Genetiska markorer

vid aterkommande
mellanoreinflammationer och
sekretorisk otit hos barn
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Mellanéreinflammationer ar en av de vanligaste infektionerna hos barn och den vanligaste
orsaken till att barn ordineras antibiotika. Langvarig vatska i mellanérat som en féljd av mel-
landreinflammation dr den vanligaste orsaken till hérselnedsattning hos barn. | tvilling- och
familjestudier har man pavisat att arftlighet ar en viktig riskfaktor for mellanéreinflammationer.
Kandidatgenstudier har framst gallt gener som ar involverade i de inflammatoriska processerna.
Som vid manga andra komplexa sjukdomar har resultaten varit magra och svara att replikera.
Ett fatal helgenomstudier har gjorts pa ratt sma kohorter, men vdgen att hitta flera riskgener
for mellanoreinflammationer har bara bérjat. Genom riskgenerna kunde man i framtiden hitta
hogriskpatienterna, forebygga mellandreinflammationer och hitta nya behandlingar.

Mellanoreinflammationer &r en av de van-
ligaste sjukdomarna bland barn och den
vanligaste orsaken till antibiotikabehandling
hos barn (1). De uppkommer oftast som en
foljdsjukdom av virala 6vre luftvagsinfektio-
ner, da mikrober kommer till mellanérat via
orontrumpeten, som forenar nassvalget till
mellanorat. Om symptomen &r kraftiga be-
handlas de med antibiotika for att forhindra
allvarliga komplikationer och for att lindra
symtomen. Ndr mellanoreinflammationerna
dr aterkommande eller fororsakar langvarig
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vitska i mellanorat (sekretorisk mellano-
reinflammation, limora) kan de behandlas
kirurgiskt med insdttning av trumhinneror
och eventuellt adenotomi (skrapning av
nassvalgtonsillen)(2). Dessa ingrepp &r bland
de vanligaste orsakerna till narkos av barn.
Det finns olika 6verlappande fenotyper av
mellanoreinflammationer. De vanligaste dr
akut mellanoreinflammation (AOM, acute
otitis media), &terkommande akut mellanore-
inflammation (RAOM, recurrent acute otitis
media) och sekretorisk otit (liméra, COME,
chronic otitis media with effusion). Vid AOM
har man vétska i mellanora samt akuta infek-
tionssymtom. Om AOM aterkommer fler &n
tre ganger pd sex ménader eller fler dn fyra
génger pé ett ar talar man om RAOM. Som
definition p4 COME anvinds ofta vitska i
mellanora i mer dn tre manader.
Riskfaktorerna for mellanoreinflammatio-
ner beror bade péa faktorer hos védrden och pa
miljofaktorer. En vanlig riskfaktor dr expone-
ring for mikrober i stora familjer eller i stora
dagvardsgrupper. P4 samma sitt paverkar
klimatet och arstiden exponeringen for mik-
rober. Passiv rokning &r en annan riskfaktor;
antagligen medfor det irritation pé svalgets
slemhinna och paverkar eventuellt mikrobflo-
ran i svalget. Amning kan vara en skyddande
faktor, medan Overdriven anvdndningen av
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napp har visat sig vara en riskfaktor. AOM
och RAOM iér vanligast hos barn under tva ar,
vilket antagligen beror pa att immunforsvaret
inte &r fullt utvecklat, och dven pa anatomiska
faktorer s& som att 6rontrumpeten 4r kort och
oftare 6ppen hos smabarn.

De flesta barn har sporadiska mellanorein-
flammationer, men ungefér 20 procent av barn
har aterkommande akuta mellandreinflam-
mationer eller sekretorisk mellanoreinflam-
mation. Arftlighet dr en viktig riskfaktor for
mellandreinflammationer (3).

Genetiska studier kan forbéttra den kliniska
behandlingen av sjukdomar. Om kan man finna
de genetiska riskfaktorerna for mellanorein-
flammationer kan man forbéattra forstaelsen av
patofysiologin av denna hogprevalenta entitet
och pé sa sitt eventuellt utveckla nya behand-
lingsformer. Information om riskgenerna kunde
dven anvéndas for att upptdcka hogriskpatien-
terna och for att sitta in preventiva atgérder
och behandlingar i rdtt patientgrupp.

