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Souhrn
Východiska: Cisplatinou indukovaná ototoxicita je závažným nežádoucím účinkem tohoto ši-
roce používaného cytostatika. Ototoxicita vyvolaná cisplatinou vykazuje značnou interindivi-
duální variabilitu, která by mohla mít genetický podklad. Několik prací z nedávné doby popisuje 
asociaci ototoxicity s alelickými variantami genů kódujících glutathion-S-transferázy. Soubor 
pacientů a metody: V naší studii jsme analyzovali 55 pacientů léčených cisplatinou, u kterých 
se nevyskytovalo poškození sluchu v předchorobí. Pacienti byli audiometricky vyšetřeni před 
terapií a následně před a po každém cyklu podání cisplatiny. Genové polymorfizmy vybraných 
genů kódujících glutathion-S-transferázy byly stanoveny analýzou DNA izolované z periferní 
krve. Výsledky: V souboru námi vyšetřených pacientů jsme prokázali asociaci časného nástupu 
ototoxicity indukované cisplatinou s nepřítomností delece genu pro GSTT1 (p = 0,009). U de-
lece genu pro GSTM1 ani u jednonukleotidového polymorfizmu v genu pro GSTP1 (rs1695) 
jsme asociaci s ototoxicitou indukovanou cisplatinou neprokázali. Závěr: Ototoxicita induko-
vaná cisplatinou vykazuje časný nástup u pacientů, kteří nenesou deleci genu pro GSTT1.
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Summary
Background: Cisplatin induced ototoxicity is a serious adverse effect of cisplatin therapy. Cis-
platin induced ototoxicity shows significant interindividual variability. This variability is pro-
bably based on genetic background. Recent papers describe association of cisplatin ototoxicity 
with allelic variants of glutathion-S-transferase coding genes. Patients and Methods: We have 
analyzed 55 patients treated with cisplatin therapy without any previous hearing impairment. 
Audiometric examination was performed before the start of cisplatin therapy and then before 
and after each cycle of cisplatin. DNA isolated from peripheral blood samples was used to ana-
lyze genetic polymorphisms of selected genes coding for glutathion-S-transferases. Results: 
We have demonstrated association of early onset of cisplatin induced hearing impairment with 
absence of null allele of GSTT1 (p = 0.009). Both GSTM1 gene deletion and single nucleotide 
polymorphism in GSTP1 gene (rs1695) did not show any association with cisplatin induced 
ototoxicity. Conclusion: Early onset of cisplatin induced hearing impairment is more probable 
in persons with two functional alleles of GSTT1 gene.
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Východiska
Cisplatina (cisplatinum, cis-diammine-
dichloroplatinum – CDDP) je chemo-
terapeutikum se širokým využitím při 
léčbě maligních tumorů. Cisplatina se 
váže na DNA na purinové báze a vytváří 
tak příčné vazby mezi DNA řetězci. De-
toxifikace cisplatiny v buňkách probíhá 
konjugací s  methioninem, cisteinem 
a glutathionem. Konjugace s glutathio-
nem je katalyzována enzymy tvořícími 
rodinu glutathion-S-transferáz (GST).

Ototoxicita indukovaná cisplatinou je 
jedním ze závažných vedlejších účinků 
léčby tímto cytostatikem. Příznaky oto-
toxicity jsou zhoršení sluchu, bolesti 
ucha a tinnitus. Zhoršení sluchu se pro-
jevuje na audiogramu obzvláště ve vyš-
ších frekvencích. Za příčinu ototoxi-
city cisplatiny na biochemické úrovni 
je považován oxidativní stres způso-
bený nerovnováhou mezi produkcí 
a  odstraňováním reaktivních metabo-
litů kyslíku  (ROS) a  následná indukce 
buněčné apoptózy podmíněna aktivací 
kaskády enzymů BCL-2, kaspasy 9 a 3 [1]. 
Za fyzio logických podmínek jsou nežá-
doucí účinky ROS blokovány systémem 
antioxidativních enzymů. Stochastický 
účinek ROS spočívá v poškozování bu-

něčných struktur a makromolekul, jako 
jsou lipidy, proteiny a  DNA, radikálo-
vými reakcemi, což při určité koncen-
traci, kdy antioxidativní systém již ne-
stačí neutralizovat jejich škodlivý vliv, 
vede k buněčné smrti. Mezi antioxida-
tivní enzymy patří zejména glutathion-
peroxidáza (GPx), glutathionreduktáza 
(GR), superoxiddizmutáza (SOD), gluta-
thion-S-transferáza (GST), γ-glutamyl-
cystein-syntetáza  (γ-GCS) a  kataláza 
(CAT).

