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La cuarta edicién de la clasificacién de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS)! de los tumores de los te-
jidos hematopoyéticos y linfoides clarifica los crite-
rios diagndsticos de algunas de las neoplasia mieloi-
des descritas en ediciones previas, y reconoce nuevas
entidades clinicas diferenciadas basadas en recientes
hallazgos moleculares, en la identificacién de nuevos
marcadores diagndsticos y prondsticos y en los avan-
ces en el manejo clinico de los pacientes. Dentro del
subgrupo de leucemias agudas, el término “neopla-
sias mieloides relacionadas con terapia (NMRT)” in-
cluye el espectro de entidades previamente conocidas
como LAM-t, SMD-t, o SMD/NMP-t, que aparecen
como complicacién tardia de quimioterapia y/o radio-
terapia administrada previamente para el tratamiento
de patologia tanto neoplasica como, menos frecuen-
temente, no neopldsica (principalmente enfermedades
autoinmunes). Aunque la relacién causa-efecto estd
implicita en el término NMRT, los complejos meca-
nismos patogénicos fundamentales que conducen a su
desarrollo siguen siendo objeto de investigacién en la
actualidad. Es conocido que la carcinogénesis relacio-
nada con agentes citotéxicos se produce a través de
alteraciones de genes criticos en la proliferacién y di-
ferenciacién del tejido hematopoyético como conse-
cuencia de combinaciones de eventos mutacionales,
que a través de distintas vias genéticas, como propuso
Pedersen-Bjergaard y cols.,> cooperarian en la génesis
y progresién de la leucemia. El hecho de que sélo una
pequefia parte de los pacientes expuestos a estos agen-
tes desarrollen una NMRT sugiere la existencia de fac-
tores especificos, como los polimorfismos genéticos,
que predisponen a padecer una NMRT.

La frecuencia de NMRT se estima entre un 10 y
un 20% de todos los casos de LAM, SMD y SMD/
NMP, pero desde que en 1970 se publicaron los prime-
ros pacientes con SMD/LAM-t, la frecuencia asigna-
da por los distintos autores ha sido muy variable osci-
lando desde unos pocos casos hasta 27% sin separar,
en la mayoria de los casos, LAM secundaria a SMD

de LAM-t.® Mauritzson y cols.* estiman la frecuencia
por separado de LAM-t en 14% y de SMD-t en 15%,
mientras que el grupo Germano-Austriaco, en un estu-
dio sobre 2.853 LAM, establece sélo en 7% la frecuen-
cia de LAM-t.°Entre las patologias previas hematoldgi-
cas, ocupan el primer lugar por frecuencia los linfomas
tanto Hodgkin como no Hodgkin, aunque se han des-
crito tras mieloma multiple, LLC, LAL, LAP y post-
trasplante de progenitores hematopoyéticos, y de los
tumores no hematoldgicos destacan los de mama y de
célula germinal.>® Entre la patologia no neoplasica, la
artritis reumatoide es la relacionada con mds frecuen-
cia.? Se excluyen de esta categoria las crisis blasticas de
neoplasias mieloproliferativas (NMP), ya que en ellas
no es posible determinar si la trasformacién leucémi-
ca es el resultado de su evolucion natural o esta rela-
cionada con el tratamiento recibido. Un hecho cons-
tatado es que la prevalencia de las NMRT ha sufrido
un incremento en los Gltimos anos debido al aumen-
to en la esperanza de vida y supervivencia de pacien-
tes neopldsicos tratados con éxito, asi como al crecien-
te ndmero de farmacos disponibles que causan dafio
del ADN, incluyendo agentes alquilantes, antimetabo-
litos, agentes antitubulina, inhibidores de topoisome-
rasa Il y agentes intercalantes.” Esto ha motivado en la
comunidad cientifica un interés creciente por conocer
mejor sus especiales caracteristicas clinico-bioldgicas,
que ayude a un mejor manejo de la entidad asi como
a determinar las posibles implicaciones en el plantea-
miento terapéutico de la patologia primaria.

El periodo de latencia entre el diagndstico del proce-
so primario y el de la NMRT varia desde unos meses
a varios ahos y puede depender tanto de la intensidad
y de la dosis acumulada de terapia citotéxica como del
tipo de agente genotdxico, aunque en la nueva revi-
sién! se excluyen subcategorias en funcién del agen-
te citotéxico previo, ya que muchos pacientes reciben
varios farmacos en combinacién y, con frecuencia, uno
de ellos es un alquilante.?® Sin embargo, si se contempla
la existencia clinica de dos escenarios diferenciados:

e El primero y mas frecuente (70%), en relacién con
la exposicién a agentes alquilantes y/o radiacién ioni-
zante. Muestra un periodo de latencia de 5 a 10 afos;
en general la presentacién inicial es un SMD-t, aun-
que una minoria puede debutar como SMD/NMP-t
o como LAM-t franca, y suele asociarse a pérdida no
balanceada de material de los cromosomas 5 y/o 7 a
menudo formando parte de cariotipos complejos e hi-
podiploides. Su incidencia aumenta con la edad del pa-
ciente.

* El segundo (20-30% de los casos) se da princi-
palmente tras tratamiento con inhibidores de to-
poisomerasa II, aparece tras un periodo de latencia
mdés corto, de 1 a 5 afios, y muchos de los pacien-
tes debutan como LAM-t sin fase de SMD previa.
Con frecuencia se asocian a traslocaciones ba-
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lanceadas que afectan a 11q23/MLL, o a 21q22/
RUNX1. Otras anomalias genéticas recurrentes des-
critas incluyen t(8;21)(q22;q22);RUNX1-RUNX1T1,
t(15;17)(q22;q12);PML-RARA, inv(16)(p13.122)/ t(16
;16)(p13.1;q22); CBFB- MYH11. En estas ultimas, las
caracteristicas morfolégicas son similares a las obser-
vadas en las leucemias agudas de novo asociadas con
esas anomalias y deben designarse como LAM-t in-
dicando a continuacién la anomalia citogenética co-
rrespondiente. Algunos casos pueden presentar cam-
bios displésicos.’ Pacientes con LAM-t con t(15;17)
o inv(16) alcanzan remisién completa en tasas simi-
lares a sus equivalentes de novo, pero su superviven-
cia es mas corta.’ Se incluyen en este grupo, casos de
LAL-t en general asociados a t(4;11)(q21;G23). Otras
traslocaciones balanceadas menos comunes asocia-
das a SMD-t/LAM-t que aparecen también tras cortos
periodos de latencia incluyen reordenamientos como
3q21q26/EVI1, t(2;11) (q31;p15);NUP98-HOCD13 o
t(8;16)(p11;p13); MYST3-CREBBP.*

Inicialmente, la clasificacién de las leucemias era
predominantemente clinica y morfolégica. Posterior-
mente se afadieron métodos citoquimicos, inmuno-
légicos, citogenéticos y moleculares, que permitieron
grandes avances en el conocimiento sobre la naturale-
za de las leucemias. Entre 1976 y 2001, la clasificacién
FAB de LAM!! y sus posteriores propuestas de clasifi-
cacién y/o modificaciones ha sido la mds aceptada y
reproducible para la clasificacién tanto de SMD como
de LAM, y las referencias a casos secundarios a tera-
pia se limitaban a describir una LAM a menudo dificil
de categorizar morfolégicamente, con displasia trili-
neal asociada. En los afios 70 y primeros 80, se comu-
nicaron pequefias series de casos de LAM tras quimio-
terapia y/o radioterapia que parecian compartir ciertos
rasgos bioldgicos y evolutivos: periodo preleucémico
con citopenias y anomalias morfoldgicas llamativas,
afectacién en mayor o menor grado de todas las lineas
mieloides, frecuentes anomalias cromosémicas, y po-
bre respuesta a terapia. En general, se reconoce ya en-
tonces como una forma de LAM que suele presentar
problemas en su clasificacién, siendo dificil adscribir
los casos a un subtipo FAB concreto, debido a que el
proceso proliferativo puede afectar a varias lineas celu-
lares, a la habitual afectacién trilineal, el variable por-
centaje de blastos y la frecuente mielofibrosis acompa-
nante.'? Asi, en esos anos, se considera incluida en las
“formas especiales de LANL”, como “LANL secunda-
ria”. Ademds de las dificultades para clasificar los ca-
sos de LAM-t, algunos autores observan que aquellos
casos que se catalogarian como SMD-t muestran dife-
rencias claras con los SMD de novo, y similitudes biol6-
gicas y evolutivas con los casos agudos. Estos pacien-
tes con SMD-t presentan también dishemopoyesis
severa en varias lineas, citopenias intensas y compli-
caciones clinicas graves, todo ello mas acorde con un
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SMD de “alto riesgo” tipo AREB, pero con un nimero
de blastos con frecuencia (60% de casos) inferior a 5%
y que por ello eran clasificados como SMD de “bajo
riesgo”.’? Asimismo, se identifican anomalias citoge-
néticas adversas comunes en ambos grupos (SMD-t y
LAM-t), con frecuente afectacién de los cromosomas
5 y/o 7, cariotipos complejos e hipodiploides y pobre
respuesta al tratamiento en todos ellos.’*'* La evolu-
cién era muy desfavorable, con supervivencias muy
inferiores a los casos de SMD de novo, y practicamen-
te superponibles a las LAM-t, en tormo a 3-4 meses
de mediana. Comienza asi a gestarse la concepcion de
una panmielosis relacionada con la terapia,'**® global-
mente considerada, ya que el prondstico no varia en
funcién de la fase mas precoz, SMD con pocos blastos,
AREB o LAM franca en que se encuentre el paciente,
siendo en todos los casos muy adverso.

