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Souhrn

Vychodiska: Cisplatinou indukovana ototoxicita je zavaznym nezadoucim U¢inkem tohoto $i-
roce pouzivaného cytostatika. Ototoxicita vyvoland cisplatinou vykazuje zna¢nou interindivi-
dualnivariabilitu, ktera by mohla mit geneticky podklad. Nékolik praciznedavné doby popisuje
asociaci ototoxicity s alelickymi variantami gen@ kédujicich glutathion-S-transferazy. Soubor
pacientii a metody: V nasi studii jsme analyzovali 55 pacientl lécenych cisplatinou, u kterych
se nevyskytovalo poskozeni sluchu v pfedchorobi. Pacienti byli audiometricky vysetfeni pred
terapii a nasledné pred a po kazdém cyklu podani cisplatiny. Genové polymorfizmy vybranych
genl kodujicich glutathion-S-transferazy byly stanoveny analyzou DNA izolované z periferni
krve. Vysledky: V souboru nami vysetienych pacientd jsme prokazali asociaci ¢asného nastupu
ototoxicity indukované cisplatinou s nepfitomnosti 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 neprokazali. Zdvér: Ototoxicita induko-
vana cisplatinou vykazuje ¢asny nastup u pacient, ktefi 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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Vychodiska

Cisplatina (cisplatinum, cis-diammine-
dichloroplatinum — CDDP) je chemo-
terapeutikum se Sirokym vyuzitim pfi
[écbé malignich tumord. Cisplatina se

vaze na DNA na purinové béaze a vytvari

tak pficné vazby mezi DNA fetézci. De-
toxifikace cisplatiny v bunkach probiha
konjugaci s methioninem, cisteinem
a glutathionem. Konjugace s glutathio-
nem je katalyzovdna enzymy tvoficimi
rodinu glutathion-S-transferdz (GST).
Ototoxicita indukovand cisplatinou je
jednim ze zavaznych vedlejsich Gcinkud
[é¢by timto cytostatikem. Pfiznaky oto-
toxicity jsou zhorseni sluchu, bolesti
ucha a tinnitus. Zhorseni sluchu se pro-
jevuje na audiogramu obzvlasté ve vys-
Sich frekvencich. Za pfi¢inu ototoxi-
city cisplatiny na biochemické urovni
je povazovan oxidativni stres zpUso-
beny nerovnovahou mezi produkci
a odstranovanim reaktivnich metabo-
litd kysliku (ROS) a nasledna indukce

bunécné apoptdzy podminéna aktivaci

kaskady enzym@ BCL-2, kaspasy9a3[1].
Za fyziologickych podminek jsou neza-
douci ucinky ROS blokovéany systémem
antioxidativnich enzymda. Stochasticky
ucinek ROS spociva v poskozovani bu-

nécnych struktur a makromolekul, jako
jsou lipidy, proteiny a DNA, radikalo-
vymi reakcemi, coz pfi urcité koncen-
traci, kdy antioxidativni systém jiz ne-
staci neutralizovat jejich skodlivy vliv,
vede k bunécné smrti. Mezi antioxida-
tivni enzymy patfi zejména glutathion-
peroxidaza (GPx), glutathionreduktaza
(GR), superoxiddizmutaza (SOD), gluta-
thion-S-transferaza (GST), y-glutamyl-
cystein-syntetaza (y-GCS) a kataldza
(CAT).

Ototoxicita indukovand cisplatinou
vykazuje zna¢nou interindividudlni va-
riabilitu. Tato variabilita mda pravdépo-
dobné geneticky podklad. Variabilita
v genech koédujicich enzymy podilejici
se na metabolizaci cisplatiny a odstra-
novani ROS by mohla mit vliv na vyskyt
jejich nezadoucich ucinkl [2,3]. V ne-
davné dobé bylo provedeno nékolik
genetickych asocia¢nich studii, které
analyzovaly tzv. kandidatni geny nebo
postupovaly strategii ,whole genom
screening” [4]. Oldenburg et al asocio-
vali se zhorsenim sluchu po terapii cis-
platinou jednonukleotidovy polymor-
fizmus v genu pro GSTP1 a pfitomnost
genu pro GSTM1 [5]. Stejna skupina au-
tord asociovala také pfiznaky neuroto-

xicity cisplatiny s jednonukleotidovym
polymorfizmem v genu pro GSTP1 [6].
Peters et al na relativné malém souboru
pacientU identifikovali GSTM3*B alelu
jako otoprotektivni ve vztahu k cispla-
tiné [7]. Ross et al asociovali s ototoxi-
citou cisplatiny u skupiny 162 détskych
pacient(l jednonukleotidové polymor-
fizmy v genech pro COMT a TPMT [8].
Cilem nasi prace bylo zjistit, jestli jsou
nékteré z téchto genetickych polymor-
fizm0 asociovany s ototoxicitou induko-
vanou cisplatinou také v populaci ¢es-
kych pacient(. Glutathion-S-transferazy
totiz patii mezi kandidatni geny hned
ze dvou dlivodi: jednak se podileji na
detoxifikaci cisplatiny, jednak na od-
stranovani ROS [9].

