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Abstract

Due to high percent of children (up to 19%) susceptible to recurrent acute otitis media
(AOM), it present serious health problem, especially having in mind long-term sequelae.
Susceptibility to AOM is multifactorial and includes environmental, microbial, host fac-
tors, and because AOM susceptibility occurs in families it is presumed that genetic fac-
tors of host could play a major role. Immune response of the host have important role on
the course of disease and that is one of the reasons why the most studied genes in the
AOM prone children are cytokine genes. Beside expression of these genes, single
nucleotide polymorphisms draws a great attention because they can significantly influ-

ence gene activity. Until now, different populations were studied and obtained results
have shown association between frequencies of certain cytokine gene polymorphisms
and susceptibility to AOM. Further research of influence of genetic factors on the AOM
should enable early detection of children susceptible to AOM and proper treatment in
order to prevent long-term sequelae and early childhood development derangements.

UvoD

Sekvenciranje humanog genoma koje je zavrseno 2003
godine i zvani¢no je oznacilo pocetak nove ere u medicini,
Cesto nazivane postgenomska medicina ili prakti¢nije
molekularna medicina (1). Projekat sekvenciranja humanog
genoma dao je odgovor na neka osnovna pitanja u vezi sa
brojem i redosledom nukleotida i priblizno je uspeo da odre-
di broj gena (skoro 24 hiljade) u humanom genomu. Otkriée
relativno malog broja gena predstavljao je jedan od neoceki-
vanih rezultata ovog projekta. Naime, samo desetak godina
ranije procenjivano je da taj broj iznosi izmedu 40 i 60 hil-
jada gena. Podatak o broju gena u naSem genomu je jo$
jedanput pokazao da je kompleksnost organizma uslovljena
ne samo brojem gena, vec i razli¢itim mehanizmima njihove
regulacije (transkripcioni faktori, obrada RNK, alternativno
isecanje RNK transkripta, nekodirajue male RNK, epi-
genetski mehanizmi, postranslaciona modifikacija) i sinhro-
nizacijom njihove aktivnosti u ¢eliji i organizmu o ¢emu se
u ovom trenutku malo zna (2).

Jedan od neocekivanih rezultata ovog projekta odnosi se
na broj polimorfizama u humanom genomu (alelska forma
koja se nalazi kod vise od 1% populacije). Umesto oceki-
vanih nekoliko desetina hiljada, uoceno je postojanje 3 do 4
miliona polimorfizama. Veliki broj SNP je nametnuo pitanje
da 1i postoji i kakav je znacaj ovako velikog broja polimor-
fizama? Neka od osnovnih pitanja su: da li su povezani sa
sklonos$éu ka odredenim monogenskim i poligenskim boles-
tima, u kojoj meri mogu da uticu na odgovor na primenjenu
terapiju? Utisak je bio da ¢e se odgovor na ova pitanja tesko
dati zbog velikog broja polimorfizama i njihovog rasporeda
u intronima, egzonima, regulatornim sekvencama gena, ali
cesto i u delovima genoma koji nisu povezani sa funkcijom
gena (3). Medutim, poznavanje molekularne patogeneze
mnogobrojnih bolesti usmerilo je paznju istrazivaca na
odredene gene Ciji su produkti povezani sa nastankom i
razvojem bolesti. Tako naprimer, prilikom izucavanja
polimorfizma gena kod malignih tumora izucavani su geni
¢iji produkti ucestvuju u regulaciji ¢elijskog ciklusa, prolif-
eracije, programirane celijske smrti i popravci oStedene
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DNK (4). U sepsi su izu¢avani polimorfizmi gena ¢iji pro-
dukti uéestvuju u regulaciji zapaljenskog odgovora (5); u
farmakogenetici izucavaju se geni enzima koji ucestvuju u
metabolizmu leka ili su target leka, dok se u AOM najvise
izucavaju polimorfizmi gena za citokine (6).

