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 Abstract
Introduction: Toll-like receptors (TLR) may play a key role in initiating cellular signaling pathways by increasing the 
levels of inflammatory cytokines which, cooperating with osteoclasts, influence bone turnover. Numerous research 
articles focused on the genetic background of this condition, among others on polymorphic variants in TLR genes. 
The aim of the study was to examine the role of 20877G>A (Arg753Gln) in TLR2 gene and 8993C>T (Thr399Ile) in 
TLR4 gene in the etiopathogenesis of postmenopausal osteoporosis in Polish women.

Material and methods: This study included 180 postmenopausal women (t-score ≤ -2.5), 153 postmenopausal 
women with osteopenia (t-score between -2.5 and -1), and 91 postmenopausal healthy women with correct t-score 
(t-score >-1). The 20877G>A TLR2 and 8993C>T TLR4 polymorphisms were determined by PCR/RFLP analysis.

Results: The analysis did not reveal statistically significant differences in the distribution of genetic variants of 
20877G>A TLR2 polymorphism between the investigated groups of women. The most interesting results were 
connected with 8993C>T TLR4 polymorphism. Comparison of the group with osteoporosis and controls revealed 
overrepresentation of heterozygous 8993CT genotype (13.3 vs. 5.5%, OR=2.65, p=0.03). Also, mutated 8993T 
allele was overrepresented in the group with osteoporosis (6.7 vs. 2.7%, OR=2.52, p=0.04). Higher frequency of 
heterozygous 8993CT genotype (13.3 vs. 4.6%, OR=3.21, p=0.004) and mutated 8993T allele (6.7 vs. 2.3%, 
OR=3.05, p=0.005) was noted in osteoporotic women as compared to the group with osteopenia. Higher frequency 
of heterozygous 8993CT genotype (13.3% vs. 5.3%, OR=2.73, p=0.003) and mutated 8993T allele (6.7 vs. 2.7%, 
OR=2.61, p=0.004) was observed in the group with osteoporosis as compared to women with osteopenia and with 
correct t-score.
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Conclusions: Results of our study suggest an important role of mutated 8993T allele of 8993C>T TLR4 polymor-
phisms in the etiology of postmenopausal osteoporosis. Nevertheless, this observation requires further investigation 
with larger sample size comprised of Polish women.

 Key words: osteoporosis / Toll-like receptors / genetic polymorphism /

 Streszczenie    
Wstęp: Receptory Toll-like (TLR - Toll-like receptors) mogą odgrywać kluczową rolę w inicjowaniu ścieżki sygnali-
zacji komórkowej, zwiększając poziom cytokin zapalnych, które współdziałając z osteoklastami modulują obrót ko-
stny. Wiele badań koncentruje się na genetycznych podstawach tego zagadnienia między innymi wskazując udział 
polimorfizmu genów receptorów Toll-like. Celem pracy było zbadanie roli polimorfizmów 20877G>A (Arg753Gln) w 
genie TLR2 oraz 8993C>T (Thr399Ile) w genie TLR4 w etiopatogenezie osteoporozy w okresie po menopauzie w 
grupie kobiet polskich.

Materiał i metody: Badaniami objęto 180 kobiet po menopauzie z osteoporozą (t-score ≤ -2,5), 153 kobiet po 
menopauzie z osteopenią (t-score pomiędzy wartościami -2,5 a -1) oraz 91 zdrowych kobiet po menopauzie z 
prawidłową wartością t-score (t-score >-1). Polimorfizmy 20877G>A TLR2 oraz 8993C>T TLR4 były analizowane 
z zastosowaniem metody PCR/RFLP.

Wyniki: Analiza nie wykazała statystycznie istotnych różnic w rozkładzie wariantów genetycznych polimorfizmu 
20877G>A TLR2 pomiędzy badanymi grupami kobiet. Najciekawsze wyniki były związane z polimorfizmem 
8993C>T TLR4. Porównując grupę kobiet z osteoporozą do grupy kobiet z prawidłowym t-score, zaobserwowano 
statystycznie istotną przewagę heterozygot 8993CT (13,3 vs. 5,5%, OR=2,65, p=0,03). Również zmutowany allel 
8993T występował z większą częstością w grupie kobiet z osteoporozą (6,7 vs. 2,7%, OR=2,52, p=0,04). 