Forskningsmetoder

Tvilling- och familjestudier

Tvillingstudier dr det klassiska séttet att studera
arftlighet. I genetiska termer &r &rftlighet (h2,
heritability) variansen av fenotypens variation
som beror pa genotyp. Identiska tvillingar har
samma genom, medan icke-identiska tvillingar
har samma genom till ungefar 50 procent.
Tvillingar har emellertid samma miljofaktorer,
varvid det dr mojligt att berdkna h2. Tvilling-
studier pd mellanoreinflammationer har gjorts
i Norge, USA och Storbritannien (4-8).

I den norska frageformuldrbaserade studien
med 4 247 tvillingar var drftligheten 66-72
procent (8). I den prospektiva tvillingstudien
i Pittsburg, Pennsylvania, dir det deltog 168
par tvillingar och sju trillinggrupper, var &rft-
ligheten 72-73 procent (5, 7). I Storbritannien
samlade man in information om 1 689 tvil-
lingar och berdknade att drftligheten for akuta
mellanoreinflammationer var 57 procent (6).

Arftligheten kan &dven beréiknas fran slikt-
trad, vilket har gjorts i var familjekohort pa
Oron-, nis- och halskliniken p4 HUCS (Hel-
singfors universitetscentalsjukhus). Arftlighe-
ten for RAOM var 39 procent (p =73 x 10-9),
for COME 22 procent (p = 4,6 x 10-3) och
for alla mellanoreinflammationer 48 procent
(p=1,5x10-11) (9).

Kopplingsanalyser

Kopplingsanalyser kan anvédndas for att hitta
genetiska regioner som disponerar for ett

anlag. Regionerna hittas genom att genotypa
markorer i sldkter med &tminstone tva indivi-
der med det undersokta anlaget. Traditionellt
berdknar man att ett LOD-vérde (logarithm
of odds) pa 3 eller hogre ar signifikant (10).
Kopplingsanalyser &r sérskilt vél lampade for
identifiering av ovanliga eller ytterst ovanliga
riskanlag (< 5% frekvens). Kopplingsanalyser
pa mellanoreinflammationer har gjorts i USA
pa tva familjekohorter. I Minnesotakohorten
upptécktes koppling till COME och/eller
RAOM pa kromosom 10g26.3 (LOD 3,78) och
19q13.42-q13.43 (LOD 2,61) (11,12). I Pitts-
burgkohorten hittade man koppling till 17q12
(LOD 2,85) och 10¢22.3 (p = 2,6 x 10*) (13).

Kandidatgener

I kandidatgenstudier jamfors allelfrekven-
serna bland patienter med ett visst anlag med
friska kontroller. Ofta jamfor man enskilda
nukleotidpolymorfier (SNP, single nucleotide
polymorphism). Valet av kandidatgen eller
region baserar sig pa en hypotes om dess roll
i patogenesen av det undersokta anlaget eller
sjukdomen. Det har gjorts ett antal kandidat-
genstudier for mellandreinflammationer och
de positiva resultaten finns samlade i Figur
1. De flesta av studierna har koncentrerat sig
dels pa det ospecifika immunférsvaret, dels pa
cytokiner. Det ospecifika, dvs. medfodda, im-
munforsvaret dr kroppens forsta forsvar mot
patogener och det dr fullt utvecklat vid fod-
seln. Det har en viktig immunfunktion innan
det adaptiva immunsystemet har utvecklats.
Till det ospecifika immunforsvaret hor att
fungera som barridr, identifiera frimmande
material, aktivera komplementsystemet och
starta inflammatoriska reaktioner. Cytokiner
ddremot dr intercelluldra signaleringsmole-
kyler som bland annat reglerar immunsvaret.
Generna MBL (Mannose-binding lectin),
TLR (Toll-like receptor), CD14, och surfaktan-
ter fran det ospecifika immunforsvaret har as-
socierats med benédgenhet for &terkommande
mellandreinflammationer och sekretorisk otit.
Bland cytokinerna har man péavisat associa-
tion mellan OM och flera interleukiner (IL),
namligen IL6, IL10, IL1a, IL1B, samt TGFf1
(Transforming growth factor beta-1), IFNy
(interferon gamma), TNFa (Tumor necrosis
factor alpha), och cytokinreceptorn CX3CR1
(Chemokine, CX3C motif, receptor 1) (14).
Dessutom har ocksa FBXO11 (F-box only
protein 11), SMAD2 och SMAD4 i TGFB1-
banan associerats till RAOM samt COME.
Andra gener som har associerats till be-
nidgenheten for mellanoreinflammationer &r
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Figur 1. Ett sammandrag av riskgener och riskregioner inom genomet fér mellanéreinflammationer (modifierad

efter referens 18).

