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POLIMORFIZMI GENA ZA CITOKINE, PERINATALNA INFEKCIJA
I CEREBRALNA PARALIZA

HELENA KAPITANOVIC VIDAK!', ZDRAVKO GRUBESIC!, SANJA KAPITANOVIC?

Cerebralna paraliza je najcesca neuroloska bolest u djece, uzrokovana neprogresivnim ostecenjem mozga u razvoju. Etiologija
i patogeneza razvoja cerebralne paralize nepoznata je u velikom broju slucajeva. Danas se smatra da je jedan od vodecih uzroka
cerebralne paralize prijevremeni porodaj, dok se samo u manjeg broja oboljelih od cerebralne paralize nastalo neurorazvojno od-
stupanje moze povezati s hipoksijom nastalom tijekom porodaja. Tijekom posljednjeg desetljeca pokazalo se da su prijevremeni
porodaj i komplikacije u novorodenceta najcesce posljedica klinicki neprepoznate — subklinicke - intrauterine infekcije. Mikroorga-
nizmi, odnosno njihovi produkti i endotoksini u fetusu, poticu ekspresiju gena za citokine, lucenje citokina i sistemski upalni odgovor
koji se naziva FIRS (od engl. Fetal Inflammatory Response Syndrome). Pokazalo se da je FIRS glavni ¢imbenik koji moze inducira-
ti pocetak prijevremenog porodaja. Odnos izmedu proupalnih i protuupalnih citokina u mozgu novorodenceta kritican je cimbenik
nastanka ostecenja mozga. TeZina neuromotornog odstupanja ne ovisi iskljucivo o tezini hipoksicno-ishemickog osStecenja, vec je
rezultat kompliciranih interakcija veceg broja etioloskih cimbenika i genetske predispozicije pojedinca na osnovi genotipa polimor-
fizama gena za proupalne i protuupalne citokine.

Deskriptori: CEREBRALNA PARALIZA - etiologija; SINDROM SISTEMSKOG UPALNOG ODGOVORA — imunologija; CITOKINI — genetika; POLIMORFI-
ZAM JEDNOG NUKLEOTIDA; KOMPLIKACIJE U TRUDNOCI IZAZVANE INFEKCIJOM

UvVOD

Cerebralna paraliza je najceSc¢a neuro-
loska bolest u djece (1). Prema najnovijoj
definiciji pojam ,cerebralna paraliza“
obuhvaca skupinu bolesti koje karakteri-
zira poremecaj razvoja pokreta i drzanja,
a posljedica je neprogresivnog ostecenja
mozga u razvoju. Uz motori¢ko odstu-
panje u sklopu klinicke slike cerebralne
paralize Cesto se javljaju pridruZeni po-
remecaji osjeta, razumijevanja, komuni-
kacije, opazanja i/ili ponasanja i/ili kon-
vulzije (2). Incidencija cerebralne paralize
iznosi oko 2 - 2.5 na 1000 Zivorodene dje-
ce, Sto ¢ini ovu bolest naj¢es¢im uzrokom
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smanjene fizicke sposobnosti u djetinj-
stvu (3).

Etiologija i patogeneza razvoja cere-
bralne paralize nepoznata je u velikom
broju slu¢ajeva (prema nekim studijama u
cak 75% slucajeva). Dugo se smatralo da
se cerebralna paraliza u prvom redu javlja
kao posljedica hipoksije i ishemije novo-
rodenceta tijekom porodaja, no istrazivanja
su pokazala da se u samo manjeg broja obo-
ljelih od cerebralne paralize nastalo neuro-
razvojno odstupanje moze povezati s hipo-
ksijom nastalom tijekom porodaja (4).

PORODAJ I CEREBRALNA PARALIZA

Porodaj koji je urednog tijeka Cesto
uklju¢uje odredeni stupanj hipoksi¢nog
stresa. Medutim, zdravo dono$eno novo-
rodence sposobno je aktivirati Siroki spek-
tar hemodinamskih i metaboli¢kih kom-
penzatornih mehanizama, te na taj nacin
zastititi mozak od hipoksi¢nog osteéenja.
Poremecaj ovih mehanizama moze dove-
sti do teskog oStecenja mozga i do smrti