Ototoxicita indukovaná cisplatinou 
vykazuje značnou interindividuální va-
riabilitu. Tato variabilita má pravděpo-
dobně genetický podklad. Variabilita 
v genech kódujících enzymy podílející 
se na metabolizaci cisplatiny a odstra-
ňování ROS by mohla mít vliv na výskyt 
jejích nežádoucích účinků [2,3]. V  ne-
dávné době bylo provedeno několik 
genetických asociačních studií, které 
analyzovaly tzv. kandidátní geny nebo 
postupovaly strategií „whole genom 
screening“ [4]. Oldenburg et al asocio-
vali se zhoršením sluchu po terapii cis-
platinou jednonukleotidový polymor-
fizmus v genu pro GSTP1 a přítomnost 
genu pro GSTM1 [5]. Stejná skupina au-
torů asociovala také příznaky neuroto-

xicity cisplatiny s  jednonukleotidovým 
polymorfizmem v genu pro GSTP1 [6]. 
Peters et al na relativně malém souboru 
pacientů identifikovali GSTM3*B alelu 
jako otoprotektivní ve vztahu k cispla-
tině [7]. Ross et al asociovali s ototoxi-
citou cisplatiny u skupiny 162 dětských 
pacientů jednonukleotidové polymor-
fizmy v  genech pro COMT a TPMT [8]. 
Cílem naší práce bylo zjistit, jestli jsou 
některé z těchto genetických polymor-
fizmů asociovány s ototoxicitou induko-
vanou cisplatinou také v populaci čes-
kých pacientů. Glutathion-S-transferázy  
totiž patří mezi kandidátní geny hned 
ze dvou důvodů: jednak se podílejí na 
detoxifikaci cisplatiny, jednak na od-
straňování ROS [9].

Soubor pacientů a metody
Do studie byli zařazováni pacienti lé-
čení v Masarykově onkologickém ústavu 
v Brně. Pro zařazení do studie byla rozho-
dující terapie cisplatinou a  absence kli-
nicky významného poškození sluchu v kla-
sické tónové audiometrii (250 Hz–8 kHz).  
Pacienti byli před a  po každém cyklu 
cisplatiny audiometricky vyšetřeni. 
Všichni pacienti podepsali informovaný  
souhlas.

tab. 1.   Asociace poškození sluchu po jednotlivých cyklech cisplatiny a vybraných polymorfizmů v genech glutathion-S- transferáz.

zhoRŠeNí sluchu dle tónového AudiogRAMu; vyšetření dle cyklu2

po 1. cyklu před 2. cyklem po 2. cyklu před 3. cyklem
genotyp1 ANO NE ANO NE ANO NE ANO NE
GSTM1 +/+ 0 2 (4,5 %) 0 2 (5,0 %) 0 2 (6,5 %) 0 2 (7,7 %)
  +/– 2 (18,2 %) 17 (38,6%) 4 (28,6 %) 15 (37,5 %) 7 (31,8 %) 11 (35,5 %) 4 (33,3 %) 8 (30,8 %)
  –/– 9 (81,8 %) 25 (56,8 %) 10 (71,4 %) 23 (57,5 %) 15 (68,2 %) 18 (58,1 %) 8 (66,7 %) 16 (61,5 %)
  p3 0,374 0,745 0,545 1,000
GSTT1 ++/+ 0 1 (2,3 %) 0 1 (2,5 %) 0 1 (3,2 %) 0 1 (3,8 %)
  +/+ 7 (63,6 %) 14 (31,8 %) 10 (71,4 %) 11 (27,5 %) 12 (54,5 %) 8 (25,8 %) 8 (66,7 %) 6 (23,1 %)
  +/– 3 (27,3 %) 20 (45,5 %) 3 (21,4 %) 19 (47,5 %) 5 (22,7 %) 17 (54,8 %) 2 (16,7 %) 13 (50,0 %)
  –/– 1 (9,1 %) 9 (20,5 %) 1 (7,1 %) 9 (22,5 %) 5 (22,7 %) 5 (16,1 %) 2 (16,7 %) 6 (23,1 %)
  p3 0,363 0,028 0,050 0,051
GSTP1 AA 5 (45,5 %) 26 (59,1 %) 7 (50,0 %) 23 (57,5 %) 11 (50,0 %) 18 (58,1 %) 7 (58,3 %) 15 (57,7 %)