AKUTNA UPALA SREDNJEG UHA

Akutna upala srednjeg uha (akutni otitis medija-AOM)
jedna je od najucestalijih infekcija kod dece (7). Medu
decom koja imaju akutnu infekciju srednjeg uha izdvaja se
grupa dece koja do sedme godine zivota ima ponavljane epi-
zode AOM (tri ili vise epizoda AOM u periodu od 6 meseci,
Cetiri ili visSe AOM periodu od 12 meseci, Sest ili viSe AOM
u toku 6 godina Zivota, plasirane ventilacione cev¢ice). Ova
deca se svrstavaju u grupu dece sklone AOM (8) i predstavl-
jaju znadajan medicinski problem, kako sa aspekta leCenja
ponavljanih infekcija tako i zbog verovatnoce poremecaja
razvoja u ranom detinjstvu i razvoja komplikacija sa
ostecenjem sluha. U zavisnosti od populacije mogude je da
cak do 19% dece ima cetiri i vise epizoda AOM godisnje, ili
Sest 1 viSe epizoda AOM do navrSene sedme godine zivota
).

AOM se javlja kao rezultat interakcije naslednih faktora
deteta, izlozenosti mikroorganizmima i provocirajuéim fak-
torima iz zivotne sredine. U etiologiji ovog oboljenja do
sada su dobro definisani uzro¢nici infekcije 1 prvocirajuci
faktori sredine, kao $to su: pasivna izlozenost duvanskom
dimu, izostanak ili nedovoljna duzina dojenja, boravak u
kolektivnom smjestaju - vrtiu, prisustvo atopijskih mani-
festacija. Porodi¢no opterecenje AOM, takode je vazan pre-
disponirajuci faktor za razvoj ovog oboljenja kod dece.

Na tok i ishod AOM, osim primenjene terapije, kriticno
uti¢e adekvatan imunski odgovor organizma (9, 10).
Protektivni imunski odgovor na virusnu i bakterijsku infek-
ciju rezultat je sinhronizovane i uravnotezene aktivnosti
celijskih i humoralnih ¢inilaca imunskog sistema. Medijatori
imunske reakcije-citokini, kljuéni su faktori regulacije
imunskog odgovora na infekciju. Inflamatorni odgovor
domadina moze u zna¢ajnoj meri da utice na klini¢ke znake
i simptome tokom infekcije srednjeg uha (11, 12).

Bakterije 1 virusi indukuju produkciju citokina i drugih
medijatora zapaljenja na mestu infekcije (13, 14). Brojni
inflamatorni medijatori, interleukini, faktor nekroze tumora,
histamini, leukotrieni, prostaglandini detektovani su u
uzorcima tecnosti srednjeg uha i nazalnog sekreta kod dece
sa AOM (15, 16, 17). Lokalno produkovani ili oslobodeni
bakterijski 1 virusni produkti vezujuéi se za brojne Toll
receptore domacdinovih delija, pokrecu produkciju proin-
flamatornih citokina (IL1, IL6) i hemokina (IL8), koja kore-
lira sa tezinom simpotma tokom infekcije (18, 19). Ovi pro-
dukti pokreéu dalje efektorske mehanizme lokalnog imun-
skog odgovora. Njihova neadekvatna produkcija sa jedne
strane, moze biti uzrok i niza neZeljenih reakcija, kao $to je
povedan kontraktilni odgovor na bronspasti¢ne agense. Sa
druge strane, neadekvatna citokinska regulacija moze
znafajno izmeniti sledstveni specifi¢ni imunski odgovor.
Naime, kontrola lokalne infekcije virusima zavisna je od
aktivacije specifi¢nih citotoksi¢nih CD8 T limfocita (20).
Izmijenjena ravnoteza izmedu TH1 i TH2 T limfocita vazan
je faktor u regulaciji specificnog imunskog odgovora na
infekciju rinovirusima. Slab, nedovoljno lokalno ispoljen
odgovor posredovan TH1 T limfocitima udruzen je sa duzim

lokalnim prezivljavanjem virusa i tezom klinickom slikom.
Ukoliko postoji predominacija TH2 lokalnog imunskog
odgovora ispoljava se preosetljivost sluznice gornjih respira-
tornih puteva, pracena poveéanom kontraktilnoséu glatkih
misica bronhija, ¢esto udruzenih sa astmom (20).

POLIMORFIZAM GENA ZA CITOKINE
1 AOM

Znacajni rezultati ipitivanja povezanosti genetskih fakto-
ra sa AOM dobijeni su u razli¢itim studijama na blizancima
(21). Pokazano je da su nasledni faktori prisutni kod 57%
akutnih infekcija uha i ¢ak kod 72% hron¢nih infekcija uha
(22, 23). Korelacija naslednih faktora sa rekurentnim AOM
je izrazenija kod jednojajéanih blizanaca i iznosi 65% do
71%, dok je ona kod dvojajcanih blizanaca izmedu 25% i
34%. U vezi sa ovim nalazima paznja istrazivaca prvobitno
je bila usmerena na izu¢avanje gena za citokine, zbog saz-
nanja da bi polimorfizam gena za odgovarajuce citokine,
koji pospesuju upalu ili deluju antiinflamatorno, mogao da
ima poseban znacaj u lokalnom imunskom odgovoru. Ovako
izmenjena regulacija protektivnog odgovora na infekciju
mogla bi znacajno da uti¢e na tok i ishod AOM.