novorodenceta. Unato¢ velikom napretku
medicine koji se na podru¢ju perinatolo-
gije biljezi u posljednjih 50 godina i na taj
na¢in postignute smanjene smrtnosti u
novorodencadi, nije se smanjila inciden-
cija cerebralne paralize (4, 5). Naprotiv,
biljezi se blagi porast frekvencije, koji je
posljedica vece stope prezivljavanja djece
s izrazito niskom porodajnom masom (6
- 13). Postoji mnogo rizi¢nih ¢imbenika
zarazvoj cerebralne paralize koji ukljuéuju
faktore s majéine strane i antenatalne fak-
tore kao §to su nedonoSenost, intrauterina
infekcija, poremecaji koagulacije fetusa,
viSeplodna trudnoda, antepartalno krva-
renje, prezentacija zatkom, kromosomo-
patije, kongenitalne anomalije (14 - 20).
Danas se smatra da je jedan od vrlo
znacajnih etioloskih ¢imbenika cerebral-
ne paralize prijevremeni porodaj. Oko
10% novorodencadi rada se kao nedo-
no$¢ad, od koje vise od 10% ima neuro-
loska oSteéenja $to rezultiraju znacajnim
problemima ucenja, cerebralnom parali-
zom ili mentalnom retardacijom. Kod ne-
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donosc¢adi izrazito niske porodajne mase
osteéenje mozga nastaje ¢ak u veéem po-
stotku (21). Cerebralna paraliza javlja se
20-30 puta ¢esée u nedonoséadi s poro-
dajnom masom manjom od 1500 g (17).
Izrazito nezrela nedonos¢ad (<32 tjedna)
¢ini samo 2% porodaja, ali 25% od ukup-
nog broja djece s klinickom slikom cere-
bralne paralize (22).

INTRAUTERINA INFEKCIJA
I CEREBRALNA PARALIZA

Cvrste postavke podupiru stajaliste da
je prijevremeni porodaj udruZzen sa sub-
klini¢kom ili klini¢ki manifestnom intrau-
terinom infekcijom. Iako klini¢ki manife-
stna infekcija u majke moze izazvati pri-
jevremeni porodaj, to je ipak rijedak uzrok
nedonoSenosti u razvijenim zemljama.
Tijekom posljednjeg desetlje¢a pokazalo
se da su prijevremeni porodaj i komplika-
cije u novorodenceta najéesée posljedica
klini¢ki neprepoznate — subklinicke - in-
trauterine infekcije. Mikroorganizmi, od-
nosno njihovi produkti i endotoksini u
fetusu, poticu ekspresiju, lu¢enje citokina
i sistemski upalni odgovor koji se naziva
FIRS (engl. Fetal Inflammatory Response
Syndrome). Pokazalo se da je FIRS glavni
¢imbenik koji moze inducirati pocetak
prijevremenog porodaja, vodeceg uzroka
razvoja klinic¢ke slike cerebralne paralize
(23 - 25).

Subklini¢ka ili klini¢ki manifestna in-
fekcija majke i fetusa te oslobadanje cito-
kina posredovano endotoksinima uz pri-
druzenu hipoksiju ¢imbenici su razvoja
klini¢ke slike cerebralne paralize i u do-
nosene novorodencadi (26).

Dosadasnje studije pokazuju visoki
stupanj povezanosti izmedu klinicki i
histopatoloski dokazane infekcije placen-
te (horioamnionitis) i klinicke slike cere-
bralne paralize. Mnoge studije navode
povezanost izmedu horioamnionitisa i
cisti¢ne periventrikularne leukomalacije
(PVL, engl. Periventricular Leukomala-
cia) i cerebralne paralize u nedonos¢adi
(26, 27). Rezultati istrazivanja pokazuju
da je u nedonoscadi incidencija periven-
trikularne leukomalacije znadajno vedéa
nakon horioamnioitisa (28). Utvrdeno je
da je do 12% spasti¢nog tipa cerebralne
paralize posljedica intrauterine infekcije i
inflamacije (29).

Neuropatoloski supstrat koji se pove-
zuje s klinickom slikom cerebralne parali-
ze ukljuCuje oSte¢enje bijele mozdane
tvari, poznato pod nazivom periventriku-
larna leukomalacija, krvarenje u germina-
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tivni matriks sa Sirenjem u intraventriku-
larni prostor s njihovim Sirenjem ili bz
njih, oStecenje korteksa, bazalnih ganglija
i talamusa. Os$teéenje sive mozdane tvari,
koje se javlja ¢e$¢e kod donoSene novo-
rodencadi, ukljucuje infarkt korteksa i
status marmoratus (30).

Danas se smatra da je najces¢i oblik
oste¢enja mozga u nedono$cadi oStecenje
bijele mozdane tvari. Spektar kroni¢nog
ostecenja bijele mozdane tvari ukljucuje
fokalne cisti¢ne nekroti¢ne lezije, odno-
sno periventrikularnu leukomalaciju te
difuzni poremecaj mijelinizacije (21).