AG 6 (54,5 %) 11 (25,0 %) 6 (42,9 %) 11 (27,5 %) 10 (45,5 %) 7 (22,6 %) 4 (33,3 %) 6 (23,1 %)
GG 0 7 (15,9 %) 1 (7,1 %) 6 (15,0 %) 1 (4,5 %) 6 (19,4 %) 1 (8,3 %) 5 (19,2 %)

  p3 0,103 0,611 0,112 0,631

1 pro markery GSTM1 a GSTT1 + značí přítomnost alely; – značí deleci alely
2 zhoršení sluchu je hodnoceno při vyšetřeních na kontrolách dle cyklu; ANO značí zhoršení; NE značí nezhoršení sluchu oproti po-
čátečnímu stavu sluchu
3 statistická závislost hodnocena Fisherovým exaktním testem, založeném na odhadech metody Monte Carlo
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případě jsme detekovali amplifikaci 
genu pro GSTT1, pacient byl nositelem 
tří alel.

Diskuze
Ototoxicita cisplatiny se obvykle pro-
jevuje již po prvních cyklech léčby, 
a  proto jsme zaměřili svou pozornost 
právě na počáteční fáze terapie [10]. Při 
studiu delece genů pro GSTT1 a GSTM1 
jsme nalezli statisticky významnou aso-
ciaci poškození sluchu při terapii cis-
platinou s přítomností dvou kopií genu 
pro GSTT1. Tato asociace byla nejvýraz-
nější v  období před a  po podání dru-
hého cyklu cisplatiny. S  přibývajícími 
cykly terapie se tato asociace oslabo-
vala z důvodu, že ve studii klesal počet 
pacientů léčených větším počtem 
cyklů. Výsledek naší studie je v  sou-
ladu s  výsledky již publikovaných stu-
dií, které jako protektivní faktor proti 
ototoxicitě vyvolané cisplatinou uvá-
dějí přítomnost alel kódujících méně 
aktivní formy GSTP1 a také delece genu 
pro GSTM1. Tento efekt není jednodu-
ché vysvětlit, protože enzymy z rodiny  
glutathion-S-transferáz se podílejí jak 
na detoxifikaci cisplatiny, tak na obraně 
buněk před oxidativním stresem, který 
cisplatina vyvolává. Jelikož se jednot-
livé enzymy z rodiny GST liší svou sub-
strátovou specifitou, je možné, že nižší 
aktivita některých GST ponechává 
v buňkách dostupné vyšší hladiny spo-
lečného substrátu – glutathionu. Ten 
pak může být využit jinými enzymy 
z rodiny GST k účinnější detoxifikaci cis-
platiny nebo odstraňování ROS [11].

0,05 byla považována za statisticky 
významnou.

Výsledky
V rámci studie byla vyhodnocena data 
55 pacientů léčených cisplatinou pro 
nádorové onemocnění. Soubor tvo-
řilo 52  mužů a  3 ženy; věk 35 (22–59), 
medián (0,05.–0,95. percentil). Převa-
žovala diagnóza C621 (87 % pacientů), 
z  ostatních diagnóz byli vybráni pa-
cienti s podobným dávkovým schéma-
tem cisplatiny, což zajistilo vysoký stu-
peň homogenity souboru z  hlediska 
dávky a farmakokinetiky cisplatiny. Do-
poručená dávka byla 100 mg/m2. Totální 
dávka na cyklus byla získána vynásobe-
ním doporučené dávky tělesným povr-
chem (BSA). Medián sledování pacientů 
byl 273 dní. Po prvním cyklu bylo audio-
metricky vyšetřeno všech 55 pacientů, 
po druhém cyklu 53 pacientů.

Výsledky asociace poškození sluchu 
po jednotlivých cyklech cisplatiny s vy-
branými polymorfizmy v genech gluta-
thion-S-transferáz jsou uvedeny v tab. 1.

V tab. 2 je znázorněna asociace ototo-
xicity cisplatiny s delecí genu pro GSTT1, 
pokud pacienty rozdělíme podle přítom-
nosti této delece.