La inclusién de las neoplasias mieloides relacionadas
con la terapia como categoria independiente (ICD-O
9920/3) ya queda reflejada en la clasificacién OMS pu-
blicada en 1999%. El fundamento de dicha clasifica-
cién es definir procesos que puedan ser reconocidos
con las técnicas disponibles y que correspondan a en-
tidades clinico-bioldgicas “reales” bien diferenciadas,
en linea con la “filosofia” de la clasificacién OMS, que
busca ser reproducible y Gtil tanto en la préctica clinica
como en investigacion. La clasificacién se basa en toda
la informacién disponible: morfologia, inmunofenoti-
po, genética y datos clinicos para definir entidades con
significado clinico. La importancia relativa de cada uno
de esos datos varia segun la entidad de que se trate de-
pendiendo del estado del conocimiento, y por ello no
hay un “estandar oro” segin el cual se puedan definir
todas ellas. En el caso de las NMRT, por definicién, el
diagnéstico es descriptivo y basado en la historia clini-
ca previa de exposicion a agentes citotoxicos, y no en
marcadores especificos celulares, genéticos o molecu-
lares. En la revisién de 2008, como se ha mencionado
previamente, ya no se incluyen subcategorias segin el
tipo de tratamiento recibido, ya que muchos pacientes
han sido tratados tanto con alquilantes como con inhi-
bidores de topoisomerasa II.!

En las NMRT, el espectro de anomalias morfologi-
cas es muy variable. SMD-t y LAM-t representan los
extremos del espectro leucémico y el diagnéstico dife-
rencial entre ellas dependia en las antiguas clasificacio-
nes del porcentaje de blastos, mientras que en la clasi-
ficacién de la OMS, SMD-t, SMD/NMP-t o LAM-t se
consideran un tGnico sindrome clinico, incluso en casos
que cumplan criterios morfolégicos y citogenéticos de
otras entidades. Es objeto de debate en esta entidad la
importancia relativa de los hallazgos morfolégicos, si
entre ellos hay alguno caracteristico o constante, y si
tienen o no significado clinico.

Morfoldgicamente, la mayoria de los pacientes con
NMRT presentan displasia multilineal tanto en SP
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Figura 1. a) Médula 6sea, MGG x 1.000. Neutrofilos con intensa
degranulacion en SMD-t. b) Eritroblasto gigante multinucleado.
MO de SMD-t tipo AREB-1 con hiperplasia eritroide displasica.
Neutrofilo degranulado. c y d) Neutréfilos degranulados en MO
de paciente con SMD-t tipo AREB-1. Imagen ultraestructural de
neutrofilo con nicleo en forma de anillo. Doble contraste x4k.

como en MO. Aunque la presencia de displasia se aso-
cia mds frecuentemente a una historia previa de tra-
tamiento con alquilantes y/o radiacién y a anomalias
de los cromosomas 5 y/o 7 con frecuencia formando
parte de cariotipos complejos, la displasia puede es-
tar presente también en casos con anomalias genéti-
cas recurrentes.!” Las caracteristicas displésicas recuer-
dan a las existentes en SMD de novo, pero el grado de
disgranulopoyesis (Figura 1) y dismegacariopoyesis es
tipicamente mayor (Figura 2), similar a la existente en
LAM con cambios relacionados con mielodisplasia, un
subtipo de LAM de novo incluido también como grupo
independiente en la clasificacién de la OMS.®

En SP hay una o mads citopenias. La anemia est4 casi
siempre presente, y la morfologia de la serie roja se ca-
racteriza en muchos casos por macrocitosis y poiqui-
locitosis. A menudo, un aumento en el volumen cor-
puscular medio (VCM) es el primer indicio para el
diagnéstico. Es frecuente también la trombopenia y
leucopenia. Puede haber micromegacariocitos. Los
cambios displésicos en neutréfilos incluyen lobulacién
nuclear anormal, principalmente hipolobulacién con
formas pseudo-Pelger e hipo o agranularidad.'

La MO puede ser hipercelular, normocelular o hipo-
celular, con diferentes grados de fibrosis medular en
aproximadamente el 15% de los casos. Disgranulopo-
yesis y diseritropoyesis, en general moderada-severa,
estan presentes en muchos pacientes. Se han descrito si-
deroblastos anillados en > 60% de casos y en algunos
exceden el 15% de los precursores eritroides. El nime-
ro de megacariocitos varia, pero en la mayoria de los
casos se ven formas displasicas de variable tamafo con
nicleos pequefios monolobulados o hipolobulados, o
bien megacariocitos con nucleos dispersos. Es frecuen-
te la basofilia.

Figura 2. a, b, c) Médula 6sea de LAM-t tipo LAM2 con cariotipo
complejo y afectacion 5q. Megacariocitos hipolobulados. MO y
MET, doble contraste x5k. d, e) Sangre periférica de LAM-t con
diferenciacion megacarioblastica. Micromegacariocitos. f) Blasto
POP positivo con membranas de demarcacion en el citoplasma.
La reaccion de peroxidasa es positiva en cisterna perinuclear y
pequenos trazos de RE. 3-3 DAB x8K. g, h e i) MO, MGG x1.000.
Megacariocitos con niicleos dispersos en SMD-t/LAM-t.

El porcentaje de blastos es variable, pero en pacien-
tes con fase mielodispladsica al diagnéstico, casi el
50% tienen < 5% de blastos. Son poco frecuentes los
bastones de Auer, y la reactividad a mieloperoxidasa
y a esterasas no especificas suele ser débil.5 Aunque
en pacientes con mielodisplasia y citopenias el diag-
néstico diferencial entre SMD-t y LAM-t depende de
la morfologia y el % de blastos, esta subclasificacién
parece carecer de significado clinico.”

Muchos casos asociados a reordenamientos 11g23
presentan blastos con diferenciacién monocitica o
mielomonocitica. Algunos blastos de LAM-t tienen
diferenciacién mieloide, otros corresponden al es-
pectro de LAM-t con diferenciacién eritroide y ya no
pueden ser clasificados como eritroleucemia o como
leucemia eritroide pura 17 y, ocasionalmente, presen-
tan diferenciacién megacarioblastica.

presentan blastos con diferenciacién monocitica y
se clasifican en las categorias morfologicas LAM, y
LAM,. Algunos tienen diferenciacién mieloide, otros
corresponden al espectro morfolégico de LAM-t con
diferenciacién eritroide y ya no pueden ser clasifica-
dos como eritroleucemia o como leucemia eritroi-
de pura’ y, ocasionalmente, presentan diferencia-
cién megacarioblastica. Finalmente, estan los casos
de SMD-t/LAM-t morfolégicamente idénticos a los
observados en todos los subtipos de LAM de novo con
anomalias genéticas recurrentes.

Respecto al grado de displasia que acompana a
LAM-t con anomalias citogenéticas recurrentes, po-
cos son los datos publicados al respecto. En un es-
tudio de SMD-t/LAM-t con traslocaciones balan-
ceadas en 21q22," los hallazgos morfolégicos y de
inmunofenotipo en LAM-t con t(8;21) eran simila-
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res a los encontrados en LAM de novo con la mis-
ma anomalia, pero las diferencias entre ambas en-
tidades fueron significativas en cuanto al grado de
displasia. Los autores apuntan que la deteccién de
una leucemia con caracteristicas morfoldgicas de
t(8;21) y displasia multilineal severa sugiere LAM-
t con t(8;21).

Todos estos hallazgos confirman la variabilidad
morfolégica de las NMRT, pero cada vez hay mds
evidencias de que su subclasificacién morfolégica
puede tener poca relevancia clinica,” a diferencia
de otras variables que si la tienen, como anomalias
genéticas y comorbilidad.!® Sin embargo, el recono-
cimiento de los diversos aspectos morfoldgicos es
necesario para un apropiado diagndstico integrado
dentro del cual el examen morfolégico de la sangre
periférica y de la médula désea sigue siendo el pri-
mer paso en la evaluacién de los pacientes. Es posi-
ble que el andlisis detallado de un cada vez mayor
numero de casos permita reconocer algin subgrupo
con caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas
y genéticas propias.

Numerosos estudios han confirmado que en
NMRT hay una elevada frecuencia de cariotipos
anormales (+ 90%) y una mayor prevalencia de ano-
malias citogenéticas de prondstico adverso respecto
a los casos de novo.*>% En el 70% de los casos se
trata de alteraciones no balanceadas. Las anomalias
citogenéticas han demostrado un valor prondstico
sobre la supervivencia, y para algunos su impacto
negativo es significativamente mayor respecto a sus
equivalentes de novo en casos con anomalias recu-
rrentes de prondstico favorable,” lo que sugiere no
so6lo diferencias bioldgicas entre ambos grupos sino
que el diagnéstico de NMRT es, en si mismo, un
factor de mal pronéstico.

La frecuencia de mutaciones de NPM1 y FLT3 pre-
sentes en LAM-t es inferior a la descrita en casos de
novo, aunque para algunos se iguala si se consideran
s6lo los casos con cariotipos normales.” Mutaciones
de FLT3 se han descrito en algunas LAP-t con t(15;17)
y en casos con cariotipos complejos.”?

Conclusiones

Las similitudes clinico-patolégicas y genéticas en-
tre SMD-t, SMD/NMP-t y LAM-t, y su uniforme
mal pronéstico, que es de origen multifactorial, con
en general pobre respuesta al tratamiento,%® sugie-
re una base bioldgica comun, que justifica su con-
sideracién como entidad patolégica definida con
personalidad propia. Su prevalencia creciente obli-
ga a continuar profundizando en el conocimiento
de sus bases genético-moleculares, criterios diag-
nésticos y aspectos clinico-evolutivos, cuyos da-
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tos més actualizados seran revisados en el simpo-
sio que nos ocupa. Un mejor entendimiento de esta
patologia sin duda llevard a planteamientos tera-
péuticos individualizados y al descenso en la inci-
dencia de esta grave complicacién tardia de la tera-
pia antineoplasica.
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Introduccion

Se consideran neoplasias mieloides relacionadas o se-
cundarias a tratamiento (NM-t) todas las enfermeda-
des hematoldgicas de origen mieloide que se observan
en pacientes tratados con agentes citotéxicos debido
a enfermedades neoplésicas (benignas o malignas) o
autoinmunes."® Las NM-t son, principalmente, leuce-
mias mieloides agudas (LMA), sindromes mielodis-
plasicos (SMD) y neoplasias mielodispldsicas/mielo-
proliferativas (SMD/NMP) secundarias a tratamiento
(LMA-t, SMD-t y SMD/NMP-t, respectivamente).! El
periodo de latencia entre el tratamiento de la primera
enfermedad y la aparicién de la NM-t es variable, osci-
lando entre algunos meses hasta varios afos, y depen-

de fundamentalmente de la cantidad de tratamiento
administrado y su modalidad.!

