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Abstract – Background. Survivors of childhood leukemia
have an increased risk of developing second malignant
neoplasms and specific treatment factors such as alkylating
agents, topoisomerase inhibitors and radiation have been
associated with their occurrence. Genetic polymorphism in
drug-metabolizing enzymes may result in impared detoxifica-
tion of chemotherapeutics and may lead to increased risk for
cancer.

Methods. To test if polymorphism in glutathione S-trans-
ferases (GST) genes is associated with occurrence of secon-
dary malignant neoplasms, we compared GSTM1, GSTT1 and
GSTP1 genotypes among 16 patients treated for childhood
leukemia in whom second neoplasm occurred and matched
the control group.

Results. GSTM1 null genotype was found in 44% of patients
with second neoplasms and in 50% in control group (p =
0.768), GSTT1 null genotype in 19% of cases and in 29% of
controls (p = 0.729) and GSTP1 

105 Ile/ile
 in 50% of cases and

37% of controls (p = 0.537). Differences in distribution of
GST genotypes in patients with second neoplasms after
childhood leukemia, compared to a matched control group of
patients were not statistically significant.

Conclusions. In our study we were not able to show relation
between GST genotype and occurrence of second neoplasms
after the childhood acute leukemia.

Ključne besede: glutation S transferaze; levkemija otroške
dobe; sekundarna novotvorba

Izvleček – Izhodišča. Povečano tveganje za nastanek sekun-
darnih novotvorb po zdravljenju levkemije v otroštvu je del-
no povezano tudi s specifičnimi elementi zdravljenja, kot so
alkilirajoči agensi, inhibitorji topoizomeraz in radioterapi-
ja. Genski polimorfizem encimov, ki so vpleteni v metaboli-
zem zdravil, lahko vpliva na detoksifikacijo kemoterapevti-
kov in prek tega mehanizma povečuje nevarnost za nastanek
sekundarnih novotvorb.

Metode. Za preveritev hipoteze, da je polimorfizem genov
glutationskih S transferaz (GST) povezan z zvečanim tvega-
njem za nastanek sekundarnih novotvorb, smo primerjali
genotipe GSTT1, GSTM1 in GSTP1 16 bolnikov, pri katerih je
bila po zdravljenju akutne levkemije v otroštvu odkrita se-
kundarna novotvorba, z genotipi pri kontrolni skupini.

Rezultati. Genotip GSTM1 null smo našli pri 44% bolnikov s
sekundarno novotvorbo in pri 50% kontrol (p = 0,76), geno-
tip GSTT1 null pri 19% primerov in 29% kontrol (p = 0,73) in
GSTP1