Periventrikularna leukomalacija je vo-
dedi supstrat cerebralne paralize u nedo-
noséadi (31), ali najnovije slikovne pre-
trage mozga i studije sve vise navode kao
dominantnu leziju difuzno ostecenje bije-
le mozdane tvari. Faktori koji predisponi-
raju nastanak PVL-a ukljucuju uz nedo-
noSenost 1 hipoksiju, ishemiju i upalu
21).

Patogeneza cercbralne paralize je
kompleksna i ukljuéuje ishemiju/reperfu-
ziju u kriticki bolesne nedonoscadi s
poremec¢enomregulacijom mozdanog pro-
toka kao i inflamatorne mehanizme udru-
zene s maj¢inom i/ili fetalnom infekcijom.
Razdoblje najvece osjetljivosti za nasta-
nak periventrikularne leukomalacije je
postkoncepcijska dob 24 - 34 tjedna. U
periventrikularnom podrucju tijekom na-
vedenog razdoblja dominiraju razvojni
»hezreli”  premijelinizirajuéi oligoden-
drociti koji su ciljne stanice za djelovanje
slobodnih radikala (31). Back i sur
(32) dokazali su da su kasne pretece oli-
godendrocita dominantni oblik oligoden-
drocita u bijeloj mozdanoj tvari tijekom
kriti¢nog razdoblja za nastanak PVL-a.
Kasne pretece oligodendrocita najosjetlji-
vijesunadjelovanje hipoksi¢no-ishemicke
nokse, dok su rane pretece oligodendroci-
ta 1 zreliji oligodendrociti zna¢ajno otpor-
niji (32). Ova osjetljivost ovisna o matu-
raciji najvjerojatnije je posljedica nedo-
voljno razvijenih antioksidativnih enzima
te djelomi¢nog imbalansa u oksidativnom
metabolizmu (31). Vjeruje se da ostecenje
prekursora oligodendrocita pridonosi pa-
togenezi o§teéenja mijelinizacije kod oste-
¢enja bijele mozdane tvari. Drugi poten-
cijalni mehanizmi os$tecenja ukljucuju
aktivaciju mikroglije i oStecenje aksona.
Kemijski medijatori koji mogu pridonijeti
oste¢enju bijele mozdane tvari ukljucuju
reaktivni kisik, spojeve dusika, glutamat,
citokine i adenozin (21, 30).

Istrazivanja Kadhima i suradnika prvi
put opisuju imunoloski odgovor posredo-

van citokibima, koji ukljuc¢uje TNF-alpha
i IL-1beta u kortikalnim neuronima te
neuronima duboke sive tvari u sklopu
PVL-a. Ovi rezultati mogli bi pomo¢i u
rasvjetljavanju mehanizma koji uzrokuje
kognitivne i druge kortikalne i subkor-
tikalne deficite u djece s klinickom slikom
cerebralne paralize (33). Naime, rezultati
klini¢kih istrazivanja pokazuju da 1/3 do
1/2 oboljelih od cerebralne paralize uz
motori¢ki deficit ima pridruzenu epilep-
siju, mentalnu retardaciju i/ili kognitivne
deficite, §to upuéuje na osteéenje kortikal-
nih neurona (34).

Unato¢ sve ve¢im spoznajama o pove-
zanosti intrauterine infekcije s lo§im neu-
roloskim ishodom, ukljucujuéi razvoj ce-
rebralne paralize, jo§ je i sad nepoznat
to¢an mehanizam kojim intrauterina in-
fekcija uzrokuje osteéenje mozga. Smatra
se da proupalni citokini unutar maj¢inog i
fetalnog krvotoka utje¢u na neuroloska
ostecenja u novorodenceta (28). Bioloski
mehanizmi putem kojih proupalni citoki-
ni uzrokuju neurolosko osteéenje uklju-
¢uju njihovu sposobnost da inhibiraju
proliferaciju stanica prete¢a neurona, as-
trogliozu te gubitak oligodendrocita po-
taknut upalom putem medijatora stani¢ne
smrti. Isto tako, proupalni citokini mogu
utjecati na lu¢enje neutrofina, obitelji pro-
teina vazne za prezivljavanje neurona i
stanica glije (35 - 39).