muciner (MUC), vissa HLA-typer (Human
leukocyte antigen), SCN1B (Sodium channel
subunit beta-1), SERPINE]1 (Serpin peptidase
inhibitor, clade E, member 1, dven PAIl),
SLC11A1 (Solute carrier family 11, Member
1) (15), CPT1A (Carnitine palmitoyltransferas
I, lever) (16), TGIF (Transforming growth
factor-beta-induced factor) (17) och HVRII-
regionen i mitokondriellt DNA. (18)

De flesta kandidatgenstudierna har bestatt
av ridtt sma kohorter, vilket riskerar att ge
otillrdcklig kraft for att hitta signifikanta
resultat i denna hogfrekventa fenotyp. Re-
sultaten har inte alltid kunnat replikeras i
andra kohorter och populationer, vilket gor
att resultaten &r osdkra. Studier p4 FBXO11
och TLR4 har dock varit vdl genomférda med
tillrdackligt stora kohorter och med finkamning
av regionen och positiva replikationer i andra
kohorter och populationer (17, 19).

GWAS

Associationsstudier pa helgenom (GWAS,
genome-wide association study) utgar inte
fran en hypotes om kandidatgen, utan man
genotypar hundratusentals till miljontals
polymorfier (SNP) pa hundra- till tusentals
patienter och kontroller. GWAS-studier ar
vil lampade for att identifiera relativt vanliga

riskanlag for komplexa sjukdomar (> 5 %
frekvens). For mellanoreinflammationer finns
det tva publicerade GWAS-studier.

Den forsta GWAS-studien pa mellandrein-
flammationer publicerades 2012 av Rye et al.
Studien gjordes pa 416 australiska patienter
med mellandreinflammationer och 1 075
kontrollpatienter. Inga signifikanta resultat
(p <10-8) uppnaddes, och nir toppresultaten
undersoktes i en annan australiensisk, och i
en nordamerikansk kohort, kunde resultaten
inte replikeras. (20)

I den andra GWAS-studien pa mellan6-
reinflammationer, som var en nordame-
rikansk familjestudie pa 143 familjer med
totalt 373 patienter med besvirliga mel-
lanoreinflammationer, fick man inte heller
helgenomsignifikanta resultat. Genom att
ytterligare studera de bésta resultaten i en
annan nordamerikansk kohort uppnadde
man dndi ett helgenomsignifikant resultat
for SNP rs10497394 i en intergenisk region
pé kromosom 2 (21, 22).

Sekvensering

Exomsekvensering och helgenomsekvense-
ring har de senaste &ren anvénts mer och
mer inom genetisk forskning i och med att
kostnaderna har sjunkit. Med hjilp av dem
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Termer

Nukleotid

Organisk molekyl som &r en byggsten i exempelvis DNA. Den bestar av en kva-
vebas (adenin, guanin, cytosin eller tymin i DNA), en sockermolekyl (dexoribos i
DNA) och en (i DNA) eller flera fosfatgrupper.

SNP (Single-nucleo-
tide polymorphism)

Enbaspolymorfi, en variation i DNA-sekvensen av en nukleotid (adenin, guanin,
cytosin eller tymin). Storsta delen av variationerna dr normala variationer, paverkar
inte det protein som kodas och dr inte orsaker till sjukdomar.

Genotyp,
genotypning

Genotyp ar en manniskas karakteristika genetiska kod (DNA-sekvens) i en viss
genetisk variant. Ofta anvands genotyp som referens for en specifik gen eller
genetisk markor (till exempel SNP). Vid genotypning bestammer man genotypen.

Kopplingsanalys

Kopplingsanalyser kan anvandas for att hitta genetiska regioner som disponerar
for ett anlag. Regionerna hittas genom att man genotypar markérer i slakter med
atminstone tva individer som har det undersokta anlaget och identifierar regioner
som de drabbade delar.