105 Ile/Ile
 v 50% primerov in 37% kontrol (p = 0,53).

Zaključki. Razlike v distribuciji GST genotipov pri bolnikih s
sekundarnimi novotvorbami po zdravljenju akutne levkemi-
je v otroštvu so v primerjavi s kontrolno skupino statistično
neznačilne.
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Uvod
Ob večji uspešnosti zdravljenja vseh oblik otroškega raka v
zadnjih desetletjih, se vse več pozornosti usmerja na preuče-
vanje poznih posledic, ki se pri bolnikih pojavljajo še desetlet-
ja po zaključenem zdravljenju. Pojav sekundarnih novotvorb
je opisan po zdravljenju različnih vrst otroških tumorjev. Mož-
ni vzročni dejavniki pa so tudi nekateri elementi zdravljenja
primarne bolezni, kot na primer alkilirajoči agensi, inhibitorji
topoizomeraz in radioterapija (1). Znano je, da je posledica
genetske variabilnosti v aktivnosti encimov, vpletenih v pre-
snovo zdravil, lahko pomembna interindividualna razlika v pre-
snovi citostatikov, zaradi česar lahko pride pri posameznih
bolnikih, izpostavljenih enakim odmerkom zdravila, do različ-
nih hudo izraženih stranskih učinkov (2). Posledica polimorfi-
zma encimov, udeleženih v presnovi citostatikov, je lahko spre-
menjena detoksifikacija citostatika. Višje ravni genotoksične
substance prispevajo k dodatni okvari DNK, kar lahko vodi v
razvoj sekundarne neoplazme.
Glutation S transferaze (GST) so družina encimov, ki so udeleže-
ni v detoksifikaciji genotoksičnih elektrofilnih snovi. Katalizira-
jo njihovo konjugacijo z glutationom. Doslej je opisan polimorfi-
zem petih humanih GST genov: mu (GSTM), theta (GSTT), pi
(GSTP), alfa, sigma in zeta. Polimorfnost teh encimov je funkci-
onalno pomembna (3). Polimorfizem GSTT1 in GSTM1 je posle-
dica delecije, pri čemer bolnik, ki je homozigot, nima aktivne
oblike encima. Homozigotna delecija GSTM1 je ugotovljena pri
50%, GSTT1 pa pri 20% posameznikov belske rase (4). Polimor-
fizem GSTP1 je posledica substitucuje Izolevcina in Valina na ko-
donu 105 (GSTP*1B), posledica je sprememba v katalitski aktiv-
nosti in termični stabilnosti. Alela GSTM1 in GSTT1 sta povezana
s povečanim tveganjem za nastanek različnih solidnih tumorjev
in levkemije (5–8), prisotnost gena GSTP*1B pa je bila poveza-
na z nastankom s kemoterapijo inducirane levkemije (9). Po dru-
gi strani je bilo ugotovljeno, da je pri tumorjih z visoko ekspresi-
jo GSTP1 občutljivost na kemoterapevtike povečana (10) in da
je lahko prisotnost polimorfnega alela zaščitni dejavnik pred ci-
totoksičnim učinkom elektofilnih citostatikov (11). Tveganje za
raka pri posamezniku s homozigotno delecijo GSTT1 ali GSTM1
je zaradi tega majhno, pač pa se tveganje bistveno poveča ob
interakciji z drugimi karcinogenimi dejavniki (npr. kajenje). Pre-
snova nekaterih citostatikov, ki so integralni del zdravljenja otro-
ških levkemij, kot so na primer epipodofilotoksini, antracilkini,
alikilirajoči agensi, poteka preko GST (12). Razlika v njihovi pre-
snovi bi lahko bila dejavnik tveganja za razvoj sekundarnih no-
votvorb.
V naši študiji smo želeli preučiti vpliv polimorfizma GST na
tveganje za razvoj sekundarne novotvorbe po zdravljenju lev-
kemije v otroštvu. Primerjali smo delež GSTT1, GSTM1 in
GST*1B genotipov pri bolnikih, zdravljenih zaradi levkemije v
otroštvu, pri katerih je po končanem zdravljenju bila ugotov-
ljena sekundarna neoplazma, z deležem v kontrolni skupini,
ki so jo sestavljali bolniki, zdravljeni zaradi levkemije v otrošt-
vu, pri katerih v času opazovanja po zdravljenju nismo ugoto-
vili nastanka sekundarne novotvorbe.

Bolniki in metode
V obdobju od 1. 1. 1961 do 12. 10. 2000 je registriranih v
Registru raka Slovenije 449 bolnikov, ki so se zdravili zaradi
akutne levkemije in so bili ob diagnozi mlajši od 16 let. Med
njimi je bila pri 16 bolnikih po zdravljenju levkemije ugotovlje-
na druga novotvorba. Bolnike s sekundarno novotvorbo smo
primerjali s skupino bolnikov z enako osnovno diagnozo, vsa-
kemu primeru smo izbrali po dva kontrolna primera, ki sta se
ujemala po starosti, spolu, letu diagnoze in trajanju opazova-
nja po zaključenem zdravljenju. Zdravljenje je obsegalo kom-
binirano citostatično zdravljenje in radioterapijo v skladu s pro-
tokolom, aktualnim v obdobju zdravljenja.

Ekstrakcija DNK
DNK smo ekstrahirali iz arhivskih vzorcev razmazov kostnega
mozga. Za ekstrakcijo smo uporabili QIAamp DNA-extraction
minikit (Qiagen, Hilden, Germany) v skladu z navodili proizva-
jalca za delo z arhivskimi razmazi kostnega mozga in modifika-
cijami, kot so jih opisali Aplenc in sodelavci (13).

Genotipizacija GST
Za ugotavljanje delecije GSTM1 in GSTT1 smo uporabili multi-
pleksno metodo reakcije z verižno polimerazo (PCR). Oba
gena smo simultano pomnožili v enostopenjski PCR reakciji
skupaj z genom za β-globin, ki je služil kot interna pozitivna
kontrola, (14), ker pa je bila ekstrahirana DNK fragmentirana,
smo kot oligonukleotidni začetnik uporabili krajše segmente
genov GST. Sekvence oligonukleotidnih začetnikov so bile:
GSTM1-F: 5’-GAG ATG AAG TCC TTCAGA-3’; GSTM1-R: 5’-GCT
TCA CGT GTT ATG GAG GTT-3’; GSTT1-F: 5’-ATG TGA CCC
TGC AGT TGC-3’: GSTT1-R: 5’-GAG ATG TGA G(C/G)A CCA
GTA AGG AA-3’; BGLO-F: 5’-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
in BGLO-R: 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’. Velikost po-
sameznih amplikonov je bila 130 bp (GSTM1), 70 bp (GSTT1)
in 268 bp (BGLO).
Ekson 5 je bil pomnožen iz genomske DNK kot so opisali Ali-
Osman in sodelavci (15). Oligonukleotidna začetnika exona 5
sta bila: GSTP*B-2F: 5’-GGA CAT GGT GAA TGA CGG-3’ in GSTP-
2R: 5’-GGT CAG CCC AAG CCA CCT GAG-3’ (14). Restrikcija
164 bp dolgega amplikona z BsmAI je povzročila nastanek
dveh fragmentov dolžine 126 in 38 bp ob prisotnosti 105Val
alela. Genotipizacijo smo po naključnem izboru 10% vzorcev
ponovili zaradi kontrole zanesljivosti genotipizacije.