CITOKINI I CEREBRALNA PARALIZA

Jo§ 1993. godine Leviton (40) je
opisao da intrauterina infekcija moze do-
vesti do aktivacije mreze citokina, $to u
konacénici moze dovesti do oSte¢enja bije-
le mozdane tvari, prijevremenog porodaja
i posljedi¢no do razvoja klinicke slike ce-
rebralne paralize. Poslije je dokazano da
oste¢enje bijele mozdane tvari s ultra-
zvuénim korelatom periventrikularne leu-
komalacije korelira s lo§im neuroloskim
ishodom, ukljucujuéi razvoj cerebralne
paralize. Periventrikularna leukomalacija
moze se dokazati u 7-26% novorodencadi
s porodajnom masom <1500 grama te u
62 - 80% djece s klini¢kom slikom cere-
bralne paralize. Smatralo se da se periven-
tikularna leukomalacija javlja kao poslje-
dica ishemije, no najnovije spoznaje su-
geriraju da je glavni etioloski uzro¢nik
periventrikularne leukomalacije infekcija
odnosno upala. Hipotezu potvrduje ¢inje-
nica da su novorodenéad sa sepsom, prije-
vremeno rodena djeca s purulentnom plo-
dnom vodom te ona s klinicki dokazanim
horioamnionitisom izloZzena poveéanom
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riziku razvoja cerebralne paralize te da
ucestalije razvijaju klinicku sliku cere-
bralne paralize (21, 41, 42).

Rezultati najnovijih istrazivanja poka-
zali su da poviSene vrijednosti proupalnih
citokina u amnionskoj tekucini u prijevre-
meno rodene novorodencadi, ili medijato-
ra upale u perifernoj krvi novorodencadi
rodene blizu termina porodaja koreliraju s
razvojem periventrikularne leukomalacije
i posljedi¢no cerebralne paralize. Poveza-
nost izmedu povisenih vrijednosti citoki-
na i periventrikularne leukomalacije do-
vela je do hipoteze da intrauterina infek-
cijapotic¢e kaskadu dogadanja koja dovodi
do povisSenih vrijednosti proupalnih cito-
kina, povecane propusnosti krvno-moz-
dane barijere te posljedi¢no do oStecenja
mozga (43) (Slika 1).

Komponente bakterija, ukljucujuéi en-
dotoksine, jaki su aktivatori mreze citoki-
na. Danas je prihvacéeno stajaliste da prou-
palni citokini, kao §to su interleukin-153
(IL-1PB) (43, 44), interleukin-6 (IL-6) (44
- 46), interleukin - 8 (IL - 8) (43, 47), in-
terleukin - 18 (IL - 18) (48, 49) i tumor
nekrotizirajuéi ¢imbenik alfa (TNF - o
(engl. tumor necrosis factor-o.) (44 - 46),
od fetusne ili majc¢ine strane igraju klju¢nu
ulogu u poticanju prijevremenog porodaja
te sudjeluju u nastanku komplikacija kao
Sto je periventrikularna leukomalacija u
nedonosc¢adi (4, 28, 50) (Slika 1).

Infekcija nije jedini okida¢ koji moze
dovesti do povisenih vrijednosti proupal-
nih citokina. Hipoksija/ishemija, trauma te
sam porodaj mogu takoder pokrenuti
pojacani citokinski odgovor (51, 52). Cini
se da je upalni odgovor posredovan citoki-
nima zajednicki put koji dovodi do oste-
¢enja tkiva nakon razli¢itih trauma. Prou-
palni citokini pokazuju Sirok spektar djelo-
vanja na mozdano tkivo, ukljucujuéi izra-
van toksi¢ni ué¢inak na neurone i populaciju
prekursora oligodendrocita, astrogliozu s
otpustanjem dusi¢nog oksida, poremecaj
funkcije mitohondrija kao i aktivaciju mi-
kroglije s otpustanjem duSi¢nog oksida,
superoksida te spektra drugih molekula
koje djeluju kao medijatori upale (53).

Protuupalni citokin IL - 10 takoder
igra vaznu ulogu u regulaciji upalnog od-
govora na infekciju i hipoksi¢nu noksu.
Ovaj citokin djeluje na nadin da smanjuje
proizvodnju i luéenje proupalnih citokina
kao §to suIL - 1 1 TNF - o (54).

Najnovije spoznaje pokazuju da povi-
Sene vrijednosti proupalnih citokina mogu
potaknuti smrt zivéanih stanica, dok povi-
Sene vrijednosti protuupalnih citokina
mogu prevenirati oStecenje mozga. Odnos

izmedu proupalnih i protuupalnih citoki-
na u mozgu novorodenceta kritiCan je
¢imbenik nastanka osteéenja mozga. Po-
stoji veci broj moguéih razloga zasto do-
lazi do ovih razli¢itosti u razini vrijedno-
sti citokina: 1. genetski polimorfizmi u
pojedinca; genotip pojedinca moze mo-
dulirati proupalni ili protuupalni odgovor
(55); 2. tip oStecenja moze utjecati na tip
odgovora, npr. endotoksin je jaki stimu-
lans za proupalne citokine, ali ne i za TGF
- B1(5).