Razli¢iti genotipovi citokinskih gena mogu da se mani-
festuju kroz izmenjenu ekspresiju gena (smanjena ili
povedana ekspresija gena) ili pak kroz produkciju izmen-
jenog genskog produkta zbog zamene jedne amino kiseline.
Pokazano je da su varijacije u imunskom odgovoru
povezane sa ekspresijom gena za IL4, IL6 i IL10 uzroko-
vane polimorfizmima u ovim genima (24, 25). Izmenjena
funkcija uzrokovana zamenom jedne amino-kiseline
utvrdena je za polimorfizam gena za TLR4 i poli-(ADP-
riboza) polimerazu (PARP). Alel PARP 762A je udruzen sa
smanjenom aktivno$¢u enzima nakon izlaganja H,O, koja
se inaCe desava tokom inflamacije (26).

TNEF- spada u grupu citokina koji indukuju inflamatorni
odgovor i stimulise produkciju imunoglobulina i mucina u
nazofaringealnom sekretu, sto je vazan odbrambeni meha-
nizam tokom infekcija. U razli¢itim studijama izucavana je
povezanost polimorfizma gena za TNF- sa njegovom pro-
dukcijom tokom inflamacije i infekcije (ukljucujuci AOM) i
dobijeni su kontradiktorni rezultati (27). TNF -308 AA/GG
polimorfizam povezan je sa teSkom bakterijskom sepsom
kod novorondecadi (28). Predpostavlja se da eckspresija
TNF- nije regulisana samo jednim polimorfizmom, veé da
je verovatnije regulisana i drugim polimorfizmima u ovom
genu kao i sa polimorfizmima gena koji su povezani sa TNF-
. Razliciti patogeni dovode do razli¢ite produkcije citokina
tako da je tesko precizno odgovoriti u kojoj meri je pojedi-
nacni polimorfizam u jednom genu povezan sa odgovorom
na infekciju.

Genotip prozapaljenskog citokina IL6 -174G/G u pro-
motorskoj sekvenci povezan je sa povecanom produkcijom
IL6 u odnosu na C/C genotip. Homozigoti za IL6-174C alel,
rede su podlozni respiratornim infekcijama, dok su nosioci
IL6-174G alela podlozniji AOM (29). Ipak, ne moze se
ocekivati da je ova udruzenost uvek prisutna, zbog toga §to
je regulacija ekspresije IL6 kompleksnija i zavisi i od drugih
polimorfizama u promotoru gena. Takode, na ekspresiju IL6
utice TNF- 1 interakcija polimorfizama ova dva i ostalih
gena kodeterminise fentip. Genotip IL10-1082A/A, antiza-
paljenskog citokina dovodi do smanjene produkcije IL10.
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Sli¢an trend je uocen i za IL10-819 C/C genotip koji pripa-
da istom haplotipu (30). Povecana ekspresija gena za TNF-
, IL1-, IL6 i IL10 utvrdena je na eksperimentalnom modelu
AOM kod pacova (31).

Grupa autora iz Finske (6) uporedivala je polimorfizme
gena za TNF -308, IL1 -889, IL1 -511, IL1 -3953 i IL1
receptor antagonist kod 20 finskih familija sa sklono$éu
AOM (63 pojedinca) prema 400 nasumicno odabranih
zdravih dobrovoljnih davalaca krvi. Oni nisu pronasli
udruzenost polimorfizma ispitivanih gena sa rekurentnim
AOM za razliku od drugih studija. Ovakav nalaz mogude je
delimi¢no objasniti dominantnom naslednom komponetom
u grupi ispitanika (¢lanovi porodica) sa AOM koji je multi-
faktorsko oboljenje te je teSko oCekivati da ce se nadi
Mendelov tip nasledivanja. Takode, kontrolna grupa sasto-
jala se od odraslih osoba medu kojima se verovatno nalaze i
oni koji su imali sklonost ka AOM u de¢jem uzrastu, a
potrebno je imati u vidu i Cinjenicu da postoje razlike
izmedu populacija. Rezultati ove i drugih studija ukazuju na
potrebu da se prilikom istrazivanja uticaja genetskih
polimorfizama na sklonost ka AOM mora voditi racuna o
razlikama izmedu populacija, a takode je istrazivanjem
potrebno obuhvatiti veci broj gena za citokine i druge gene
¢iji produkti ucestvuju u odgovoru organizma na inflamaci-
ju (32). Na kraju dobijene rezultate trebalo bi tumaciti u
korelaciji sa poznatim predisponirajué¢im (hereditet, atopi-
jske manifestacije) i provociraju¢im faktorima (ponavljane
respiratorne infekcije, izostanak ili nedovoljna duzina dojen-
ja, boravak u kolektivu, izlozenost duvanskom dimu) ka
AOM.