Hasta hace poco tiempo, las NM-t se separaban
en dos grandes grupos: 1) las relacionadas con la ex-
posicién a radioterapia y/o tratamiento alquilante
cuyo periodo de latencia es de 5 a 10 afios y que sue-
len asociarse con pérdidas parciales o totales de los
cromosomas 5y 7; y 2) las secundarias a tratamien-
to con inhibidores de la topoisomerasa II, con un
corto periodo de latencia (1-5 afios) y anomalias ci-
togenéticas que implican a 11g23 (gen MLL), 21q22
(RUNX1)* y al reordenamiento PML-RARa.>%° Sin
embargo, debido a que actualmente muchos pacien-
tes reciben ambos tratamientos (alquilantes e inhi-
bidores de la topoisomerasa II), esta separacién ha
caido en desuso.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en
su ultima clasificacién (2008) incluye a las NM-
t dentro del capitulo “Leucemias mieloides agudas
(LMA) y neoplasias de precursores relacionados” en
el subapartado “Neoplasias mieloides relacionadas
con tratamiento”.! Sin embargo, algunas leucemias
secundarias a tratamiento pueden ser de naturaleza
linfoide.”? Por otra parte, el Grupo de Epidemiolo-
gla en Radiacién del National Cancer Institute, tras
un exhaustivo estudio en una larga serie de pacien-
tes, concluye que sélo una pequena parte de las neo-
plasias sélidas secundarias (no incluye las hemato-
légicas) son debidas al tratamiento radioterdpico
previo, estando mds relacionadas con factores gené-
ticos o habitos personales.'’

En esta ponencia se revisan los antiguos y recientes
hallazgos que pueden contribuir a un mejor diagndsti-
co de las NM-t.

Estado actual

Actualmente, se observa un aumento de las NH-t de-
bido a:

* Mayor incidencia de neoplasias benignas y malignas

e Diagndstico de la primera neoplasia en edades mas

tempranas

* Tratamientos mas agresivos

* Mejor respuesta al tratamiento y mayor esperanza

de vida

e Aumento del uso de farmacos quimioterapicos en el

tratamiento de enfermedades autoinmunes.

Como en la mayoria de enfermedades hematolégi-
cas, el diagnédstico debe hacerse integrando los datos
clinicos, morfoldgicos, inmunofenotipicos, citogenéti-
cos y de biologia molecular. En el caso de los SMD-t
y LMA-t, sin olvidar la enfermedad primaria y la fase
de la misma (curacién o remisién completa, cronici-
dad o progresion de la misma), las caracteristicas cito-
genéticas y las alteraciones moleculares son, junto a la
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Caso 1. SMD tras tratamiento por linfoma folicular.

naturaleza de la célula maligna, los factores a tener en
cuenta para decidir el tratamiento.

Con la sola excepcién de las leucemias promielociti-
cas secundarias con reordenamiento PVIL/RARa, cuyo
tratamiento y prondstico es el mismo que las diagnos-
ticadas de novo,> las NM-t tienen muy mal prondstico.
Sin embargo, la introduccién de agentes desmetilantes
en el tratamiento de estas enfermedades,!"'? asi como
la buena respuesta al trasplante de médula 6sea de al-
gunas NM-t!31* hacen que el prondstico de algunas de
ellas haya mejorado en los dltimos aflos y ponen de
manifiesto la importancia de alcanzar un diagnéstico
lo mas preciso posible de estas enfermedades para po-
der aplicar en cada caso el tratamiento més adecuado.

Datos clinicos y biologicos

En todos los pacientes con aparicién o agravamien-
to de citopenias, inexplicables por otras causas, o
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dismorfias de las células de la sangre, y entre cu-
yos antecedentes figure la administracién previa de
agentes citotéxicos, debe realizarse un estudio de
médula ésea (mielograma, citogenética, inmunofe-
notipo) para descartar una NM-t. Ademads de los
datos habituales, deben recogerse otros datos que
han mostrado tener influencia negativa en el pro-
néstico de los SMD-t: presencia de hepatomegalia,
intervalo entre el tratamiento y la aparicién de la
NM-t superior a 6 afos, y un estado general, segin
la escala de ECOG, superior a 1. Debido a que
muchos pacientes son de edad avanzada, es tam-
bién imprescindible hacer constar las enfermeda-
des asociadas.!®

Entre los andlisis bioquimicos, es conveniente soli-
citar la determinacién sérica de albimina, de creatini-
na y de B-2-microglobulina, ya que niveles anormales
de las mismas (<4 g/dL, > 1 mg/dL y >3 mg/L, res-
pectivamente) pueden ayudar a precisar el prondstico
de los SMD-t.?
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Caso 2. LMA secundaria a tratamiento por sarcoma de Ewing con anomalias en 11q23.

Morfologia

Deben analizarse todas las caracteristicas dismor-
ficas recomendadas para el estudio de los SMD
primarios.? Sin embargo, la clasificacion FABY es
muy poco aplicable a la mayoria de SMD-t, ya
que, a pesar de que en muchos casos el nimero de
blastos en médula 6sea es < 5%, existen muchas
formas inmaduras dismorficas eritroides, mono-
citicas y megacariociticas, asi como una alta fre-
cuencia de displasia trilineal.

Las caracteristicas mas tipicas de los SMD-t son los
macrocitos, ovalocitos y eritroblastos circulantes jun-
to a neutréfilos hipo e hipergranulados con el nicleo
pseudo-Pelger-Hiet y apéndices nucleares en forma
de espiculas.*'® En un 20-50% de casos la médula es
hipocelular con fibrosis marcada.

Las caracteristicas de las LMA-t son diversas y
van desde las semejantes (Caso 2) a LMA con cam-
bios relacionados con la mielodisplasia (blastos y

displasia trilineal) hasta casos en que la infiltracién
por blastos es casi total y tienen morfologia muy
atipica, por lo que deben ser catalogados con la
ayuda de técnicas citoquimicas y, sobre todo, con
el estudio inmunofenotipico (Caso 3).

Inmunofenotipo: citometria de flujo

En estos tltimos afos el estudio de las alteraciones
fenotipicas en los SMD primarios est4 cobrando gran
interés. De momento, no hay recomendaciones es-
pecificas para los SMD-t. Los estudios se centran so-
bre todo en el andlisis de: 1) las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) CD34+; 2) las células granu-
locitarias neutréfilas en maduracién; y 3) la serie mo-
nocitica.”” La serie megacariocitica, los precursores
eritroides, los granulocitos eosinéfilos y baséfilos, los
mastocitos y las células dendriticas han sido menos
estudiados en estos sindromes.'?*
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Orfao et al. (2010) recomiendan evaluar los compar-
timentos madurativos de al menos cuatro grupos de
precursores medulares: los precursores CD34+ y las
células CD34- comprometidas a linea de granuloci-
to neutréfilo, monocito y a la serie eritroide. Entre las
anomalias de los diferentes compartimentos citadas
por estos autores se encuentran: a) en el de progenito-
res mieloides CD34+: incremento de CD34+, aumento
de expresién de CD11b/CD15, ausencia de expresion
de CD13, CD33 y/o HLA-DR y expresién de antigenos
asociados a linea linfoide; b) en el de progenitores B
CD34+: descenso de precursores CD34+/CD10+; c) en
el de precursores de granulocito maduro: hipogranula-
ridad, patrones de expresion alterada (CD11b/CD13/
CD16), ausencia de expresién de CD13 y/o CD33, y
expresion aberrante de CD34 y/o antigenos de linea
linfoide; d) en el de precursores de linea monocitica: al-
teracién del patrén de expresién de HLA-DR, CD11b,
CD13,CD14, CD33; y e) en el de precursores eritroide:
expresion aberrante de CD34 o elevada de CD45 y/o

| 206 | haematologica/edicién espafiola | 2011; 96 (Extra 1)

CD117.¥Hay pocos anticuerpos monoclonales comer-
cializados ttiles para el estudio de la eritropoyesis. Las

O Normal
= Abn §
B Abn7
OAbnSy7
B 1(11q23)
W 1(21q22)
B 115;17)
O inv(16)
B 1(8;16)
Dtris 8

0 -13/113q-
(%) O Others

Figura 1. Anomalias citogenéticas (%) en 306 casos de SMD-t y
LMA-t. (Smith SM et al. Blood 2003; 102:43-52)
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aproximaciones mas frecuentemente utilizadas son el
analisis de la expresién de CD71 (receptor de la trans-
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Figura 2. Anomalias citogenéticas (%) en 182 casos de LMA-t.
(Kayser et al. Blood 2011; 117:21372145)

ferrina), CD235a (glicoforina a), CD105 (endoglina) y
CD117 (c-kit).'*?

De los parametros anteriormente citados, el porcen-
taje de mieloblastos, el de precursores de linea B, la ex-
presion de CD45 en los mieloblastos y la valoracion de
la granulacién de los granulocitos neutréfilos (SSC) son
los mas reproducibles entre observadores y aplicables
en la mayoria de laboratorios.”