Sekvensering

En genetisk forskningsmetod for att bestamma nukleotidsekvensen i DNA eller
RNA. Vid exomsekvensering bestdms endast nukleotidsekvensen i de proteinko-
dande delarna av DNA, medan man i helgenomsekvensering @ven bestammer

kan man dven upptidcka mycket ovanliga,
nya genetiska varianter. An sa linge har
denna storskaliga sekvensering mestadels
bara anvénts i ovanliga, icke-komplexa
sjukdomar och till dags dato har bara en
studie med denna slags DNA sekvensering
publicerats inom mellanoreinflammationer.
Genom att exomsekvensera tva sysslingar
fran ett filippinskt isolat, didr prevalensen
av mellandreinflammationer &r néstan 50
procent, hittade man en variant av A2ML1
(a-macroblobulin-like 1) som kandidatvari-
ant for mellanoreinflammationer. Resultaten
kunde bekriftas i 51 andra personer i samma
isolat (LOD 7,5) och variationen visade sig
bero pa en duplikation (p.Ser829Trpfs*9).
A2ML1 uttrycks i mellanorat hos méss, och
den sjukdomsassocierade varianten dr ovan-
lig, men den bestar i barare med starkt 6kad
risk for mellandreinflammationer (23).

Kohorter for mellanoreinflammation

HUCS har samlat in en kohort med familjer
av finsk hiarkomst, dir det finns barn med
RAOM och/eller COME. Kohorten omfat-
tar cirka 700 familjer, bestdende av index-
patienter, deras syskon och fordldrar, cirka
2 500 patienter. Finldndare dr genetiskt rétt
homogena, vilket forvéntas gora det léttare att
hitta riskgener i genetiska studier. Ovriga stora
kohorter med mellanoreinflammationer finns
i USA (Minnesota och Pittsburg), Australien
(Western Australian Family Study of OM och
Western Australian Pregnancy Cohort (Raine)
Study) och i Storbritannien (Oxford).

sekvensen i 6vriga delar av genomet.

For andra komplexa sjukdomar har det
inrdttats internationella konsortier for att
det ska ga att mer effektivt hitta riskvarianter
och inom mellandreinflammationer finns ett
inofficiellt samarbete genom organisationen
Otigen. HUCS-gruppen samarbetar med de
andra europeiska och nordamerikanska grup-
perna. For att kunna uppné entydiga resultat
i konsortier dr det viktigt att kriterierna for
fenotypen ér lika. Detta har delvis forsum-
mats i studierna om mellanoreinflammationer
och det &dr eventuellt en av orsakerna till att
resultaten i en kohort inte har kunnat repli-
keras i en annan kohort. Ett annat tillvdga-
gangssitt att undersdka komplexa sjukdomar
dr att studera isolerade populationer déar en
viss fenotyp ar 6verrepresenterad. Genom att
hitta genetiska varianter ddar kan man hitta
genetiska riskfaktorer som dven paverkar
benédgenheten for fenotypen i andra popu-
lationer.

Sammanfattning

Mellanoreinflammationer dr komplexa sjuk-
domar och tvilling- och familjestudier har
bevisat att den genetiska uppséttningen &r
en riskfaktor. Den genetiska riskfaktorn ar
komplex och bestar sannolikt av bade vanliga
varianter med lag risk effekt (till exempel
varianter inom TLR4) och ovanliga varianter
med hog risk (till exempel varianter inom
A2ML1). I kandidatgenstudier har man hittat
en del riskgener med hjélp av associations-
analys, men resultaten har inte alltid kunna
replikeras. GWAS-studierna har &n sa lange
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inte uppnatt helgenomsignifikans (p < 10-8).
De kénda genetiska riskfaktorerna varierar
mellan olika kohorter och populationer. De
flesta genetiska studier pd mellantreinflam-
mationer har gjorts pA RAOM och COME. I
utvecklingslander dr kronisk suppurativ mel-
lanoreinflammation vanlig (CSOM, chronic
suppurative otitis media). Trots det finns det
vildigt fa studier om dessa. Malet med de gene-
tiska studierna om mellanoreinflammationer
dr att hitta riskvarianter och att anvénda dem
for att karakterisera hogriskpatienter med ef-
fektivare prevention och behandling som mal.
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Genetic markers in recurrent and secretory otitis media in children

Otitis media (OM) is a complex disease with strong heritability. Its genetic background is complex and
likely to be a mix of common risk variants of low effect size and rare variants of high-risk effect. A num-
ber of risk genes have been proposed as risk factors for OM through candidate-gene association studies,
although published GWAS studies have failed to achieve genome-wide significance (p<10-8). The aim
of genetic studies of OM is to gain deeper understanding of the genetic variants and thus to identify and
characterize those at high risk; this allows development of optimal treatment strategies.
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