Soubor pacientli a metody

Do studie byli zafazovani pacienti |é-
¢eni v Masarykové onkologickém ustavu
v Brné. Pro zafazeni do studie byla rozho-
dujici terapie cisplatinou a absence kli-
nicky vyznamného poskozenisluchuvkla-
sické ténové audiometrii (250 Hz-8 kHz).
Pacienti byli pfed a po kazdém cyklu
cisplatiny audiometricky vySetieni.
Vsichni pacienti podepsali informovany
souhlas.

Tab. 1. Asociace poskozenisluchupojednotlivychcyklechcisplatinyavybranych polymorfizmivgenechglutathion-S-transferaz.

ZHORSENI sluchu dle ténového AUDIOGRAMU; vy3etteni dle cyklu?

po 1. cyklu pred 2. cyklem po 2. cyklu pred 3. cyklem

Genotyp' 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(182%) 17 (38,6%) 4 (28,6 %) 15 (37,5 %) 7(31,8%) 11(355%) 4 (33,3 %) 8 (30,8 %)
—/= 9(81,8%) 25(56,8%) 10(71,4%) 23(57,5%) 15(682%) 18(58,1%) 8(66,7%) 16(61,5%)
p 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(636%) 14(31,8%) 10(714%) 11(275%) 12(54,5%) 8 (25,8 %) 8 (66,7 %) 6 (23,1 %)
+/- 3(273%) 20 (45,5 %) 3(21,4%) 19(47,5%) 5(22,7%) 17 (54,8 %) 2(16,7%) 13(50,0 %)
-/~ 1(91%) 9(20,5%) 1(71%) 9(225%) 5(227%) 5(161%) 2(167%) 6(23,1 %)
p? 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(583%) 15(57,7 %)
AG 6(545%) 11 (25,0 %) 6(429%) 11(27,5%) 10(45,5%) 7 (22,6 %) 4 (33,3 %) 6 (23,1 %)
GG 0 7 (15,9 %) 1(71%)  6(150%) 1(45%) 6(194 %) 1(83%) 5(19,2%)
p3 0,103 0,611 0,112 0,631

"pro markery GSTM1 a GSTT1 + znadi pritomnost alely; — znaci deleci alely

2zhor3eni sluchu je hodnoceno pfi vysetfenich na kontrolach dle cyklu; ANO znaci zhorSeni; NE znadi nezhor3eni sluchu oproti po-

¢ate¢nimu stavu sluchu

3statisticka zavislost hodnocena Fisherovym exaktnim testem, zalozeném na odhadech metody Monte Carlo
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Tab. 2. Asociace poskozeni sluchu po jednotlivych cyklech cisplatiny a delece genu pro GSTT1.

ZHORSENI sluchu dle ténového AUDIOGRAMU; vysetteni dle cyklu?

po 1. cyklu pred 2. cyklem po 2. cyklu pred 3. cyklem
Genotyp' ANO NE ANO NE ANO NE ANO NE
GSTT1 +/+ 7(63,6%) 14(326%) 10(71,4%) 11(282%) 12(545%) 8(26,7%) 8(66,7%) 6 (24,0%)
+/-&-/- 4(364%) 29(67,4%) 4(286%) 28(71,8%) 10(455%) 22(733%) 4(33,3%) 19(76,0%)
p? 0,085 0,009 0,050 0,027
OR (95% IS)* 3,625 (0,908; 14,470) 6,364 (1,645; 24,624) 3,300 (1,029; 10,588) 6,333 (1,398; 28,697)

Tpro markery GSTT1 + znadi pfitomnost alely; — znaci deleci alely. 1 pacient s genotypem ++/+ byl z hodnoceni vyfazen

2zhor3eni sluchu je hodnoceno pfi vysetfenich na kontrolach dle cyklu; ANO znaci zhorSeni; NE znaci nezhor3eni sluchu oproti po-
¢atecnimu stavu sluchu

3statisticka zavislost hodnocena Fisherovym exaktnim testem
*odds ratio spolu s 95% intervalem spolehlivosti

Zhor3eni sluchu dle ténového audio-
gramu bylo vyhodnoceno srovnanim
téonového audiogramu ziskaného pred
Ié¢bou se viemi daldimi audiogramy
béhem terapie. Jestlize se kdykoliv vy-
skytlo zhorseni bud ve dvou frekvencich
soucasné o 10 decibel(l, anebo v jediné
frekvenci o 15 decibell anebo vice, pak
byl dany vysledek méfeni pacienta hod-
nocen jako zhorseni sluchu. Pro zvyseni
kontrastu mezi pacienty s poskozenim
sluchu a bez poskozeni sluchu jsme se
zaméfili na rana stadia terapie, kde jsme
ocekavali brzky nastup ototoxicity u nej-
citlivéjsich jedinca.