W grupie kobiet z osteoporozą stwierdzono również wyższą częstość występowania heterozygot 8993CT (13,3 
vs. 4,6%, OR=3,21, p=0,004) oraz zmutowanego allela 8993T (6,7 vs. 2,3%, OR=3,05, p=0,005) w porównaniu 
do grupy kobiet z osteopenią. Wykazano również wyższą częstość występowania heterozygot 8993CT (13,3 vs. 
5,3%, OR=2,73, p=0,003) oraz zmutowanego allela 8993T (6,7 vs. 2,7%, OR=2,61, p=0,004) w grupie kobiet z 
osteoporozą w porównaniu do grupy kobiet z  osteopenią i prawidłową wartością t-score.

Wnioski: Wyniki badania wskazują na istotną rolę zmutowanego allela 8993T polimorfizmu 8993C>T TLR4 w 
etiologii osteoporozy po menopauzie. Obserwacja ta wymaga jednak dalszych badań w większej liczebnie grupie 
populacji kobiet polskich.

 Słowa kluczowe: osteoporoza / receptory Toll-podobne / polimor zm genetyczny /
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Table I. Frequency of 20877G>A TLR2 and 8993C>T TLR4 polymorphisms in groups of postmenopausal women with osteoporosis, osteopenia and correct t-score.

Women with 
osteoporosis n=180
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n=153
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n=244

Women with correct 
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n (%)
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(%)
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n (%)
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(%)

Observed 
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n (%)
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(%)
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values
n (%)
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(%)
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n (%)
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values

(%)

20877G>A 
TLR2

Genotypes

GG 167 92,9 143 
93, 93,5 310 

93,1 93,1 228 
93,4 93,5 85 93,4 93,5

GA 13 7,2 7,0 10 6,5 6,4 23 6,9 6,8 16 6,6 6,4 6 6,6 6,4

AA 0 0,0 0,1 0 0,0 0,1 0 0,0 0,1 0 0,0 0,1 0 0,0 0,1

Alleles

G 347 
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96,7 - 176 
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TT 0 0,0 0,4 0 0,0 0,1 0 0,0 0,2 0 0,0 0,1 0 0,0 0,1

Alleles -
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93,3
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95,3
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T 24 6,7 7 2,3 31 4,7 13 2,7 5 2,7



©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n e Nr 3/2014184

P R A C E  O R Y G I N A L N E
  ginekologia

Ginekol Pol. 2014, 85, 180-184    

Izabela Uzar et al. The importance of 8993C>T (Thr399Ile) TLR4 polymorphism in etiology of osteoporosis in postmenopausal women.

n  igni n  e i n i  e een TLR4 gene e e  
i  n  e i   e n  e i  in e ie  

i n   e  in e e ing   n e   e  
n i i n e een  sp299 l  n  Thr399Ile TLR4 

i  n    in en  i  
en 1

e i e e  e e  e i n i  e een e e  
 gene i  i n  n  e i  e in  n e  n

n e   nne e   e in i e i  C3 e  i n 
in TLR4 gene ing e e e i n  TLR4 gene n i n i  

n  in  e  e   in e e  i e e ne  
e e nge  n  i  ig e    e   e n en    

i e  i ini e  i e i  i i e  TLR4 gene n i n 
e   ig e  e i n e  ne e  n i  in 

i e in e e i  i i  n i  n   e en en  in 
n   n  een e e e  
n e e en   e n e  TLR2 e e  gene 

2 8  n  TLR4 e e  gene 8993C T i  
 n i  i  n  e e  i i  igni n  i e en e  in 

e i i i n  TLR2 e e  gene 2 8  gen e  n  
e e  e een en i   i  e i  i  eg  
 e 8993C T TLR4 i  e e e   i i  

igni n  e en e  8993CT gen e n  8993T e e in 
en  en i  e i   e   e 

en i   t e    i    gge   
e  8993T TLR4 e e i  i e  i  i   e e ing 
en  e i  eg e    i i n e

een i  gen e    in e ig e  TLR2 n  TLR4 
i  n   e  e e  in  

 n ing     e i e  TLR4 
i   e  i n e  e e i g   e i  

in i  en  e e  i i n  ie  e ne e   
in e ig e e i e e

Conclusions
e e     gge  n i n  e  e  

8993T e e  8993C T TLR4 i  in e e i g   
en  e i  e e e e   n ing  e i e 

e  in e ig i n  i  ge e i e  i  en

Oświadczenie autorów
1. Izabela Uzar – autor koncepcji i założeń pracy, opracowanie wyników 

badań.
2. Przemysław M. Mrozikiewicz – analiza statystyczna wyników, korekta 

i aktualizacja manuskryptu – autor zgłaszający i odpowiedzialny za 
manuskrypt.