U novorodenceta je opisan upalni od-
govor u dvije faze: pretporodajni zamah
proupalnih citokina i postporodajni pro-
tuupalni odgovor. U neke se novorodencadi
mogu odmah nakon porodaja dokazati vi-
soke razine IL - 1, IL - 6, IL - 8, IL - 18 i
TNF - o koje padaju na bazalne vrijedno-
sti u iduéih tjedan dana. Suprotno tome,
vrijednosti protuupalnog citokina IL - 10
niske su neposredno nakon porodaja te
kontinuirano rastu tijekom prvog tjedna
zivota (56).

POLIMORFIZMI GENA ZA CITOKINE
I CEREBRALNA PARALIZA

Napredak znanosti i tehnologije omo-
gucio je da se istrazivanju kompleksnih
bolesti pristupi na razini analize ¢itavog
genoma. Kompleksne bolesti rezultat su
kombinacije nasljednih mutacija i/ili poli-
morfizama u vise gena kao i izlozenosti
¢imbenicima okoliSa, koji zajedno utjecu
na podloznost oboljevanju kao i na klinicki
tijek te krajnji ishod bolesti. Vise uklju-
¢enih gena upucuje na to da svaki gen
pojedina¢no ima mali, ali znacajan u¢inak,
odnosno nuzan je, ali ne i dovoljan za na-
stanak bolesti, pa je stoga rije¢ o genima
koji daju predispoziciju za oboljevanje od
odredene bolesti (engl. susceptibility ge-
nes). Klinicka heterogenost upucuje na
gene modifikatore (engl. modifier genes),
koji mijenjaju obiljezja bolesti. Geni vazni
za podloznost obolijevanju daju predispo-
ziciju za razvoj odredenog fenotipa, dok
geni modifikatori mijenjaju fenotip (kli-
nicki tijek 1 ishod bolesti) (57).

Sa zavr$etkom projekta humanog ge-
noma u fokus znanstvenog istrazivanja
doslo je istrazivanje geneticke varijabil-
nosti. Projekt humanog genoma omogucio
je da se sustavno identificiraju razliciti
oblici gena u razli¢itim populacijama, da
se utvrdi utjecaj ovih varijacija na funkciju
proteina te njihova prisutnost poveze s
pojedinim fenotipovima, ukljucujuéi i
podloznost obolijevanju od pojedinih bo-
lesti (58).

Intrauterine infection

|

HORIOAMNIONITIS
Chorioamnionitis

EISTEMSKI UPALNI ODGOVOR FETUS/ﬂ
FIRS
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T PROUPALNI CITOKINI: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-alpha
T Proinflammatory cytokines IL-1, IL-6, IL-8, TNF-alpha
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White matter damage

[ INTRAUTERINA INFEKCIJA ]

PRIJEVREMENI
POROD —
Preterm labor
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CEREBRALNA PARALIZA
Cerebral palsy

Slika 1. Shematski prikaz povezanosti intrauterine
infekcije i cerebralne paralize. Sistemski upalni od-
govor fetusa (FIRS, od engl. Fetal Inflammatory Re-
sponse Syndrome).

Figure 1. Schematic representation of possible
events associated with intrauterine infection and ce-
rebral palsy. FIRS (Fetal Inflammatory Response
Syndrome)
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Slika 2. Prikaz polimorfizma u jednoj bazi (SNP, od
engl.Single Nucleotide Polymorphism). Predstavija
razliku u jednoj bazi u inace identicnoj DNA sekven-
ci.

Figure 2. Single nucleotide polymorphism (SNP) .
SNPs are single base differences in otherwise identi-
cal DNA sequences

Dvije osobe su na razini slijeda nuk-
leotida u genomu 99.9% identi¢ne (59).
Najrasprostranjeniji izvor geneticke va-
rijabilnosti u ¢ovjekovu genomu su poli-
morfizmi u jednom nukleotidu tzv. SNP-
ovi (SNP, engl. single nucleotide poly-
morphisms). Dosad je otkriveno vise od
3.000.000 SNP polimorfizama u ¢ovjeko-
vu genomu, pa su stoga osnova razli¢itosti
medu pojedincima (60) (Slika 2).

Danas je poznat veliki broj polimorf-
nih gena, medu koje pripadaju i geni za
citokine, za koje je dokazana povezanost s
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Slika 3. Tipovi SNP polimorfizama. Regulatorni SNP (rSNP od eng. regulatory Single Nucleotide Polymor-
phism), intronski SNP (iSNP od engl. intron Single Nucleotide Polymorphism), kodiraju¢i SNP (cSNP od

engl. coding Single Nucleotide Polymorphism).