DNA byla izolovéana ze vzorku leu-
kocytl periferni krve pomoci izola¢-
nich kolonek NucleoSpinBlood XL
(Mancherey-Nagel). Delece genl pro
GSTT1 a GSTM1 byly detekovany po-
moci TagMan Copy NumberAssay-
sHs00010004_cn a Hs02575461_cn (Life
Technologies). Jednonukleotidovy po-
lymorfizmus v genu pro GSTP1 (rs1695)
byl detekovan pomoci TagManGenoty-
pingAssayC_3237198_20 (Life Technolo-
gies). Veskeré genotypizace byly prove-
deny pomoci realtimecycleru ABI 7000
(AppliedBiosystems).

Asociace postizeni sluchu s alelic-
kymi variantami studovanych gent
byla vyhodnocena v software IBM
SPSS Statistics 19 for Windows (Rele-
ase 19.0.1, ©IBM Corporation 2010)
pomoci Fisherova exaktniho testu.
Pro hodnoceni genotypovych variant
byl vypocet exaktni vyznamnosti zalo-
Zzen na odhadech metody Monte Carlo
(100 000 vzork(l). Hodnota p mensi nez

0,05 byla povazovana za statisticky
vyznamnou.

Vysledky

V rdmci studie byla vyhodnocena data
55 pacientl écenych cisplatinou pro
nadorové onemocnéni. Soubor tvo-
filo 52 muzl a 3 zeny; vék 35 (22-59),
median (0,05.-0,95. percentil). Preva-
zovala diagnéza C621 (87 % pacientq),
z ostatnich diagnéz byli vybrani pa-
cienti s podobnym davkovym schéma-
tem cisplatiny, coz zajistilo vysoky stu-
pen homogenity souboru z hlediska
davky a farmakokinetiky cisplatiny. Do-
porucend davka byla 100 mg/m?. Totalni
déavka na cyklus byla ziskdna vynasobe-
nim doporucené davky télesnym povr-
chem (BSA). Median sledovani pacientt
byl 273 dni. Po prvnim cyklu bylo audio-
metricky vySetfeno viech 55 pacientd,
po druhém cyklu 53 pacient(.

Vysledky asociace poskozeni sluchu
po jednotlivych cyklech cisplatiny s vy-
branymi polymorfizmy v genech gluta-
thion-S-transferdz jsou uvedeny v tab. 1.

V tab. 2 je zndzornéna asociace ototo-
xicity cisplatiny s deleci genu pro GSTT1,
pokud pacienty rozdélime podle pfitom-
nosti této delece.

Z tabulek vyplyva, ze nastup ototoxi-
city cisplatiny po prvnich cyklech lécby
vyznamné asociuje s nositelstvim dvou
kopii genu pro GSTT1. Pfitomnost genu
pro GSTM1 ani SNP v genu pro GSTP1
(rs1695) neasociovaly s poskozenim slu-
chu. Obzvlasté vyrazny je rozdil mezi no-
siteli dvou kopii genu pro GSTT1 a no-
siteli zaddné ¢i jedné kopie. V jednom

pfipadé jsme detekovali amplifikaci
genu pro GSTTT1, pacient byl nositelem
tii alel.

Diskuze

Ototoxicita cisplatiny se obvykle pro-
jevuje jiz po prvnich cyklech 1é¢by,
a proto jsme zaméfili svou pozornost
pravé na pocatecni faze terapie [10]. Pfi
studiu delece genli pro GSTT1 a GSTM1
jsme nalezli statisticky vyznamnou aso-
ciaci poskozeni sluchu pfi terapii cis-
platinou s pfitomnosti dvou kopii genu
pro GSTT1. Tato asociace byla nejvyraz-
né&jsi v obdobi pfed a po podéni dru-
hého cyklu cisplatiny. S pfibyvajicimi
cykly terapie se tato asociace oslabo-
vala z dlivodu, ze ve studii klesal pocet
pacientl lé¢enych vétsim poctem
cykll. Vysledek nasi studie je v sou-
ladu s vysledky jiz publikovanych stu-
dii, které jako protektivni faktor proti
ototoxicité vyvolané cisplatinou uva-
déji pfitomnost alel kédujicich méné
aktivni formy GSTP1 a také delece genu
pro GSTM1. Tento efekt neni jednodu-
ché vysvétlit, protoze enzymy z rodiny
glutathion-S-transferaz se podileji jak
na detoxifikaci cisplatiny, tak na obrané
bunék pred oxidativnim stresem, ktery
cisplatina vyvolava. Jelikoz se jednot-
livé enzymy z rodiny GST lisi svou sub-
stratovou specifitou, je mozné, ze nizsi
aktivita nékterych GST ponechdava
v bunkach dostupné vyssi hladiny spo-
le¢ného substratu - glutathionu. Ten
pak mlze byt vyuzit jinymi enzymy
zrodiny GST k Uc¢innéjsi detoxifikaci cis-
platiny nebo odstrariovani ROS [11].
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Zaveér

V nasi studii jsme prokazali statisticky
vyznamnou asociaci ¢asného posko-
zeni sluchu béhem terapie cisplatinou
s pfitomnosti dvou alel genu pro GSTT1
u pacientl Ié¢enych cisplatinou v davce
100 mg/m? na cyklus. Nejvyraznéji se
vazba poskozeni sluchu na genotyp pro-
jevovala v obdobi pfed a po druhém
cyklu terapie cisplatinou.
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