3. Anna Bogacz – wykonanie badań laboratoryjnych, przygotowanie 
piśmiennictwa.

4. Joanna Bartkowiak-Wieczorek – wykonanie badań laboratoryjnych, 
zebranie literatury.

5. Hubert Wolski – korekta i aktualizacja manuskryptu, współautor tekstu 
pracy.

6. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz – zebranie materiału, analiza wyników, 
przygotowanie manuskryptu, współautor tekstu pracy.

7. Krzysztof Drews – zebranie materiału, współautor tekstu.
8. Witold Kraśnik – przygotowanie manuskryptu, współautor tekstu pracy.
9. Adam Kamiński – przygotowanie manuskryptu, współautor tekstu pracy.
10. Bogusław Czerny – interpretacja wyników, przygotowanie manuskryptu, 

współautor tekstu pracy.
Źródło finansowania: Praca nie była finansowana przez żadną instytucję 

naukowo-badawczą, stowarzyszenie ani inny podmiot, autorzy nie otrzymali 
żadnego grantu.

Konflikt interesów: Autorzy nie zgłaszają konfliktu interesów oraz nie otrzymali 
żadnego wynagrodzenia związanego z powstawaniem pracy.

References 

  1. Szatmary Z. Molecular biology of toll-like receptors. Gen Physiol Biophys. 2012, 31 (4), 357-
366.

  2. Napetschnig J, Wu H. Molecular basis of NF- B signaling. Annu Rev Biophys. 2013, 42, 443-
468.

  3. Doyle SL, O’Neill LA. Toll-like receptors: from the discovery of NFkappaB to new insights into 
transcriptional regulations in innate immunity. Biochem Pharmacol. 2006, 72 (9), 1102-1113.

  4. Sasai M, Yamamoto M. Pathogen recognition receptors: ligands and signalling: pathways by 
Toll-like receptors. Int Rev Immunol. 2013, 32 (2), 116-133.

  5. Bhattacharjee RN, Akira S. Toll-Like receptor signaling. Emerging opportunities in human 
diseases and medicine. Curr Immunol Rev. 2005, 1, 81-90.

  6. Akira S, Takeda K. Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol. 2004, 4 (7), 499-511.
  7. Ulevitch RJ. Therapeutics targeting the innate immune system. Nat Rev Immunol. 2004, 4 (7), 

512-520.
  8. Sikorski K, Czerwoniec A, Bujnicki J, [et al.]. STAT1 as a novel therapeutical target in pro-

atherogenic signal integration of IFN , TLR4 and IL-6 in vascular disease. Cytokine Growth 
Factor Rev. 2011, 22 (4), 211-219.

  9. Ferwerda B, McCall MB, Verheijen K, [et al.]. Functional consequences of toll-like receptor 4 
polymorphisms. Mol Med. 2008, 14 (5-6), 346-352.

10. Savva A, Roger T. Targeting Toll-like receptors: promising therapeutic strategies for the 
management of sepsis-associated pathology and infectious diseases. Front Immunol. 2013, 4, 
387.

11. Zhang P, Liu J, Xu Q, [et al.]. TLR2-dependent modulation of osteoclastogenesis by 
Porphyromonas gingivalis through differential induction of NFATc1 and NF-kappaB. J Biol 
Chem. 2011, 286 (27), 24159-24169. 

12. Abdollahi-Roodsaz S, Joosten LA, Helsen MM, [et al.]. Shift from toll-like receptor 2 (TLR-
2) toward TLR-4 dependency in the erosive stage of chronic streptococcal cell wall arthritis 
coincident with TLR-4-mediated interleukin-17 production. Arthritis Rheum. 2008, 58 (12), 
3753-3764.

13. Manolagas SG, O’Brien CA, Almeida M. The role of estrogen and androgen receptors in bone 
health and disease. Nat Rev Endocrinol. 2013, 9 (12), 699-712.

14. Baczyk G, Chuchracki M, Klejewski A. The relationship between selected biochemical 
parameters, clinical factors and bone mineral density in postmenopausal women with 
osteoporosis. Ginekol Pol. 2012, 83 (3), 194-201.

15. Seremak-Mrozikiewicz A, Drews K. Genetic risk factors of osteoporosis - vitamin D receptor 
gene polymorphism. Ginekol Pol. 2004, 75 (5), 404-411.

16. Nguyen T, Eisman JA. Genetics and the individualized prediction of fracture. Curr Osteoporos 
Rep. 2012, 10 (3), 236-244. 