En el caso de que se trate de una leucemia aguda se-
cundaria a tratamiento se debe aplicar el panel de anti-
cuerpos que se utiliza para las leucemias de novo teniendo
en cuenta que existen casos de leucemias agudas relacio-
nadas con el tratamiento que son de linea linfoide B.5®

Citogenética
El estudio llevado a cabo por el Grupo de la Uni-

versidad de Chicago en 306 pacientes con SMD-t y
LMA-t senté las bases de las alteraciones cromosé-
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micas asociadas a estos sindromes (Figura 1).2 Las al-
teraciones mas frecuentes son las anomalias de los
cromosomas 5 y 7 o de ambos, ya sean solas o en
combinacién con otras alteraciones, que se observan
hasta en un 70% de los casos. Las translocaciones
equilibradas que implican a 11q23(AMLL) o a 21q22
(RUNX1) se sitGian en torno al 6%. También encon-
traron anomalias usualmente asociadas a las LMA de
novo, como la t(15;17)(q22;q12-21)/PML-RARa vy la
inv(16)(p13.1;q22)/CBFB/MHY11. Otro trabajo, en el
mismo ambito, es el recientemente publicado por el
Grupo Alemadn, aunque éste se ha llevado a cabo sélo
en pacientes con LMA-t (Figura 2).?

El estudio del cariotipo es indispensable en las neo-
plasias mieloides y no mieloides secundarias a tra-
tamiento. Se encuentra un cariotipo anémalo en un
75-92% de los casos.?3?2% Ademads de confirmar la
sospecha diagnéstica, tiene un gran valor prondstico.
Actualmente, se consideran alteraciones asociadas a
NM-t de alto riesgo: -5/del(5q), -7/7q-, inv(3)(q21q26)
o t(3;3)(q21;q26), reordenamientos en 1123 (MLL),
t(6;9)(p23;q34) y cariotipo complejo (=3 anomalias).
Dentro del bajo riesgo se incluyen la pérdida del cro-
mosoma Y, la t(8;21)(q22;q22), la t(15;17) y la inv(16)/
t(16;16) en los puntos de rotura citados anteriormen-
te.23222 Sin embargo, los pacientes con NM-t y la
t(8;21), la inv16 o t(16;16) tienen un prondstico signi-
ficativamente peor que los pacientes con LMA de novo
y las mismas alteraciones.*” En cuanto a los pacien-
tes con SMD-t y LMA-t sometidos a TPH, los pacien-
tes con cualquier anomalia citogenética tienen mayor
probabilidad de recaida a los 3 afios que los pacientes
con cariotipo normal.**

Aunque de momento el nimero de casos descritos es
bajo, se han comunicado casos de leucemias linfoblasti-
cas agudas relacionadas con tratamiento (LLA-t).5% De-
bido a ello, se han incorporado en la propuesta de cla-
sificacién para las neoplasias hematoldgicas (malignas)
secundarias o relacionadas con tratamiento (NH-t). En
estos casos, las alteraciones mdés frecuentes son las que
implican al gen MLL, seguidas por las que presentan
t(9;22)(q34;q11.2) con reordenamiento de BCR/ABL1.5%

Biologia molecular

Enlos pacientes con LMA-t con cariotipo normal puede
ser de ayuda el estudio de anomalias moleculares como
las mutaciones de la NP1 y la duplicacién interna en
tandem del FLT3 (FLT3-ITD), que se han encontrado en
menor frecuencia (14-16% y 12%, respectivamente)
pero con la misma influencia prondstica que en la LMA
de novo.*** En los SMD-t, las mutaciones de la NPA11
son todavia menos frecuentes (3,4%).2*

Muy recientemente, Kosmider et al. han estudiado
las mutaciones del gen ten-eleven translocation 2 (TET2)
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en 46 casos de LMA-t y en 201 en pacientes con
LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia
(LMAsmd). La frecuencia de mutaciones de TET2 en
las LMA-t era mds baja que en los casos de LMAsmd
(8,7% vs. 22,3%; P = 0,035). En la serie global (LMA-
t mas LMAsmd) las mutaciones de TET2 se asociaban
a cariotipo normal (P < 0,001), hecho que nunca se ha
descrito en SMD primarios y LMA de novo.?

Quizas la aportaciéon mdés interesante en estos sin-
dromes seria la confirmacién de la sospecha de que los
pacientes con LMA-t, cariotipo normal y NPA1 mu-
tada son en realidad LMA de novo, es decir, que no se
trata de leucemias secundarias a tratamiento sino de
segundas neoplasias sin relacién con los agentes cito-
toxicos previos. De momento, las caracteristicas tan
particulares de estas LMA-t asi lo hacen pensar.?*#

Por todo lo anteriormente descrito, se podrian clasi-
ficar las NH-t en un capitulo aparte y subclasificarlas
de acuerdo con la naturaleza de las mismas y las alte-
raciones cromosémicas o genéticas que presenten.

Propuesta de clasificacion de las neoplasias
hematologicas secundarias a tratamiento
(NH-t)

1. NH-t mieloides (SMD-t y LMA-t)

1. NHM-t con anomalias de los cromosomas 5 y/o 7

2.NHM-t con translocaciones de 11g23 (MLL) o
21q22 (RUNX1)

3. NHM-t con alteraciones especificas: t(8;21)
(q22;q22)/RUNX1-RUNX1T1,  +(15;17)(q22;q12-21)/
PML-RARa, inv(16)(p13.1;q22) o t(16;16)(p13.1;q22)/
CBFB-MHY11.

4. NHM-t con cariotipo complejo (NOS) no especifi-
cado en otro apartado

5. NHM-t con cariotipo normal y NPM1 mutada

6. Otras
2. NH-t linfoides (LLA-t)

1. NHL-t con t(4;11)(q21;23)/AF4-MLL

2. NHL-t con reordenamientos en 1123 (VLL)

3. NHL-t con t(9;22)(q34;q11.2)/BCR-ABL

4. NHL-t con cariotipo normal

5. Otras
3. NH-t no especificadas (NOS) en apartados
anteriores

Resumen

La integracién de todos los datos es fundamental
para el diagndstico de las NM-t y eleccion del trata-
miento més adecuado. Entre los datos clinicos, son
muy importantes la edad del paciente, el tipo de tra-
tamiento previo y las enfermedades asociadas en el
momento del diagndstico de la NH-t. El estudio mor-
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foldgico, junto con las técnicas de citoquimica, ayu-
dard a establecer el diagnéstico de leucemia aguda o
de SMD, asi como la filiacién de los blastos y el tipo
y grado de dismielopoyesis. El inmunofenotipo per-
mitird establecer la proporcién de blastos con carac-
teristicas aberrantes, la naturaleza de los mismos y si
existe mds de una poblacién leucémica. Ademas, nos
proporcionard informacién sobre las alteraciones en
la maduracién y en la expresién de antigenos de la li-
nea granulocitica y monocitica. La citogenética, obli-
gatoria en estas enfermedades, especificara el tipo de
anomalia cromosémica colaborando en la clasifica-
cién de la NM-t y en la orientacién del tratamien-
to. Por dltimo, en los escasos pacientes con cariotipo
normal, algunas alteraciones moleculares ayudaran a
establecer si se trata de una LMA-t o una LMA de no-
vo (NPM1 mutado).
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IN MYELOID NEOPLASIAS IN
RELATION WITH TREATMENT
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Introduction

Secondary hematologic malignancies are the most
severe long-term complications of antineoplas-
tic and immunosuppressive therapy. According to
published data, therapy-associated hemtaopoietic
neoplasms (T-HN) — most frequently acute myeloid
leukemias (AML) or myelodysplastic syndromes
(MDS) - and much less frequent acute lympho-
blastic leukemias (ALL), chronic myelod leukemias
(CML) or malignant lymphomas - were observed
following therapy of a primary malignancy or non-
malignant diseases. T-HN after Non Hodgkin’s
lymphomas occurred in 1.15% up to 7.4% (mean
2.5%) of patients'®, after Hodgkin’s disease in
0.75% to 6.5% (mean 2.3%)451 after breast can-
cerin 0.65% to 1.6% (mean: 0.9%) of patients!!-6.
After multiple myeloma the maximum incidence
observed was 17.4% at 50 months' and 10% af-
ter 8 years'. In MPS treated by radioactive phos-
phorus the maximum observed cumulative risk
was 10% after 10 years. The risk for T-AML after
cured ALL ranged between 3.8 at 6 years and 5.9 at
4 years. But also after treatment of a de novo AML,
especially after acute promyelocytic leukemia® T-
MDS/-AML have been observed. After therapy of

ovarian cancer the risk for T-MDS/-AML was 7.6 %
to 8.6% after 5 years. After testicular cancer the
risk for T-MDS/-AML/-ALL ranged between 1.3%
and 4.7% (see review)?!. T-HN have also been re-
ported after therapy of sarcomas in up to 11% at
5 years in a trial in patients with Ewing’s sarco-
ma* and anecdotically after therapy of lung can-
cer®”®. Even in non-malignant conditions like auto-
immune diseases or organ allografts treated with
immunosuppression (e.g. with Azathioprine) an
increased risk for T-HN has to be envisaged?®.

In general most experts expect the incidence of
T-HN to further increase due to improved efficien-
cy of antineoplastic therapy significantly improv-
ing survival on the one hand and statistically rais-
ing the probability to develop T-HN as a long-term
complication on the other hand.

Among 125 therapy-associated MDS, AML and
CML examined in our institution the most fre-
quent primary malignancies were (Figure 1): Breast
cancer, followed by Non Hodgkin’s lymphoma,
multiple myeloma, Hodgkin’s disease, AML, lung
cancer, ovarian cancer, cancer of the testis, and
rheumatoid arthritis. 17% had miscellaneous sol-
id tumors. These observations are in line with find-
ings of other groups®. Besides the classical ther-
apeutic mutagens irradiation and chemotherapy,
there is a growing body of evidence that also im-
munosuppressive therapy e.g. with azathioprine®
and also cytokine therapy have the potential to
contribute to the induction of T-HN after NHL?*
and breast cancer?.

