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Niedosłuch jest najczęstszą wadą dotyczącą ludz-
kich narządów zmysłów i stanowi poważny problem 
społeczno-ekonomiczny. Upośledzenie słuchu może 
być efektem działania substancji o właściwościach 
ototoksycznych, np. antybiotyków aminoglikozydo-
wych. Istnieją pacjenci, u których dawka terapeu-
tyczna antybiotyku może doprowadzić do trwałego 
pogorszenia bądź całkowitej utraty słuchu. Wśród 
czynników predysponujących do wystąpienia tok-
sycznego upośledzenia słuchu znajdują się uwarun-
kowania genetyczne.

W przypadku rodzinnie występującego niedo-
słuchu po terapii aminoglikozydami, wrażliwość na 
ototoksyczne uszkodzenie słuchu dziedziczona jest 
wyłącznie w linii żeńskiej, co sugeruje, że genetyczne 
podłoże tej wrażliwości warunkowane jest przez zmiany 
w sekwencji mitochondrialnego DNA (mtDNA). Ana-
liza całej sekwencji mtDNA pozwoliła na wskazanie 
genu 12S rRNA jako miejsca potencjalnych mutacji 
warunkujących zwiększoną wrażliwość na toksyczne 
uszkodzenie słuchu po zastosowaniu antybiotyków 
aminoglikozydowych.

Celem podjętych badań była identyfikacja mutacji 
w mitochondrialnym genie 12S rRNA oraz ocena ich 
roli w kształtowaniu ryzyka upośledzenia słuchu po 
leczeniu antybiotykami aminoglikozydowym. Cel ten 
realizowano poprzez (1) określenie częstości znanych 
już mutacji i wariantów sekwencji genu 12S rRNA wa-
runkujących upośledzenie słuchu po leczeniu antybio-
tykami aminoglikozydowymi, (2) wskazanie nowych, 

potencjalnie patologicznych zmian w sekwencji genu 
12S rRNA związanych ze zwiększoną wrażliwością na 
toksyczne uszkodzenia słuchu po terapii antybiotykami 
aminoglikozydowymi oraz (3) określenie częstości mu-
tacji i wariantów sekwencji genu 12S rRNA związanych 
z niedosłuchem izolowanym oraz niedosłuchem wywo-
łanym antybiotykami aminoglikozydowymi w grupie 
osób reprezentujących ogólną populację polską.

Materiał do badań molekularnych stanowił cał-
kowity DNA wyizolowany z krwi obwodowej lub ze 
złuszczonego nabłonka jamy ustnej od:

1. Pacjentów z niedosłuchem czuciowo-nerwowym, 
który ujawnił się na skutek leczenia antybiotykami 
aminoglikozydowymi (grupa badana). Do badań zakwa-
lifikowano 128 osób, w tym 78 kobiet i 50 mężczyzn 
(wiek 0,1–81 lat; średnia wieku 12,2 roku, SD ± 15,8), 
u których uprzednio wykluczono obecności mutacji 
w genach GJB2 i GJB6 najczęściej warunkujących 
niedosłuch izolowany. Na podstawie wywiadu rodzin-
nego i analizy rodowodów, pacjentów podzielono na 
dwie grupy: przypadki sporadyczne (wywiad rodzinny 
ujemny) – 113 pacjentów (88,3%) i przypadki rodzinnie 
występującego niedosłuchu (wywiad rodzinny dodatni) 
– 15 pacjentów (11,7%).

2. Osób z dodatnim wywiadem w kierunku terapii 
antybiotykami aminoglikozydowymi, u których nie 
obserwowano efektu ototoksycznego w trakcie i po 
zakończeniu leczenia, przy czym czas trwania terapii 
nie był krótszy niż siedem dni (grupa kontrolna). Grupę 
stanowiło 131 osób, w tym 68 kobiet i 63 mężczyzn 
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w przedziale wiekowym od 0,1 do 80 lat (średnia wieku 
20,3 roku; SD ± 22,9).

3. Wybranych losowo, niespokrewnionych ze sobą 
500 osób, u których nie wykonano badania słuchu 
(grupa populacyjna). Grupę stanowiło 255 kobiet i 245 
mężczyzn w wieku od 3 do 83 lat (średnia wieku 40,8 
roku; SD ± 15,5).

Mitochondrialny gen 12S rRNA amplifikowano w re-
akcji PCR. Jako metodę przesiewową wybrano analizę 
polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentów 
DNA (SSCP; Single Strand Conformation Polymorphi-
sm), która pozwala na wstępną selekcję zmienionych 
fragmentów DNA. Następnie próby, które wskazywały 
na obecność mutacji w sekwencji 12S rRNA, sekwen-
cjonowano w celu określenia typu i lokalizacji zmiany. 
Otrzymane wyniki porównywano z sekwencją referen-
cyjną rCRS (GenBank: NC_012920).

Wnioskowanie na temat charakteru wykrytych 
zmian w sekwencji 12S rRNA oparto na: (1) porów-
naniu sekwencji w grupach badanej i kontrolnej, (2) 
ocenie częstości występowania wariantów sekwencji 
w ogólnej populacji polskiej, (3) analizie filogenetycz-
nej i ocenie poziomu zakonserwowania sekwencji, (4) 
analizie struktury II-rzędowej cząsteczki 12S rRNA, (5) 
wynikach sekwencjonowania całego genomu mitochon-
drialnego wyselekcjonowanych pacjentów w celu wy-
kluczenia współwystępowania innych znanych mutacji 
związanych z niedosłuchem, izolowanych w sekwencji 
mtDNA oraz określenia haplogrup mitochondrialnych. 
Ponadto, w badanej grupie osób z niedosłuchem po 
leczeniu aminoglikozydami, wykonano analizę pozio-
mu heteroplazmii mutacji m.1555 A>G, wykorzystując 
technikę PCR w czasie rzeczywistym.