Z tabulek vyplývá, že nástup ototoxi-
city cisplatiny po prvních cyklech léčby 
významně asociuje s nositelstvím dvou 
kopií genu pro GSTT1. Přítomnost genu 
pro GSTM1 ani SNP v  genu pro GSTP1 
(rs1695) neasociovaly s poškozením slu-
chu. Obzvláště výrazný je rozdíl mezi no-
siteli dvou kopií genu pro GSTT1 a no-
siteli žádné či jedné kopie. V  jednom 

Zhoršení sluchu dle tónového audio-
gramu bylo vyhodnoceno srovnáním 
tónového audiogramu získaného před 
léčbou se všemi dalšími audiogramy 
během terapie. Jestliže se kdykoliv vy-
skytlo zhoršení buď ve dvou frekvencích 
současně o 10 decibelů, anebo v jediné 
frekvenci o 15 decibelů anebo více, pak 
byl daný výsledek měření pacienta hod-
nocen jako zhoršení sluchu. Pro zvýšení 
kontrastu mezi pacienty s  poškozením 
sluchu a bez poškození sluchu jsme se 
zaměřili na raná stadia terapie, kde jsme 
očekávali brzký nástup ototoxicity u nej-
citlivějších jedinců.

DNA byla izolována ze vzorku  leu-
kocytů periferní krve pomocí izolač-
ních kolonek NucleoSpinBlood XL 
(Mancherey-Nagel). Delece genů pro 
GSTT1 a  GSTM1 byly detekovány po-
mocí TaqMan Copy NumberAssay-
sHs00010004_cn a Hs02575461_cn (Life 
Technologies). Jednonukleotidový po-
lymorfizmus v genu pro GSTP1 (rs1695) 
byl detekován pomocí TaqManGenoty-
pingAssayC_3237198_20 (Life Technolo-
gies). Veškeré genotypizace byly prove-
deny pomocí realtimecycleru ABI 7000 
(AppliedBiosystems).

Asociace postižení sluchu s  alelic-
kými variantami studovaných genů 
byla vyhodnocena v  software IBM 
SPSS Statistics 19 for Windows (Rele-
ase 19.0.1, ©IBM Corporation 2010) 
pomocí Fisherova exaktního testu. 
Pro hodnocení genotypových variant 
byl výpočet exaktní významnosti zalo-
žen na odhadech metody Monte Carlo 
(100 000 vzorků). Hodnota p menší než 

tab. 2. Asociace poškození sluchu po jednotlivých cyklech cisplatiny a delece genu pro gStt1.

zhoRŠeNí sluchu dle tónového AudiogRAMu; vyšetření dle cyklu2

po 1. cyklu před 2. cyklem po 2. cyklu před 3. cyklem
genotyp1 ANO NE ANO NE ANO NE ANO NE
GSTT1 +/+ 7 (63,6 %) 14 (32,6 %) 10 (71,4 %) 11 (28,2 %) 12 (54,5 %) 8 (26,7 %) 8 (66,7 %) 6 (24,0 %)
  +/– & –/– 4 (36,4 %) 29 (67,4 %) 4 (28,6 %) 28 (71,8 %) 10 (45,5 %) 22 (73,3 %) 4 (33,3 %) 19 (76,0 %)
 p3 0,085 0,009 0,050 0,027
OR (95% IS)4 3,625 (0,908; 14,470) 6,364 (1,645; 24,624) 3,300 (1,029; 10,588) 6,333 (1,398; 28,697)

1 pro markery GSTT1 + značí přítomnost alely; – značí deleci alely. 1 pacient s genotypem ++/+ byl z hodnocení vyřazen
2 zhoršení sluchu je hodnoceno při vyšetřeních na kontrolách dle cyklu; ANO značí zhoršení; NE značí nezhoršení sluchu oproti po-
čátečnímu stavu sluchu
3 statistická závislost hodnocena Fisherovým exaktním testem
4 odds ratio spolu s 95% intervalem spolehlivosti
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Závěr
V  naší studii jsme prokázali statisticky 
významnou asociaci časného poško-
zení sluchu během terapie cisplatinou 
s přítomností dvou alel genu pro GSTT1 
u pacientů léčených cisplatinou v dávce 
100  mg/m2 na cyklus. Nejvýrazněji se 
vazba poškození sluchu na genotyp pro-
jevovala v  období před a  po druhém 
cyklu terapie cisplatinou.
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