In the WHO-classification?® two subtypes of T-
HN are distinguished: Those with an antecedent
exposure to alkylating agents and those following
topoisomerase-II (topo-II) inhibitors. After alkylat-
ing therapy typically T-MDS with
unbalanced abnormalities of chro-

Frequencies of primary diseases in 125
patients with therapy-asociated hematologic
malignancies

mosomes 5, 7, 13 and 17 occur af-
ter a relatively long latency period
—often 5 to 7 years - after therapeu-
tic exposure, while an inhibition of
topoisomerase-II is associated with
balanced abnormalities of chromo-

" freast 2 some bands 11923 or 21g22 and a
" NHL much shorter latency of 6 months
¥ Myeloma to 3 years. It was shown by several
® Hodgkin groups that the prognostic impact
=AML of chromosome aberrations is re-
#Lung Ca tained in T-MDS/-AML in relation
= OvarlanCa to their de novo counterparts®. Re-

_ ferring to the applied antecedent
B Testis Ca

therapy and cytogenetic features a
third group has been proposed fol-

Figure 1

lowing therapy with other agents
like bimolane or radiation alone
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presenting with t(15;17) or inv(16q) after a rela-
tively short latency period of 2-3 years®.

Conventional cytogenetics

Although there is no single cytogenetic abnormali-
ty which would be specific for T-HN, quantitative
differences of chromosomal abnormalities in pri-
mary vs. therapy-associated (T)-MDS do exist. The
frequency of clonal aberrancies is much lower (37-
50%) in de novo MDS**** compared to 82-94% in t-
MDS34442 Complex abnormalities and unbalanced
chromosome 5- and/or 7-alterations as well as chro-
mosome 17p-anomalies are significantly increased

Table 1. Incidences (%) of chromosome abnormalities in
overrepresented in t-MDS and t-AML compared to de novo
cases (% is related to abnormal cases) (according to 34)

Abnormality MDS de novo LMDS p-value*
(n=1377) (n=252)
-5 6.7 16.0 <0.001
-7 12.0 35.0 <0.001
sole -7 5.7 12.0 <0.001
7q- 5.0 g9 0.005
loss of 5 and/or 7 45.0 70.0 <0.001
13¢- 1.7 4.0 0.03
der(17p) 4 7 0.02
complex 24 39 <0.001
Abnormality A%igzg;;o (rfjg;l ) p-value*
3p- 0.9 29 <0.001
-5 4.2 13.0 <0.001
5g- 6.8 13.0 <0.001
-7 9.3 29.0 <0.001
sole -7 31 8.8 <0.001
1q- 4.0 6.2 0.02
der(1;7) 0.2 2.1 <0.001
loss of 5 and/or 7 20.0 49.0 <0.001
der(12p) 4.2 6.4 0.02
-17 4.7 9.1 <0.001
der(17p) 29 6.2 <0.001
-18 35 6.9 <0.001
21 25 71 <0.001
t(1;3)(p36;021) 0.1 0.5 0.02
t(9;11)(p22;923) 1.8 6.0 <0.001
t(11;19)(q23;p13) 0.4 24 <0.001
t(11923) 39 12.0 <0.001
complex 23.0 40.0 <0.001

* Calculated by chi-square test and Fisher's exact test

in T-MDS, while sole 5q-, trisomy 8 and sole 20g-
were underrepresented®“##>. In a cohort of n=116
patients with therapy-associated MDS, AML or
CML examined at our institution the aberration rate
was 66%. The most frequent abnormalities were
complex changes (29%), followed by monosomy 7
oder deletion of 7q (20%), CBE-like (t(8;21)/inv(16))
changes (12%), trisomy 8 (8%), t(15;17) (5%),
del(20q) (6%), del(5q) (5%), del(9q) (5%), t(11;19)
(8%), +21 (83%) and miscellaneous other chang-
es (80%) (unpublished as yet). In a series of n=297
pts. with T-MDS/-AML from the university of Chi-
cago, 93% of patients presented with clonal abnor-
malities of which 70% had anomalies of chromo-
somes 5 and/or 7. The following other abnormlities
were observed: t(11g23) in 3%, 21q22-abnormali-
ties in 3%, t(15;17) in 2%, trisomy 8 in 3%, inv(16)
in 2% -13/13q- in 1%, and del(20q), del(11q), tri-
somy 11, trisomy 21 and loss of Y-chromosome in
0.3% each®. The most comprehensive comparative
analysis of cytogenetic findings in de novo MDS, de
novo AML, T-MDS, and T-AML was performed by
the group of Johansson®. The analysis was based on
a collection of 4230 patients with AML and 1629 pa-
tients with MDS. Among these cases 14% were T-
AML and 15% T-MDS. Clonal abnormalities were
significantly more common in T-AML (68%) and T-
MDS (84%) versus de novo AML (50%) and MDS
(45%). In T-MDS/AML the number of abnormali-
ties and the ploidy levels differed significantly from
de novo cases. Complex and hypodiploid cases
were more common in T-MDS/AML. In T-AML un-
balanced changes in general and t(1;3), der (1;7), 3p-
’ '57 5CI'7‘7; 7q') t(gll]‘)i t(11)19)7 t(11q28)) der(12p)/
-17, der(17p), -18 and -21 were significantly more
frequent compared to de novo AML. In T-MDS -
5,-7,7q-, 13q-, der(17p), and -18 were significantly
more common. The type of prior treatment corre-
lated significantly with the number of anomalies in
T-AML. Also single abnormalities varied according
to antecedent therapy such as 5q- which was asso-
ciated with MDS after radiotherapy, monosomy 7
which was more common after alkylating therapies,
and 11q23-translocations which were closely asso-
ciated with T-AML after topoisomerase-II inhibi-
tors®. Further details are shown in Table 1. Relat-
ed to del(5q), recent data imply that deleted regions
in del(5q) might be different between de novo and
therapy-induced cases. Boultwood et al.** identified
three patients with very small del(5q) deletions and
reported a commonly deleted region (CDR) of 1.5
Mb within band 532 flanked by the loci D55413
and GLRA1. Recently Ebert and colleagues® identi-
fied the ribosomal protein RPS14 located within this
region as the relevant gene for erythropoietic defects
in MDS with isolated del(5q). Haploinsufficiency of
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Table 2. Chromosomal localization and frequency of genetic imbalances by array CGH

in T-AML (n=50) vs. de novo AML (n=550) (according to *°)

of patients displayed submi-
croscopic CNA in compari-

Chromosomal region/band Type of imbalance Ze#::ﬂcy
121 - q44 gain 6%
1q44 loss 6%
3p26.3 - p12.3 loss 16%
3013.1-q29 loss 8%
4927 - q31.2 loss 12%
5q11 - q33.3 loss 86%
6p25.1 - p22.1 loss 10%
7p15.2 gain 8%

7p22 - p14.1 loss 14%
7921.1-7q36.2 loss 48%
8p23.2 - 8p12 loss 6%
8q24.3 gain 8%
12p13.3-p12.3 loss 26%
17p13.2 - 17p11.2 loss 18%
17q12 - ¢21.31 gain 8%
21q22.12 Loss 8%

Frequency in son to 50% of cytogenetically

de novo AML normal T-AML. The chromo-
1.5% somal localization was het-
0 erogenous and significant-
1.9% ly different between the two
7 cohorts with no common
minimal critical regions. In a

22 comprehensive evaluation in-
2% cluding own as well as pub-
2.8% lished data, the group further-
2.9% more described MCR in 550
0.7% cases with de novo and 50
16% cases with T-AML. MCR in 50
patients with T-AML vs. 550

0.1% patients with de novo AML
2.2% were differentially frequent
6.5% resulting in a specific profile
4% of genomic imbalances in T-
1.3% AML (Table 2). Interesting-
. ly the three most frequently

other genes in this CDR, also of micro RNAs might
have additional impact on the phenotype of del(5q)
cases. This CDR contrasts with more centromeric
(band 5g31) segments found to be consistently de-
leted in del(5q) patients with AML and higher risk
MDS, often with complex abnormalities, studied by
Zhao et al¥ and Horrigan et al.%®. Candidate genes
in this region are EGR1, APC, HSPA9, CTNNA1 and
DIAPH1.

deleted chromosomal regions
5q (86%), 7q (48%), and 12p
(26%) are involved in com-
parable frequencies in visible chromosomal de-
letions in T-HN. In T-AML patients CNA char-
acteristics did not differ between those induced
by alkalting agents versus those following topoi-
somerase-1I inhibotors. The authors speculated
that several genes of which so far only a minority
were known play a significant role in T-AML (Ta-
ble 3).To the best of our knowledge other whole
genome analyses like SNP array profiling or next

Copy number variations detected by
array CGH

Table 3. Chromosomal localization of genetic imbalances by array CGH and
candidate genes in T-AML (according to 3°)

Chromosomal region/band  Type of imbalance ~ Candidate Gene(s)
To investigate whether‘ gumicroscopic 1q44 loss SMYD
copy number abnormalities (CNA) dif- 3p14.1 - p12.3 loss PROK2, SHO1
fer between T-AML and de novo AML
4q31.2 loss SMAD1
array CGH analyses were performed
in 30 patients with therapy-associated 5q31.1 loss CDKL3, UBE2B, DDX46
and 36 patients with de novo AML?. 5031.3 -q32 l0ss PRELID2, TCERGL, LARS, FBKO38,
P L POUAFL, RBM27
In de novo cases eight minimal critcal '
. . . . 7p22 loss CARD11
regions (MCR) with a size ranging be- _
tween 0.95 Mb to 45.96 Mb were de- e gain UG b e
tected compared to 12 MCR in t-AML 7621.2 loss PFTK1
(0.04 Mb to 36.44 Mb). The number 7921.3 - q22.1 loss mir-25, mir-93, mir-106h, MCM7, TRAPP
of CNA was higher in t-AML with 63 7433 - q34 l0ss mir-490, CREB3L2,
Lossesf 35?3641 l;o’ams V"l{th a mean num-  gpyg gain PSCA, C80rf55, JRK
er of 3.46 abnormalities per case in 12p13 = ETV6, CDKN1B
comparison to 32 losses and 37 gains
with a mean number of 1.9. In de novo SIS 2SIpie] I IES9
cases with a normal karyotype 18% 2192212 loss RUNX1
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generation sequencing have not been performed
in T-HN systematically or in a substantial num-
ber of patients.