W grupie pacjentów z niedosłuchem po leczeniu ami-
noglikozydami zidentyfikowano dziesięć zmian sekwencji 
12S rRNA, których nie obserwowano w grupie kontrolnej. 
Wśród nich wykryto homoplazmiczną mutację m.1555 
A>G, znaną zmianę o potencjalnie patologicznym cha-
rakterze m.827 A>G, dwa neutralne polimorfizmy: m.750 
G>A i m.1243 T>C oraz sześć wariantów sekwencji genu 
12S rRNA: m.669 T>C, m.721 T>C, m.813 A>G, m.960 
C>insC, m.988 G>A i m.1406 T>C.

Na podstawie uzyskanych wyników badań stwier-
dzono, że najczęstszą genetyczną przyczyną niedosłu-
chu po leczeniu antybiotykami aminoglikozydowymi 
w badanej grupie pacjentów jest homoplazmiczna 
mutacja m.1555 A>G (7/128, 5,5%). Na podstawie 
wywiadu rodzinnego i analizy rodowodów ustalono, 
że aminoglikozydy są głównym czynnikiem determi-
nującym manifestację fenotypu klinicznego warun-
kowanego przez obecność tej mutacji (86%). U więk-
szości nosicieli substytucji m.1555 A>G, którzy nie 
byli leczeni antybiotykami aminoglikozydowymi, nie 
obserwowano problemów ze słuchem.

W oparciu o przeprowadzone analizy, zidentyfi-
kowane w grupie pacjentów substytucje m.669 T>C 

(3/128, 2,3%) oraz m.827 A>G (1/128, 0,8%) wska-
zuje się jako potencjalnie patologiczne warianty genu 
12S rRNA, mogące predysponować do zwiększonej 
wrażliwości na ototoksyczne działanie antybiotyków 
aminoglikozydowych. Wykazano, że zmiany te zloka-
lizowane są w silnie zakonserwowanych ewolucyjnie 
pozycjach nukleotydowych genu (odpowiednio 54% 
i 94%) i mogą ingerować w strukturę II-rzędową czą-
steczki 12S rRNA, zaburzając tym samym sposób 
zwijania się cząsteczki. Wydaje się, że ostatecznym 
potwierdzeniem sprawczego charakteru zmian m.669 
T>C oraz m.827 A>G mogą być badania funkcjonalne.

Wyniki badań własnych nie potwierdzają jedno-
znacznego związku zidentyfikowanych w grupie bada-
nej wariantów sekwencji genu 12S rRNA: m.721 T>C, 
m.813 A>G, m.960 C>insC, m.988 G>A oraz m.1406 
T>C. ze zwiększoną wrażliwością na ototoksyczne 
działanie antybiotyków aminoglikozydowych. Zatem 
zmiany te należy interpretować jako rzadkie warianty 
sekwencji genu 12S rRNA.

W badanej grupie 500 osób reprezentujących 
populację polską zidentyfikowano jedną mutację 
m.1555 A>G (2/500), dwa znane z doniesień literatu-
rowych potencjalnie patologiczne warianty genu 12S 
rRNA: m.827 A>G (1/500) i m.961 T>C (2/500) oraz 
substytucję m.669 T>C (1/500), którą, na podstawie 
badań własnych, sugeruje się jako nową zmianę 
o możliwym patologicznym charakterze. Uzyskane 
wyniki mogą wskazywać, że to właśnie te zmiany 
w genie 12S rRNA są charakterystyczne dla populacji 
polskiej i w głównej mierze leżą u podstawy dziedzi-
czonego w linii żeńskiej niedosłuchu izolowanego 
oraz predyspozycji do ototoksycznego uszkodzenia 
słuchu w wyniku terapii aminoglikozydami. Czę-
stość tych zmian w grupie populacyjnej określono na 
poziomie 1,2%, co przewyższa szacowany na mniej 
niż 1% udział mutacji w mitochondrialnym DNA 
w genetycznie warunkowanym niedosłuchu. To po-
zwala przypuszczać, że znaczenie zmian w mtDNA 
w kształtowaniu genetycznego podłoża niedosłuchu 
może być większe niż się zakłada.

Ponadto, w toku prac badawczych zidentyfikowa-
no 10 nieopisanych wcześniej wariantów sekwencji 
mtDNA (w tym genu 12S rRNA), które zgłoszono do 
bazy danych MITOMAP (http://www.mitomap.org), 
poszerzając tym samym wiedzę na temat zmienności 
genomu mitochondrialnego.

Podsumowując, należy stwierdzić, że potwierdze-
nie genetycznego podłoża zwiększonej wrażliwości na 
ototoksyczne działanie antybiotyków aminoglikozy-
dowych stwarza możliwość wykluczenia pacjentów 
predysponowanych do uszkodzenia słuchu jeszcze 
przed wdrożeniem terapii. Tym samym, może przy-
czynić się do obniżenia ryzyka upośledzenia słuchu 
i poprawy bezpieczeństwa leczenia antybiotykami 
aminoglikozydowymi.
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