Figure 3. Types of SNPs. rSNP (regulatory Single Nucleotide Polymorphism), iSNP (intron Single Nucleotide
Polymorphism), cSNP (coding Single Nucleotide Polymorphism)

razli¢itim bolestima u ¢ovjeka. U analizi
SNP-ova, i to gena za citokine, prednost
se daje analizi funkcionalnih SNP-ova u
regulatornim regijama gena tzv. rSNP
(engl. regulatory SNP), koji utjecu na ra-
zinu ekspresije odredenog gena. Istra-
zivanje uloge SNP-ova u patogenezi bole-
sti moglo bi u buduénosti dovesti do invi-
vidualnog pristupa svakom oboljelom
pojedincu, temeljenom na njegovom ge-
notipu, i do tzv. personalizirane medicine
(57, 61) (Slika 3).

Geni za citokine visoko su konzervira-
ni kad je rije¢ o slijedovima nukleotida
unutar eksona. U novije vrijeme identifi-
ciran je veliki broj SNP polimorfizama u
regulatornim slijedovima ovih gena. Re-
zultati najnovijih istrazivanja pokazali su

GENETSKA PREDISPOZICIJA
Genetic predisposition

|

POLIMORFIZMI GENA ZA CITOKINE
Cytokine gene polymorphisms

| |

T RIZIK ZA Izmijenjeni FIRS
PRIJEVREMENI POROD Modulated FIRS

T Risk for preterm labor
[ T PROUPALNI CITOKINI ]

T Proinflammatory cytokines

|

OSTECENJE RAZVOJINIH NEURONA
Developmental neurons damage

|

PERIVENTRIKULARNA
LEUKOMALACIJA

Periventricular leukomalacia

|

_____ .| CEREBRALNA PARALIZA
Cerebral palsy

Slika 4. Hipotetski prikaz genetske predispozicije za
nastanak cerebralne paralize

Figure 4. Hypothetical schematic diagram illustrat-
ing possible genetic susceptibility of cerebral palsy

154

da ovi polimorfizmi utjecu na razinu ek-
spresije gena za citokine i razinu citokina
u tjelesnim tekudinama i tkivima, kao i
njihovu povezanost s razli¢itim ¢ovjeko-
vim bolestima (61, 62).

Povisene vrijednosti TNF - o, IL - 6 1
IL - 1B dokazane su u amnionskoj tekuéini
u stanjima prijevremenog prsnuca vo-
denjaka, dugo curece plodne vode i ho-
rioamnionitisa (44, 63), te su udruzene s
intrauterinom infekcijom, prijevremenim
porodajem 1 oSteenjem mozga novo-
rodencadi (28). PoviSene vrijednosti na-
vedenih citokina te IL-8 dokazane su u
krvi nedonosc¢adi rodene prije 28. tjedna
gestacije u prva dva dana zivota (56).

U literaturi su opisani funkcionalni po-
limorfizmi promotorske regije gena TNF
- o na polozaju -1031, -857, -308 te -238.
Manje ucestali aleli ovih polimorfizama,
aleli -1031C, -857C, -308A te -238A, pre-
ma nekim autorima povezani su s viSom
konstitutivnom i inducibilnom ekspre-
sijom TNF - o (64 - 67). Alel A polimor-
fizma -308 G/A u promotorskoj regiji
gena TNF - o povezan je s visokim vri-
jednostima ovog citokina u krvi oboljelih
od upalnih bolesti crijeva (68).

Povisene vrijednosti IL-6 nadene su u
likvoru i u krvi pupkovine nakon intraute-
rine infekcije 1 povezane su s nastankom
periventrikularne leukomalacije (69, 70).
U promotoru gena IL-6 na polozaju -174
u ljudi opisan je polimorfizam odnosno
njegov alel -174G, koji je povezan s po-
veéanom ekspresijom gena za IL - 6 (71),
dok je alel -174C polimorfizma povezan s
niskim vrijednostima IL-6 u plazmi zdra-
vih pojedinaca (71, 72).

Povi$ene vrijednosti IL-1 nadene su
u amnionskoj tekuéini kod prijevremenog
prsnucéa vodenjaka (63) te u krvi pupkovi-
ne i serumu nedonos$¢adi rodene prije 28.
tjedna gestacije (56). U genu IL - 1B
nadeno je nekoliko polimorfizama, dva u
promotorskoj regiji (-511 C/T, -31 T/C) te

jedan u egzonu 5 (C3954T). In vitro i in
vivo istrazivanja pokazala su da su alel -
511T te -31C SNP polimorfizama u pro-
motorskoj regiji gena za IL - 1§ povezani
s pojacanom ekspresijom i poviSenim
vrijednostima navedenog citokina u ¢ovje-
kovu serumu (73 - 75). Za alel +3954T
opisano je da je u in vitro testiranjima po-
vezan s povi$enim lu¢enjem IL - 1 (73).