17. Farber CR. Systems genetics: a novel approach to dissect the genetic basis of osteoporosis. 
Curr Osteoporos Rep. 2012, 10 (13), 228-235.

18. Ozkan Z, Deveci D, Yuce H. Investigation of association between TLR4 gene polymorphism 
and osteoporosis in postmenopausal Turkish women. Int J Endocrinol Metab. 2012, 10 (1), 
418-422.

19. Swanberg M, McGuigan F, Ivaska KK, [et al.]. Polymorphisms in the macrophage migration 
inhibitory factor gene and bone loss in postmenopausal women. Bone. 2010, 47 (2), 424-429.

20. Montes AH, Asensi V, Alvarez V, [et al.]. The Toll-like receptor 4 (Asp299Gly) polymorphism is a 
risk factor for Gram-negative and haematogenous osteomyelitis. Clin Exp Immunol. 2006, 143 
(3), 404-413.

21. Cristofaro P, Opal SM. Role of Toll-like receptors in infection and immunity. Clin Drugs. 2006, 66 
(1), 15-29.

22. Kumar H, Kawai T, Akira S. Toll-like receptors and innate immunity. Biochem Biophys Res 
Commun. 2009, 388, 621-625.

23. Hua Z, Hou B. TLR signaling in B-cell development and activation. Cell Mol Immunol. 2013, 10 
(2), 103-106.

24. Dalpke A, Helm M. RNA mediated Toll-like receptor stimulation in health and disease. RNA Biol. 
2012, 9 (6), 828-842.

25. Abdollahi-Roodsaz S, Joosten LA, Koenders MI, [et al.]. Stimulation of TLR2 and TLR4 
differentially skews the balance of T cells in a mouse model of arthritis. J Clin Invest. 2008, 118 
(1), 205-216.

26. Sato N, Takahashi N, Suda K, [et al.]. MyD88 but not TRIF is essential for osteoclastogenesis 
induced by lipopolysaccharide, diacyl lipopeptide, and IL-1alpha. J Exp Med. 2004, 200 (5), 
601-611.

27. Li H, Cuartas E, Cui W, [et al.]. IL-1 receptor-associated kinase M is a central regulator of 
osteoclast differentiation and activation. J Exp Med. 2005, 201 (7), 1169-1177.

28. Solana R, Pawelec G, Tarazona R. Aging and innate immunity. Immunity. 2006, 24 (5), 491-494.
29. Zmuda JM, Sheu YT, Moffett SP. The search for human osteoporosis genes. J Musculoscelet 

Neuronal Interact. 2006, 6 (1), 3-15.
30. Leslie WD. Clinical review: Ethnic differences in bone mass - clinical implications. J Clin 

Endocrinol Metab. 2012, 97 (12), 4329-4340.
31. Keogh B, Parker AE. Toll-like receptors as targets for immune disorders. Trends Pharmacol Sci. 

2011, 32 (7), 435-442.
32. Kabelitz D. Toll-like receptors: recognition receptors of the innate immune system and target 

structures for therapeutical intervention. Med Monatsschr Pharm. 2012, 35 (7), 238-244.
33. Pahwa P, Karunanayake C, Rennie DC, [et al.]. Association of the TLR4 Asp299Gly 

polymorphism with lung function in relation to body mass index. BMC Pulm Med. 2009, 9, 46.
34. Vijayan V, Khandelwal M, Manglani K, [et al.]. Methionine down-regulates TLR4/MyD88/NF- B 

signaling in osteoclast precursors to reduce bone loss during osteoporosis. Br J Pharmacol. 
2014, 171 (1), 107-121.

35. Norton JT, Hayashi T, Crain B, [et al.]. Role of IL-1 receptor-associated kinase-M (IRAK-M) in 
priming of immune and inflammatory responses by nitrogen bisphosphonates. Proc Natl Acad 
Sci USA. 2011, 108 (27), 11163-8. 

36. Kim YS, Koh JM, Lee YS, [et al.]. Increased circulating heat shock protein 60 induced by 
menopause, stimulates apoptosis of osteoblast-lineage cells via up-regulation of toll-like 
receptors. Bone. 2009, 45 (1), 68-76. 

37. Santos JL, Lera L, Perez-Bravo F, Albala C. Adiposity and bone mineral density of Chilean 
elderly women in relation to Toll-like receptor 4 gene polymorphisms. Ann Hum Biol. 2006, 33 
(5-6), 585-592.

38. Johnson GB, Riggs BL, Platt JL. A genetic basis for the “Adonis” phenotype of low adiposity and 
strong bones. FASEB J. 2004, 18 (11), 1282-1284.