Statistična analiza
Za statistično analizo smo uporabili Fischerjev test. Primerjali
smo frekvenco pojavljanja GST genotipov pri bolnikih s sekun-
darno novotvorbo in v kontrolni skupini. Izračunali smo raz-
merje pričakovanj (RP) in njihov 95-odstotni interval zaupanja
(IZ). P vrednosti smo računali dvosmerno. Genotipe GST in
njihove kombinacije smo pri računanju obravnavali kot kate-
gorične spremenljivke. Statistično analizo smo opravili s pro-
gramskim paketom SPSS verzija 10.0 (SPSS Inc., Chicago, Il.)

Rezultati
Med bolniki s sekundarno neoplazmo in kontrolno skupino ni
bilo statistično pomembne razlike v starosti, spolu, času opa-
zovanja in starosti ob diagnozi. V obeh skupinah je delež deč-
kov večji.
Kot je prikazano v razpredelnici 1, je bila najpogostejša sekun-
darna novotvorba tumor centralnega živčnega sistema (6 pri-
merov), sledijo pa ne-Hodgkinov limfom v treh primerih, Hodg-
kinov limfom in akutna mieloblastna levkemija v dveh prime-
rih. V enem primeru je šlo za osteosarkom, fibrosarkom in
bazocelularni karcinom.
Analizo genotipov GSTM1, GSTT1 and GSTP1

kodon 105
 smo uspe-

šno opravili pri vseh 48 preiskovancih. Prevalence genotipov
so: GSTM1 + 52%, GSTM1 null 48%, GSTT1 + 77%, GSTT1 null
23%, GSTP1 Ile

105
/Ile

105
 42%, GSTP1 Ile

105
/Val

105
 45%, GSTP1

Val
105

/Val
105

 13%. V razpredelnici 2. je prikazana razporeditev
genotipov GSTM1, GSTT1, GSTP1

codon 105
 pri 16 preiskovancih

(bolniki s sekundarno novotvorbo) in 32 kontrolnih bolnikih in
njihova povezava s pojavom sekundarne novotvorbe po zdrav-
ljenju akutne levkemije v otroštvu. Pri primerjavi bolnikov s
sekundarnimi novotvorbami po zdravljenju akutne levkemije
v otroštvu s kontrolno skupino nismo našli statistično značilnih
razlik v distibuciji genotipov GST.
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Razpravljanje
V naši populaciji bolnikov, zdravljenih zaradi akutne levkemije
v otroštvu, je prevalenca genotipov GSTM1 in GSTT1 null 48%
in 23%, kar je primerljivo s frekvenco, ugotovljeno v zdravi
populaciji v Sloveniji, kjer je genotip GSTM1 null prisoten v
54%, genotip GSTT1 null pa v 24% (Vita Dolžan, osebna komu-
nikacija). Podobne frekvence genotipa GSTM1 in GSTT1 null v
belski rasi navajajo tudi druge študije (16, 17). Tudi frekvenca
genotipa GSTP1

codon 105
 je primerljiva s frekvencami v zdravi

populaciji v Sloveniji, pri kateri je ugotovljeno razmerje geno-
tipov: GSTP1 Ile

105
/Ile

105
 49%, GSTP1 Ile

105
/Val

105
 40%, GSTP1

Val
105

/Val
105

 11%.
Rezultati naše študije ne kažejo povezave med delecijo genov
GSTM1 ali GSTT1 ali polimorfizmom GSTP1 na kodonu 105 in
pojavom sekundarnih novotvorb po zdravljenju akutne levke-
mije v otroštvu. Woo s sodelavci (18) pri 302 otrocih z akutno
levkemijo, med katerimi jih je 57 razvilo levkemijo ali mielo-
displastični sindrom, povezan z zdravljenjem pred tem, ni na-
šel povezave med genotipoma GSTM1 ali GSTT1 null in z zdrav-
ljenjem povzročenim malignomom. Crumpova s sodelavci po-