Povisene vrijednosti IL-8 dokazane su
u krvi pupkovine u nedonoscadi rodene
prije 32. tjedna gestacije (47), u amnion-
skoj tekuéini kod prijevremenog prsnuca
vodenjaka udruzenog s horioamnioniti-
som (76) te u likvoru i krvi novorodenéadi
nakon intrauterine infekcije (69, 70). U
genu IL - 8 opisano je vise funkcionalnih
polimorfizama. Medu ovim polimorfiz-
mima najveci utjecaj na lucenje IL - 8 u
studijama ekspresije in vitro ima polimor-
fizam -251 A/T u promotoru na polozaju
startnog kodona. Alel -251A povezan je s
pojacanom ekspresijom ovog gena (77).

Povisene vrijednosti IL-18 dokazane
su u krvi pukovine u prijevremeno rodene
djece, u kongenitalnoj sepsi, u amnion-
skoj tekuéini u stanjima intrauterine in-
fekcije (48, 78) te prijevremenog porodaja
prije 34. tjedna gestacije (76). U promoto-
ru gena IL-18 opisana su dva SNP poli-
morfizma, -607 C/A te -137 G/C. Rezul-
tati istrazivanja in vitro pokazali su pove-
zanost alela -607A te -137C s povisenom
ekspresijom gena IL-18 odnosno speci-
ficne mRNA (79).

IL - 10 jedan je od vaznih imunoregu-
latornih citokina koji lu¢e makrofagi i
Th2 limfociti, a djeluje kao protuupalni
citokin. On kontrolira upalnu reakciju
tako da suprimira ekspresiju proupalnih
citokina (80, 81). Nekoliko studija poka-
zalo je njegovu vaznost u patogenezi
kompleksnih kroni¢nih upalnih bolesti
(Chronova bolest, multipla skleroza, reu-
matoidni artritis), koje su karakterizirane
promijenjenim vrijednostima citokina
(80, 82). Poznat je veci broj regulatornih
polimorfizama gena za IL - 10, te je poka-
zano da je lucenje IL - 10 genetski deter-
minirano. Dokazano je da je alel -1082G
SNP polimorfizma u promotorskoj regiji
gena za IL - 10 povezan s povisenom ek-
spresijom ovog gena, dok je alel -1082A
povezan s njegovom snizenom ekspre-
sijom (83, 84). Dosadasnjimistrazivanjima
uocena je povezanost izmedu homozigota
za alel -1082A 1 prijevremenog porodaja
prije 29. tjedna gestacije, histoloskog ho-
rioamnionitisa i funisitisa (85, 86).

Sve gore navedene ¢injenice upucuju
na povezanost polimorfizama gena za ci-
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tokine s genetskom predispozicijom za
prijevremeni porodaj kao i za izmijenjeni
sistemski upalni odgovor fetusa (FIRS),
§to za posljedicu moze imati pojacano
lucenje proupalnih citokina, oStecenje
bijele mozdane tvari i razvoj cerebralne
paralize (Slika 4).

Dosad su objavljena samo tri rada u
kojima se pokusSava dokazati povezanost
polimorfizama gena za citokine s razvojem
cerebralne paralize (55, 87, 88). Dor-
delmann i sur. (87)usvojojsu pilot
studiji dosli do zakljucka da djeca homo-
zigoti za alel -1082G gena za IL - 10
imaju manyji rizik za nastanak ultrazvu¢no
dijagnosticirane periventrikularne ehoge-
nosti te neznacajan, ali zna¢ajno smanjen
rizik za razvoj bolesti vezanih za nedo-
noSenost, kao §to su bronhopulmonalna
displazija, retinopatija visokog stupnja,
usporen neuromotorni razvoj te cerebral-
na paraliza. Polimorfizmi u ostalim ispiti-
vanim genima za citokine (IL - 1, TNF
- o) javljali su se s nedovoljnom
ucestaloS¢u da bi omogudili donoSenje
ikakvog zakljucka. Nelson i suradnici
(88) u svojim istrazivanjima nisu dokazali
statisticki znacajnu povezanost izmedu
regulatornih polimorfizama gena TNF - o
(-376 G/A, -308 G/A, -238 G/A) i cere-
bralne paralize. Gibson i sur. (55)u
svom su istrazivanju pokazali da nosioci
polimorfizama gena za TNF - o (-308 G/
A) imaju povecan rizik za razvoj klinicke
slike cerebralne paralize. Rezultati dosa-
dasnjih istrazivanja su kontradiktorni i
nejedinstveni u povezivanju polimorfiza-
ma gena za citokine i razvoja klinicke
slike cerebralne paralize.