Gene mutations

In MDS and AML three types of mutations can be ob-
served: 1) Activation of genes from the tyrosine ki-
nase- RAS/BRAF pathway associated with increased
proliferation, the so-called class I mutations, affecting
genes such as FLT3, cKIT, cFMS, JAK2, NRAS, KRAS,
BRAF or PTPN11, 2) inactivating mutations of tran-
scription factor genes, such as RUNX1, CBFB, MLL,
RARA, EVI1, NPM1 and CEBPA leading to impaired
cellular differentiation (class II mutations) and 3) in-
activating mutations of the tumor suppressor gene
TP53%. Class I mutations are considered late events in
leukemic evolution and cooperate with class II muta-
tions. Point mutations of TP53 are the most frequent
molecular defects in T-MDS/-AML, occurring in 20%
to 30% of patients. Often these mutations are accom-
panied by other genetic alterations (deletions/micro-
deletions and recently described uniparental disomy)
leading to loss of heterozygosity leaving no intact al-
lel left. TP53 mutations show a close association with
complex chromosome abnormalities involving chro-
mosomes 5 and/or 7 and/or 17p. Frequently, amplifica-
tions of the MLL gene in 11q23 or the AML1/RUNX1
gene in 21q22 have been observed in these cases in the
sense of cooperating genetic alterations*’. Mutations
of AML1/RUNX1 belong to the most frequent mole-
cluar alterations in T-MDS/-AML and have been ob-
served in 15.7% of 140 patients with T-AML/-MDS.
These mutations where furthermore found to be as-
sociated with -7/7q- and increased risk for leukemic
transformation®. All the above mentioned genes have
been found to be mutated in T-MDS/-AML in vary-
ing frequencies. An overview is given in Table 4. Re-
liable data concerning the role of recently identified
gene mutations in de novo MDS (e.g. affecting TET2,
ASXL1, CBL, DNMT3A, IDH1 and 2, EZH2 and UTX)
are not available for therapy-associated MDS as yet
(reviewed in ).

Epigenetic findings

The epigenetic modification of molecular pathways
by aberrant promotor methylation has gained increas-
ing interest during the last years. Methylation of the
promotor of p15INK4B localized in 9p21 has been ob-
served in 55 of 81 patients with T-MDS/-AML. This
was significantly associated with therapy-associated
MDS evolving to AML and thus presenting as a late-
occurring genetic event. This abnormality was fur-

thermore found to be associated with chromosome 7-
abnormalities*.

Recently, an Italian group examined the methylation
status of key promotor regions in de novo and thera-
py-associated AML and MDS?. In their comparative
study of 385 patients (105 de novo MDS, 208 de novo
AML, 45 T-MDS and 27 T-AML) they used a methyl-
ation-specific PCR to analyze the promotor-methyla-
tion status of E-cadherin (CDH1), thrombospondinl
(TSP1) and DAP-Kinase 1 (DAPK1). They found out
that DAPK1 was significantly more frequently meth-
ylated in T-MDS/AML compared to the de novo cas-
es (p=0.0001). Methylation of CDH1 was equal in T-
MDS/AML and de novo AML but less frequent in de
novo MDS (p=0.003). TSP1 was only rarely methylat-
ed and not associated with T-MDS/AML (Table 5). In
177 pts. all three promoters where examined parallely
revealing that t-MDS/AML and de novo AML showed
mor frequently multiple hypermethylations as com-
pared to de novo MDS.

Gene expression profiling

An expression profiling of CD34+ hematopoietic bone
marrow cells was performed in 14 patients with T-
AML by Qian and co-workers®. Eleven (79%) of these
patients had clonal cytogenetic aberrations. Gene ex-
pression profiles of these patients were compared with
those of 3 healthy controls. A total of 2.945 genes, ex-
pressed in CD34+ cells, were analyzed according to
their expression levels. By this procedure common fea-
tures for T-AML and two major groups — and one sub-
group could be identified (Table 6): Group A conisted of
cases with monosomy 7 but no chromosome 5 anom-
aly, group Al contained cases with a normal karyotype
or trisomy 13 and group B was defined by chromosome
5 abnormalities within a complex karyotype. A com-
mon feature of all T-AML was the down-regulation of
genes for differentiated functions of hematopoietic cells
such as the serine proteases CTSG, ELA2, PRTN3, and
AZU1, myeloperoxidase and the platelet-specific pro-
teins PF4 and PPBP. Down-regulation of these genes is
suggestive for a maturation arrest and trilineage dyspla-
sia characteristic for T-AML. Ten genes essential for the
differentiation of neutrophils, eosinophils and plate-
lets were expressed in the normal controls but not in
T-AML. Group Al showed a significant down-regula-
tion of transcription factors involved in hematopoiet-
ic differentiation in comparison to group B leukemias
and overexpression of FLT3, PIK3 and the antiapop-
totic gene BCL-2. According to the general molecular
pathways in AML defined by Gilliland* loss of TAL1,
GATA1 and ELKF expression in group Al could be asso-
ciated with impaired differentiation while overexpres-
sion of FLT3, PIK3C2B, and BCL2 would be part of the
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proliferative and immortality
component of the AML model.

Table 4. Frequency of gene mutations in de novo and T-MDS/-AML (according to *')

While the initiating mutations

. A and Al ned Type of Gene Gene mutations T-MDS/AML (%)  De novo MDS (%)  De novo AML (%)
in groups A an remaine

undetermined, Quian and col- Tumor suppressor TP53 p.m. 20-3 5-10 ;gég
leagues speculated that muta- Tyrasine Kinases FLT3 i:t.d. rare/10 rare rar;a

tions and/or haploisufficiency JAK2 p.m. 2-5/rare 25

of genes located on chromo-

& . A RAS/BRAF pathway A/ NRAS p.m. i Y i
some 5q might be initiating PTPN11 p.m. 35 35 35
events in type B leukemias. /:Arﬂjl/rﬁUNﬂ 17-32/7-10 10-15 12:20

o 45/15 rare 4050

MLch. ’ rare/5-7 rare 5-7
Genetic pathways Transcription factors "' rare/2-3 rare 58

RARA C .r. rare/2-3 rare 2-3
Only limited data is available EVI1 or. rare/2-3 e 23
describing early mechanisms CEPBA p.m rare/are fare 1520

after exposure to leukemogen-
ic therapy and before occur-
rence of clonal genetic altera-
tions.

In a prospective investigation by RT-PCR with a
sensitivity of 10-4 to 10-5 Basecke et al.*® demonstrat-
ed that molecular aberrations (RUNX/RUNX1, PML-
RARA, CBFb-MYH141, MLL-MLLT1, BCR-ABL fu-
sions) were induced dose-dependently in 46% of 95
patients by intermediate or high-dose chemothera-
py of aggressive lymphoma. The earliest observations
were made during therapy, the latest 14 months after
end of therapy. Cytogenetic analyses were performed
in 53 patients after high dose chemotherapy revealing
increased chromosomal breakage in 19% and clonal
abnormalities in 6%. All molecular aberrations and
clonal cytogenetic anomalies were transient. During
clinical follow-up no patient developed T-HN. It was
concluded that the observed abnormalities were not
predictive for T-MDS/AML but reflect a general che-
motherapy-induced genotoxicity occurring in a sub-
stantial portion of patients not representing expanding
aberrant cell clones™. These findings are compatible
with in vitro and in vivo findings after treatment of
CD34+ cells with etopoisde showing rapid induction
of translocations involving MLL with a subsequent ex-
tinction of most but not all of these cell populations®.

An early step in leukemogenesis may be accelerated
telomere shortening in myeloid cells. This was dem-
onstrated in a prospective comparative study of 9 pa-
tients after high dose chemotherapy and autologous
stem cell transplantation for malignant lymphoma lat-
er developing T-MDS/AML and 24 matched controls.
It was shown that accelerated telomere shortening
was an independent risk factor for the development
of T-MDS/AML. It was concluded that telomere dys-
function may be due to increased clonal proliferation
and/or disturbed telomere regulation in premalignagt
cells®. Telomere shortening can trigger genetic insta-
bility by promoting chromosomal end-to-end fusions
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Legend: p.m. = point mutations, i.t.d.= internal tandem duplications, c. r.= chimeric rearrangements
(e.g. translocations and inversions leading to fusion genes)

and as a consequence gene deletions or amplifications
can arise™”,

The induction of clonal abnormalities can some-
times be observed very soon after start of therapy. As
an example the emergence of cells with a topo-II-in-
hibitor induced MLL-ENL fusion (molecular manifes-
tation of t(11;19)(q23;p13.3) could be retrospectively
demonstrated in a child treated for acute lympho-
blastic leukemia only 6 months after start of ther-
apy by PCR*®. In another case report of a T-AML in
a 13 years-old child with neuroblastoma a cryptic
t(11;17)(q23;p18) (MLL-GAS7-fusion) was tracked
back only 1.5 months after start of therapy. In their
discussion the authors made the very interesting point
that alternatively to an induction by the topo-II-inhib-
itor the chemotherapy might have selected for a trans-
location that was already present before therapy but
below the detection level of PCR, which would be in
line with previous proofs of MLL tandem duplications
in healthy subjects®.