roča o rahlo višji prevalenci delecije genov GSTM1 in
GSTT1 med bolniki s sekundarno akutno mieloblast-
no levkemijo (AML) v primerjavi z bolniki, ki prvič
zbolijo za AML, ali zdravo kontrolno skupino (19). Ha-
ase ugotavlja, da imajo bolnice z rakom dojke in dvoj-
no null delecijo GSTM1 in GSTT1 zvečano tveganje za
nastanek sekundarnih, z zdravljenjem induciranih no-
votvorb (20). Med našimi bolniki sta le dva s sekundar-
no AML in pri obeh ugotavljamo genotip GSTM1 null.
Poleg sekundarnih hematoloških novotvorb so tumorji
osrednjega živčevja med najpogostejšimi novotvorba-
mi po zdravljenju otroške levkemije. Elexpuru-Cami-
ruaga ugotavlja, da je genotip GSTT1 null dejavnik tve-
ganja za astrocitom in meningiom, ki predstavljata po-
gosto neoplazmo CNS po zdravljenju levkemije v
otroštvu, še posebej po profilaktičnem obsevanju
osrednjega živčevja.
Sorazmerno majhno število bolnikov, vključenih v na-
šo študijo, in histološka heterogenost sekundarnih no-
votvorb, nam ne omogočata natančneje analizirati po-
vezavo genotipov GST s pojavom posameznih skupin
tumorjev. Čeprav nismo uspeli dokazati povezave
med genotipom GST in pojavom sekundarnih novo-
tvorb, je mogoče, da bodo nadaljnje raziskave na pod-
ročju polimorfizma genov, udeleženih pri presnovi
citostatikov, uspele opredeliti individualni profil
tveganja za razvoj tako sekundarnih, z zdravljenjem
povezanih novotvorb, kakor tudi za nastanek drugih
neželenih učinkov zdravljenja.
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Razpr. 1. Značilnost 16 bolnikov s sekundarnimi novotvorbami po
zdravljenju akutne levkemije v otroštvu z rezultati genotipizacije GST.

Table 1. Characteristics and results of GST genotypisation of 16 pa-
tients with secundary neoplasms after treatment of acute leukemia in

childhood.

Starost ob Čas do
DrugaBolnik diagnozi druge

novotvorba GSTM1 GSTT1levkemije novotvorbe
(– = null (– = null

Age at the Time to
Secondary genotip)  genotip)

GSTP1

Patient No diagnosis of secondary
neoplasmleukemia neoplasm

1 12,9 7,1 AML – + Ile/Ile
2 8,5 20,4 meningioma – + Ile/Ile
3 3,5 9,3 glioblastoma + + Val/Val
4 5,5 8,5 osteosarcoma + + Ile/Ile
5 3,5 9,8 NHL + – Ile/Ile
6 6,3 10,0 NHL – + Val/Val
7 5,2 8,7 fibrosarcoma – + Val/Val
8 4,8 3,7 HD + + Val/Val
9 4,2 9,4 meningioma + – Ile/Ile

10 16 8,6 NHL + + Ile/Val
11 6,3 7,6 glioblastoma – + Val/Val
12 16,1 2,3 AML – + Ile/Val
13 2,5 12,0 bazocelularni ca. + + Ile/Ile
14 7,0 1,7 HD + – Val/Val
15 1,5 16,6 astrocitoma + + Ile/Ile
16 3,5 12,7 oligodendroglioma – + Ile/Ile

GSTM – glutation S transferaze, Val – valin, Ile – izolevcin, AML – akutna mieloblastna levke-
mija / acute lymphoblastic leukemia, NHL – Ne-Hodgkinov limfom / Non Hodgkin’s lympho-
ma, HD – Hodgkinov limfom / Hodgkin’s disease

Razpr. 2. Razporeditev genotipov GSTM1, GSTT1, GSTP1 (kodon 105)
in njihova povezava s pojavom sekundarnih novotvorb pri 16 bolni-

kih in 32 kontrolah.

Table 2. Distribution of GSTM1, GSTT1, GSTP1 (codon 105) geno-
types and their corelation to second neoplasm occurrence in 16

patients and 32 controls.

Primeri Kontrole
Razmerje

P
pričakovanja

95% IZ

Cases Controls Odds 95% CI
(16) (N = 32) ratio

GSTM1 + 9 (56%) 16 (50%) 0,768 1,28 0,38–4,29
Null 7 (44%) 16 (50%) (0,942) (0,75) (0,14–3,9)

GSTT1 + 13 (81%) 24 (75%) 0,729 1,44 0,32–6,40
Null 3 (19%) 8 (25%) (0,781) (0,83) (0,13–5,16)

GSTP1
codon 105

Ile/Ile 8 (50%) 12 (37%) 0,537 1,66 0,49–5,6 0
Ile/Val or
Val/Val 8 (50%) 20 (63%) (0,991) (0,66) (0,11–3,98)
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