucleotide рolymorphisms) гена TLR2, як Arg753Gln, 
T597C асоційовані з інфекцією, викликаною M. 
tuberculosis, Candida albicans, ЦМВ, ВПГ-1, ВПГ-2 та 
іншими патогенами [14, 15]. 

Поліморфізми гена TLR9 G1174A, G1635A, 
A2848G асоційовані з системним червоним вовчаком, 
розвитком інфекції, викликаної ВІЛ-1 та іншими 
захворюваннями [16]. Перераховані вище полімор-
фізми розташовуються як в LRR-домені TLRs, що 
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розпізнає патоген, так і в TIR-домені, що бере участь 
в проведенні сигналу в клітину.

Ряд досліджень продемонстрували роль TLR 
в патогенезі хвороби Лайма. Ліпопротеіни боррелій, 
зокрема OspA, є потенційними активаторами запаль-
ної реакції за рахунок зв’язування з CD14 і TLR2 на 
макрофагах [17, 18, 19]. В результаті цього відбуваєть-
ся індукція секреції макрофагопосередкованих проза-
пальних цітокінів рецепторами TLR2, TLR6, TLR1/2, 
TLR5, TLR9. Димери рецепторів TLR2/TLR6, TLR2/
TLR1 через розпізнавання триацилірованих ліпопро-
теїнів, таких, як Borrelia burgdorferi OspA, флагеліну, 
пептидогліканів і зімозана, беруть участь в активації 
ядерного транскрипційного фактора NfkB [20, 21]. 

Edyta Paradowska з співавт, 2016 дослідила 
поліморфізм генів (-1237T/C, rs5743836; -1486T/C, 
rs187084, 1174G/A, rs352139; та 2848C/T, rs352140) 
серед 72 дітей з ЦМВ-інфекцією. Авторами встанов-
лено підвищену частоту гетерозиготних генотипів 
TLR9 -1486 T/C і 2848 C/T у немовлят з ЦМВ-ін-
фекцією порівняно з неінфікованими випадками. 
Гетерозиготні варіанти цих двох SNP підвищували 
ризик захворювання на ЦМВ у дітей. Отримані дані 
свідчать про те, що поліморфізми TLR9 -1486 T/C і 
2848 C/T можуть бути генетичним фактором ризику 
розвитку інфекції, викликаної ЦМВ [22].

Таким чином, аналіз отриманих результатів 
поліморфізму -1486Т/С гену TLR-9 дозволив виявити 

три основних генотипи – ТТ, ТС, СС. Дослідження 
частоти зустрічаємості окремих генотипів виявило 
домінування генотипів СС та ТТ, порівняно з ге-
терозиготним генотипом ТС. Вивчення розподілу 
частот зустрічаємості поліморфізму -1486Т/С гену 
TLR-9 для різних генотипів продемонструвало спе-
цифічність змін для генотипу СС у хворих на ІМ та 
відсутність таких для генотипів ТТ та ТС. 

Дослідження авторів щодо визначення полімор-
фізму -1486 TLR-9 С/C, який пов’язаний з захворю-
ванням на ІМ, підтверджує важливу роль TLR-опо-
середкованій сигналізації у патогенезі ВЕБ-інфекції. 
Дослідження поліморфізму серед рецепторів, що при-
ймають участь у розпізнаванні вірусу, буде необхід-
ним для визначення генетичного фону, пов’язаного з 
ризикам зараження, перебігом хвороби та можливих 
наслідків ІМ. Це дозволить визначати групи ризику 
серед хворих та провести своєчасну терапію. 

7. Висновки
За результатами проведеного статистичного 

аналізу можна зробити наступні висновки:
1. Доведено, що у хворих на ІМ достовірно ча-

стіше ніж в контрольній групі виявляється полімор-
фізм -1486Т/С гену TLR-9.

2. Розподіл частот зустрічаємості поліморфіз-
му -1486Т/С гену TLR-9 дозволив становити асоціа-
цію генотипу СС з маніфестними формами ІМ.
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Тромбоемболія легеневої артерії (ТЕЛА) – захворювання з високим рівнем летальності. Досліджені резуль-
тати лікування 102 пацієнтів з ТЕЛА після тромболізису. Встановлено що при масивній та субмасивній 
ТЕЛА доцільно застосовувати як альтеплазу так і стрептокіназу. Перевагу альтеплазі слід надавати при 
лікуваннігемодинамічно нестабільних пацієнтів, а стрептокіназі у пацієнтів з тривалістю захворювання 
більше 1 доби
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