In a comprehensive model considering cytogenetic
findings and molecular mutations of 14 different genes
(Table 4) eight distinct genetic pathways in the patho-
genesis of T-MDS/AML had been defined by Peders-
en-Bjeergard*. Pathway I is defined by monosomy 7/
del(7q), normal chromosomes 5, and lack of balanced
aberrations. On the molecularlevel AVL1/RUNX1 point
mutations are frequent and associated with rapid pro-

Table 5. Frequency of promoter methylation in patients with
de novo and T-MDS/AML (according to 47)

Gene T-MDS/AML De novo MDS De novo AML
DAPK1 39% 15.3% 24.4%

CDH1 51% 29% 53.4%

TSP1 6% 5.7% 1.2%
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Table 6. Subgroups of T-AML, defined by cytogenetic and gene expression analyses (according to *8)

Subgroup  Cytogenetic features Down-regulated genes
A monosomy 7, no chromosome
5 anomaly
Al Normal karyotype, trisomy 13 TAL/1SCL, GATA1, ELKF
NRC1,APC, CYFIP2,
complex anomalies containin 1QGAP2, DOCK2, ADRB?,
B P ¢ CSPG2, U30521, HSPC16

abnormal chromosomes 5

Lack of ICSBP

Up-regulated genes

CCNA2, CCNE2, CDC2,
BUB1, CKS2, MYC

FLT3, PIK3, BCL2

Biologic consequences/remarks

Increased proliferation

Down-regulated genes are transcription factors
regu-lating hematopoiesis leading to impaired
differentiation

Up-regulated genes involved in hyperproliferation
and immortalisation

All genes located on 5q were down-regulated in
cases with loss of 5q (gene dosage effect?)

Deregulated proliferation and differentiation

gression to overt AML. These cases typically present as
MDS after alkylating therapy. Pathway 1I includes pa-
tients with loss of chromosome 5 material often as part
of complex abnormalities but without balanced aberra-
tions. Occasionally, monosomy 7 or del(7q) is observed
in these cases. On the molecular level this pathway is
characterized by TP53 mutations. Pathway III is clearly
defined by balanced abnormalities involving chromo-
some band 11g23 and on the molecular level the /VLL
gene. Cooperating mutations of NRAS, KRAS or BRAF
are common. By cytomorphology these cases are main-
Iy FAB 4 or 5 AML. This pathway is significantly associ-
ated with topoisomerase-Il inhibitors. Pathway IV is cy-
togenetically characterized by balanced abnormalities
of 2122 or 16q22 harbouring the genes RUNX1 and
CBFB respectively. These cases mainly present as AML
and are frequently observed after anthracycline chemo-
therapy. Pathway V comprises patients with balanced
rearrangements of 17q21 with involvement of the reti-
noic acid receptor presenting with acute promyelocyt-
ic leukemia. Frequently FLT3 tandem duplications can
be observed as additional molecular alterations. These
cases are often observed after adjuvant therapy of
breast cancer with mitoxantrone. Pathway VI is char-
acterized by balanced rearrangements affecting chro-
mosome band 11p15 harbouring the NUP98 gene. To
date no cooperating mutations are known. This path-
way is closely related to topo-II inhibitor therapy. Path-
way VII comprises patients with a normal karyotype.
In these patients point mutations of NRAS, and inter-
nal tandem duplications of MLL have been observed.
Hopefully, future whole genome sequencing strategies
will be able to delineate the molecular background in
these patients. These cases often are clinically atypical
and lack a clear association with an antecedent therapy.
Pathway VIII contains patients with other chromosom-
al changes such as trisomy 8. In these cases accompa-
nying gene mutations are rare. Only a few cases with
mutations of genes involved in the RAS-BRAF signalling
pathway have been observed.

Cooperations of gene mutations have been dissect-
ed in T-MDS/-AML with an association of Class I (ac-
tivating mutations of receptor tyrosine kinases leading
to increased cell proliferation) and class II (inactivat-
ing mutations of transcription factor genes leading to
impaired differentiation) genes in 25 of 140 patients
with T-MDS or T-AML. The observed associations
were NPA1 with FLT3, RUNX1 with ¢KIT and RARA
with FLT3Y.

Predisposing genetic factors

Parameters which might allow an estimation of the
individual risk to develop a therapy-induced neopla-
sia are urgently needed. Thus, during the last decade
much effort has been put into the delineation of pre-
disposing host-related genetic factors such as poly-
morphisms of detoxification - and DNA-repair genes.

The so-called xenobiotic metabolizing enzymes
(XME) are essential for the detoxification of drugs and
other foreign compounds. They protect the organ-
ism against environmental toxins and regulate the me-
tabolism of drugs. Table 6 gives an overview of an-
tineoplastic agents and related detoxification/repair
enzymes. Two phases of detoxification have been de-
fined. Phase I reactions are related to the cytochrome
P-450 enzyme system which is involved in oxidative
reactions leading to polar and reactive metabolites.
Phase II reactions are performed by several super-
families of enzymes including sulfotransferases, glu-
coronosyltransferases, NAD(P)H:quinine oxidoreduc-
tase (NQO), epoxide hydrolases (EPH), glutathione
S-transferases (GST) and N-acetyltransferases (NAT).
Phase 1I reactions are important for metabolization or
conjugation of reactive metabolites and thus enhanc-
ing hydrophilicity and finally biliary or urinary excre-
tion (reviewed in ). One of the most abundant Phase
[ enzymes is the isoenzyme CYP3A4 involved in me-
tabolization of epipodophyllotoxins, etoposide, teni-
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Table 7. Antineoplastic therapies and related detoxification/DNA-repair enzymes

(according to 58)

allele in patients with T-AML
and antecedent therapy with

CYP-
Type of therapy Substance GST Isoenzyme
Mechlorethamine
Cyclophosphamide ~ GSTT1 gzgfg
Alkylating agents Melphalan GSTM1/GSTP1
CYP3A4
Busulphan
BCNU, CCNU
Topisomerase-| infibitors  1°P0LeCN CYP3Ad
Irinotecan
Mitoxantrone
Daunorubicn
Topisomerase-Il . CYP1B1
inhibitors LU CUED (ESTIRED CYP3A4
Etoposide
Teniposide

lonizing radiation

i known GSTP1 substrates®.
DNA-repair enzyme

Other important risk fac-

MGMT tors for T-MDS/-AML are de-

BER fects in DNA-repair. Double

(RAD51) strand breaks represent the

(XRCC3) most severe and important

e type of DNA damage. They

can lead to cell death or loss

of genetic material thus fos-

i tering chromosomal aber-
(RAD51) : ) 4

(RCC3) rancies. The most intensive-

ly examined double strand

(RADS1) DNA-repair enzymes in re-

(XRCC3) lation to therapy-induced

poside, cyclophosphamide, ifosphamide, vinblastine,
and vindesine. Felix et al. found a variant of the 5’ pro-
moter region (CYP3A4-V) in 19 of 99 patients with de
novo AML and in only 1 of 30 patients with T-AML.
The variant was absent in patients with anomalies
of the MLL gene. It was speculated that the CYP3A4
wildtype is associated with increased production of re-
active toxic intermediates leading to an increased risk
for T-AMLY. An association between defects in the
NQO1 pathway and occurrence of clonal hematopoi-
esis, accelerated telomere shortening, and increased
oxidative stress has been described by Fern and col-
leagues in patients after conventional chemotherapy.
The findings were interpreted as defining possible risk
factors for T-MDS/-AML®. Larson and co-workers ob-
served a higher frequency of individuals homozygous
for the NQO1 609 C—T polymorphism in T-AML
(11%) vs. de novo AML (4%). In patients with chro-
mosome 5 and/or 7 abnormalities or in those treated
with alkylating agents this difference was even more
pronounced®. In infant T-ALL, supposed to occur in
utero, maternal carcinogenic exposure is assumed. In
this connection an increased frequency of MLL trans-
locations and the NQO1 C609T polymorphism was
reported®. Polymorphisms of isoenzymes of the GST
family were also reported to be associated with an in-
creased risk for T-MDS/AML. This was demonstrated
for Japanese patients with the GSTT1 null genotype
by Sasai and co-workers®. Our group could observe a
significant overrepresentation of combined homozy-
gous deletions of GSTT1 and GSTM1 in 44 patients
with T-MDS/-AML after breast cancer (55%) treated
with chemo- and/or radiotherapy in comparison to
239 healthy controls (8%, p=0.0003)%. In a study of 89
T-AML, 420 de novo AML and 1022 matched controls
Allan et al. found no association of GSTM1 or GSTT1
with T-AML, however this group observed a signifi-
cant overrepresentation of the GSTP1 codon 105 Val
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MDS/AML are RAD51 and

XRCC3. For both enzymes
polymorphisms with an impact on the repair function
— RAD51-G135C and XRCC3-241 MET - are known
(reviewed in °¢). Seedhouse and co-workers found a
significantly higher incidence of the RAD51-G135C
polymorphism in 51 T-AML patients compared to
matched normal controls resulting in a 2.7 fold in-
creased AML risk. The risk was substantially high-
er when both polymorphisms - RAD51-G135C and
XRCC3-241 MET were present in one and the same
individual with an 8.1 fold risk for T-AML%. Micro-
satellite instability (MSI) is a hallmark of mismatch-re-
pair defects®. In a case-control study of 420 patients
with de novo AML, 91 with T-AML and 837 matched
controls Worillow et al. found a low incidence of MSI
in de novo AML in comparison to 38% MSI-positive
cases in 34 patients with T-AMLY. These data are in
line with findings of other groups®. If already a single
deficient component of the detoxification/repair com-
plex can significantly increase the risk for T-HN it is of
special interest whether combined defects occur and
which impact they would have on the leukemia/MDS
risk. This was investigated by the group of Seedhouse
who observed a triple combined defect — GSTAI1 null
genotype + RAD51-G135C + XRCC3-241 MET in 12
(5.6%) of 216 de novo AML, resulting in a 15.3 fold
risk for AML. Respective calculations referring to T-
AML patients were not possible due to the low num-
ber of patients®.