Apstrakt

ZAKLJUCAK

Uvodenje najnovijih saznanja i savremenih tehnika
molekularne genetike u klinicku praksu jedan je od najvecih
izazova moderne medicine. Do sada, najviSe podataka u lit-
eraturi iz ove oblasti odnosi se na povezanost genetskih
alteracija sa nastankom i razvojem kancera, zbog vec¢ prih-
vadenog stava da je kancer, na molekularnom nivou bolest
gena. Medutim, istrazivanja se nisu zaustavila na kanceru,
veé su se prosirila i na druge poligenski regulisane bolesti
kao Sto je hipertenzija, Seéerna bolest, ateroskleroza, reuma-
toidni artritis, multipla skleroza. Istrazivanja su dalje usmer-
ena i na bolesti, kao §to je AOM, ¢iji su se tok i ishod ranije
povezivali pre svega za vrstu infektivnog agensa. Rezultati
dosadasnjih istrazivanja ukazuju na znacajnu povezanost
polimorfizma gena za medijatore imunskog odgovora
(citokine) sa sklonoséu dece u ispitivanim populacijama ka
AOM. Bolje razumevanje molekularnih mehanizama regu-
lacije imunskog odgovora na infekciju uha i njihova
povezanost sa naslednom predispozicijom omogudice
pravovremenu identifikaciju dece sa izrazitom sklonos¢u
AOM. Na taj nacin bice omogucena primena preventivnih
mera prema ponovljenim epizodama AOM, kao i prevencija
teskih 1 wudaljenih funkcionalnih ostedenja sluha i
poremecaja u ranom razvoju deteta, nastalih kao posledica
ucestalih upala srednjeg uha u detinjstvu. Medutim, imajuci
u vidu da razliciti genotipovi interaguju izmedu sebe i sa
mnogobrojnim faktorima spoljasnje sredine i domacina,
neophodna su dodatna funkcionalna i genetska istrazivanja
da bi se pravilno procenio doprinos pojedinih genotipova na
sklonost ka rekurentnom AOM.

Sklonost ka ponavljanim upalama srednjeg uha (AOM), ima ¢ak do 19% djece, u zav-
isnosti od ispitivane populacije. Imajuéi u vidu dugotrajne sekvele, sklonost ka AOM pred-
stavlja ozbiljan zdravstveni problem. Sklonost ka AOM je multifaktorski determinisana i
javlja se kao rezultat interakcije naslednih faktora deteta, izloZenosti mikroorganizmima i
provocirajucim faktorima iz zivotne sredine. Uocena ucestala pojava AOM u porodicama
ukazuje da genetski faktori mogu imati znac¢ajnu ulogu u razvoju sklonosti ka AOM. Na tok
i ishod AOM kriti¢no uti¢e adekvatan imunski odgovor organizma i to je jedan od razloga
zbog Cega su najcesce izucavani geni za citokine kod dece sklone AOM. Osim ekspresije
ovih gena, polimorfizam gena na nivou jednog nukleotida je takode izu¢avan zbog toga $to
moze znacajno da utiCe na aktivnost gena. Do sada su ispitivane razli¢ite populacije dece i
dobijeni rezultati pokazali su da postoji udruzenost izmedu frekvencije odredenih polimor-
fizama u genima za citokine sa sklono$¢u ka AOM. Dalja istrazivanja uticaja genetskih fak-
tora na AOM, trebalo bi da omogude ranu detekciju dece sklone ka AOM i adekvatan tret-
man i prevenciju teskih i udaljenih funkcionalnih ostecenja sluha i poremecaja u ranom

razvoju deteta.
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