ZAKLJUCAK

Mreza citokina izrazito je sloZena s ni-
zom medusobno isprepletenih kaskada
aktivacije ili supresije gena. Zbog toga
polimorfizme gena za citokine ne treba
analizirati iskljucivo izolirano jedne od
drugih, ve¢ je potrebno traziti specifi¢ne
kombinacije citokinskih genotipova vazne
za podloznost obolijevanju, za klinicki
tijek i ishod bolesti, uklju¢ujuéi pritom u
analizu veéi broj gena za citokine.

Prethodno izneseno otvara pitanje o
tome koja je vaznost polimorfizama gena
za citokine, za koje je dokazano da modu-
liraju upalu, u nastanku perinatalnog
osteéenja mozga. Tezina neuromotornog
osteéenja ne ovisi iskljuéivo o tezini hi-
poksi¢no-ishemickog osteéenja, odnosno
nakon djelovanja naizgled jednakog stup-

nja hipoksi¢nog oste¢enja razvijaju se
razli¢iti stupnjevi neuromotornog odstu-
panja. Ove razl¢itosti mogu biti rezultat
kompliciranih interakcija veceg broja etio-
loskih ¢imbenika i genetske predispozi-
cije pojedinca na osnovi genotipa poli-
morfizama gena za proupalne i protuupal-
ne citokine. Regulatorni polimorfizmi
citokina mogu putem svoga djelovanja na
ekspresiju citokina utjecati na konacan
ishod infekcije/upale. Razli¢ite razine cir-
kuliraju¢ih citokina kao rezultat polimor-
fizama u genima mogu rezultirati nemo-
guénoséu odgovarajuéeg obrambenog
odgovora na uzro¢nike infekcije, slabijim
sistemskim imunoloskim odgovorom na
takvu infekciju te pojacanom sklonoscéu
infekciji.

Radi pronalaZenja odgovara na gore
postavljena pitanja od 2004.godine priku-
pljaju se uzorci periferne krvi neurorizi¢ne
djece i one oboljele od cerebralne parali-
ze, koja se prate i habilitiraju u Specijal-
noj bolnici za zastitu djece s neurorazvoj-
nim i motorickim smetnjama, Goljak 2,
Zagreb. Oni se analiziraju u Laboratoriju
za personaliziranu medicinu Zavoda za
molekularnu medicinu Instituta Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu na polimorfizme
gena za citokine i druge medijatore upale,
koji imaju znacajnu ulogu u etiopatogene-
zi cerebralne paralize, a radi formiranja
baze podataka genetskih profila u korela-
ciji s relevantnim klini¢kim parametrima.
Rezultati ovog istrazivanja imat ¢e znan-
stvenu, ali i prakti¢nu vaznost kroz nepo-
srednu primjenu u pracenju neuroriziéne
djece i one s klini¢kom slikom cerebralne
paralize. Konaéni rezultati trebali bi dati
uvid, odnosno definirati specifiéne kom-
binacije genotipova polimorfizama gena
za citokine, koje pokazuju visoki stupanj
povezanosti s razvojem klinicke slike ce-
rebralne paralize i povecanu sklonost nje-
nom razvoju, pridonijeti ranoj detekciji
visokorizi¢ne djece za razvoj cerebralne
paralize, pridonijeti razvoju personalizi-
rane medicine u podrucju razvojne neuro-
logije te u buduénosti otvoriti moguénosti
rane terapijske intervencije.
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SNP CYTOKINE POLYMORPHYSMS, PERINATAL INFECTION AND CEREBRAL PALSY

H. Kapitanovic Vidak, Z. Grubesic, S. Kapitanovic¢

Cerebral palsy (CP) is the most common neurological disorder in children attributed to non-progressive disturbances in the

developing fetal or infant brain. The cause and pathogenesis of CP is multifactorial and continues to be poorly understood. Prema-
turity is considered to be the leading risk factor for the development of CP. In recent times, intrauterine infection/inflammation has
been identified as the most common cause of preterm delivery and neonatal complications. Microorganisms or their products stimu-
late the production of cytokines and a systemic response termed FIRS (Fetal Inflammatory Response Syndrome) in the fetus. Activa-
tion of the cytokine network and elevated levels of proinflammatory cytokines can cause white matter brain damage and preterm
delivery, as well as the future development of CP. The balance between pro- and anti-inflammatory cytokines in the neonatal brain
is likely to be critical in determining the initiation, development and consequences of cerebral injury. Individual infants display a
spectrum of severity of damage following apparently comparable insults. Such variation may depend on the complicated interaction
of the multiple etiological factors and on the genetic susceptibility of the individual including polymorphisms in pro- and anti-in-
flammatory cytokine genotypes.

Descriptors: CEREBRAL PALSY - etiology; SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE SYNDROME - immunology; CYTOKINES - genetics; SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM; INFECTION INDUCED PREGNANCY COMPLICATIONS
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