Very recent results of proteome analysis by NMR
spectroscopy imply that dysfunctions in several met-
abolic pathways are associated with an increased risk
for T-MDS/AML after autologous hematopoietic stem
cell transplantation for malignant lymphoma. Non-
parametric tests and multivariate analysis were per-
formed to compare metabolite patterns of peripher-
al blood stem cells in 6 patients developing T-MDS
within 5 years after transplantation with those of 6 pa-
tients that did not. The critical pattterns identified by
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this approach include metabolic pathways leading to
mitochondrial dysfunction. As a consequence the ca-
pacity for detoxification of oxygen radicals generated
by irradiation and chemotherapy is decreased favour-
ing leukemogenic mutations. The authors hypothe-
sized that the observed dysfunctions could be caused
by therapeutic exposure before stem cell transplanta-
tion, transplant conditioning, autograft collection and
hematopoietic regeneration®. The conclusions ob-
tained from the proteome analyses are supported by
microarray gene expression profiling of the same pa-
tients cohort using a larger sample size which identi-
fied the same cellular metabolic pathways as risk fac-
tors for T-MDS’’.

Conclusions

Therapy-induced hematologic neoplasms represent the
most severe long-term complication of antineoplastic
therapy with breast cancer as the leading primary ma-
lignancy. It is anticipated that the incidence will further
increase in future. On the cytogenetic level T-HN are
well characterized. They can be subdivided into at least
two subgroups according to the cytogenetic profile and
the antecedent therapy with distinct prognosis. The in-
troduction of array CGH has enabled a more compre-
hensive characterization of copy number variations ad-
ditive to conventional cytogenetics at a submicroscopic
level displaying new critical chromosomal regions. A lot
of candidate genes now have been identified which will
be promising as targets for further investigations and in-
novative therapeutic strategies. The same holds true for
epigenetic - and gene expression analyses. Knowledge
of the multistep pathogenesis spanning from cellular
damage to clonal therapy-induced malignancy now is
increasing with impressive data about the rapidity of
the leukemogenic process in vivo. A very clear picture
of the genetic mechanisms behind the development of
T-HN has been condensed with as yet 8 clearly distinct
pathways. It has also become evident that host fac-
tors such as constitutional impairment of metabolism
of foreign compounds and DNA-repair contribute sub-
stantially to the development of T-HN and provide the
opportunity to define patient cohorts at risk and to de-
velop strategies to rescue these patients from therapy-
associated malignancies.
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ASPECTOS CLINICOS, i
PRONOSTICOS Y TERAPEUTICOS
DE LAS NEOPLASIAS MIELOIDES
RELACIONADAS CON LA TERAPIA

J. ESTEVE REYNER, M. PRATCORONA CANELA,
M. Diaz BEYA

Servicio de Hematologia. IDIBAPS. Hospital Clinic.
Barcelona

Concepto

Bajo la definicién de neoplasia mieloide relacionada
con tratamiento (NM-t) reconocida en la Gltima clasifi-
cacién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS,
2008) se agrupan sindromes mielodisplasicos (SMD-t),
leucemia mieloide aguda (LMA-t) y neoplasias mielo-
displasicas-mieloproliferativas (NMP-t) que aparecen
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tras la exposicién previa a agentes quimioterapicos y/o
radiaciones ionizantes’. La misma definicion de NM-t
comprende un extenso abanico de entidades nosoldgi-
cas y un amplio repertorio de potenciales agentes cau-
santes, lo que condiciona la gran heterogeneidad bio-
légica y clinica de estas enfermedades.

Los potenciales agentes causantes pueden sistema-
tizarse en grandes familias de formacos, entre los que
destacarfan agentes alquilantes, inhibidores de to-
poisomerasa II, radiaciones ionizantes y otros agen-
tes como antimetabolitos, agentes antitubulinicos o
farmacos inmunosupresores. Un aspecto interesan-
te en este contexto es el de la vigilancia epidemiolé-
gica para un reconocimiento del potencial leucemo-
geno de nuevos farmacos introducidos en la practica
clinica, como serfan los diversos agentes radioinmu-
noterdpicos que combinan un anticuerpo monoclonal
con isétopos radioactivos, utilizados mayoritariamen-
te en el tratamiento de neoplasias linfoides, y cuyo po-
tencial leucemogénico es incierto. Por otra parte, cabe
considerar este grupo de enfermedades (NM-t) como
una secuela de incidencia creciente debido a la prolon-
gacién de la supervivencia en enfermos de cancer. Las
neoplasias primarias mas frecuentes son las neoplasias
de mama y linfomas en adultos. Aunque dificil de pre-
cisar, el riesgo de desarrollo de NM-t tras el tratamien-
to con radioterapia y/o quimioterapia se sitGa entre el
0y el 10%. Por otra parte, porcentaje de LMA-t puede
situarse en la actualidad cerca del 5%?°.

Etiologia: mecanismos de leucemogénesis

La heterogeneidad las NM-t es debida a la diversi-
dad de los farmacos causantes y a la especificidad de
los mecanismos de leucemogénesis asociados a estos
farmacos (Tabla 1). Asi, los agentes alquilantes y las
radiaciones ionizantes se han asociado a NM-t aso-
ciadas a pérdidas parciales o completas de los cro-
mosomas 5 o 7, la frecuente aparicién de una fase de
mielodisplasia, un intervalo de latencia entre la ex-
posicién al agente causante y la neoplasia mieloide
secundaria relativamente prolongado, entre 2 y 10
afios, y un prondstico desfavorable debido a marca-
da quimiorresistencia. Sin embargo, las vias patogé-
nicas subyacentes pueden resultar mas complejas, ya
que la del/-7 puede representar una anomalia Gnica y,
en consecuencia, ser considerada como el evento Gni-
co o, por el contrario, como una anomalia asociada
a otras lesiones genéticas o que afectan Unicamente
un subclén de la poblacién neoplésica. Por otra par-
te, las diversas lesiones cromosémicas pueden aso-
ciarse de manera especifica a otros eventos molecula-
res, como son mutaciones de genes RAS a anomalias
del cromosoma 7 o mutaciones de p53 a cariotipos
portadores de alteraciones del cromosoma 5*7. Los
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agentes alquilantes acttan por un doble mecanismo
de accioén: la transferencia de grupos alquilantes a las
bases de los nucleétidos de DNA (como OS-metilgua-
nina) y la induccién de entrecruzamientos intra o in-
tercatenarios de DNA. Ademas, el potencial leuce-
mébgeno entre agentes alquilantes es distinto, siendo
mayor para melfaldn que para ciclofosfamida. Un se-
gundo grupo de NM-t por alquilantes estd constitui-
do por casos asociados a delecién o monosomia del
cromosoma 9. Esta lesién parece un evento primario
en la evolucién de la enfermedad, a menudo asocia-
do a alteraciones genéticas sobreafiadidas (frecuente-
mente en forma de cariotipo monosémico) y, de ma-
nera interesante, asociado a mutaciones de p53.

Las NM-t asociadas a inhibidores de topoisomera-
sa Il muestran caracteristicas diferenciales. Estos far-
macos, al interferir con la actividad de esta enzima,
cuya funcién es la de producir ruptura y nuevas unio-
nes tras inducir la “relajacién” de la estructura compac-
ta del DNA, favorecerian el origen de puntos de rup-
tura y reordenamientos anémalos. Asi, los inhibidores
de topoisomerasa Il son causantes de LMA asociadas
a translocaciones balanceadas que involucran a los ge-
nes VILL en 11q23, RUNX1 en 21q22, reordenamien-
to CBFB-MYH11 o PML-RARa en la leucemia promie-
locitica secundaria (LPA-t), sin fase de mielodisplasia
previa®!®. Asi, los casos con reordenamiento del gen
MLL se han relacionado preferentemente con exposi-
cién a epipodofilotoxinas®. De manera interesante, el
estudio de casos de LPA-t aparecida tras el uso de mi-
toxantrone, tanto en el contexto de tratamiento anti-
neoplésico como agente inmunosupresor en pacien-
tes con esclerosis mdltiple, ha revelado la existencia
de una regién bien delimitada en el intrén 6 del gen
PML por donde se produciria la translocacién prefe-
rentemente en las formas secundarias. Estudios fun-
cionales han demostrado que esta regién constituye
un hot spot o diana de escisién preferencial de la enzi-
ma topoisomerasa Il que, en presencia de farmacos in-
hibidores de topoisomerasa I, daria lugar a una repa-
racién anémala de la secuencia del gen PML con una
regién homéloga identificada en el gen RARa” ™.

Existen dos formas de leucemias de baja frecuen-
cia, pero con una alta proporcién de formas secunda-
rias tras exposicién a inhibidores de topoisomerasa I,
como son las distintas formas de LMA con reordena-
miento NUP98 con distintos partners, y aquellas asocia-
das reordenamiento MYST3 (MOZ) en la banda 8p11,
entre las cuales la LMA con t(8;16)(p11;p13)/MYSTS-
CREBBP es la forma m4s caracteristica (Tabla 1).

Predisposicion genética

Las distintas lesiones genéticas inducidas por los
farmacos utilizados en el tratamiento de enferme-
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Tabla 1. Tipos de neoplasia mieloide secundaria a tratamiento (therapy-related) segln sustrato biologico

Entidad Antecedente Latencia
£SMD 0 tLMA asociada AEchtes alquilantes )
Radiaciones ionizantes 2-10 afios
a cromosoma 7 . .
Andlogos de purinas
£SMD 0 tLMA asociada AEcntes alquilantes )
Radiaciones ionizantes 2-10 afios

a cromosoma 5 ) .
Andlogos de purinas

Inhibidores de topoisomerasa-ll:
- Epipodofilotoxinas

- Antraciclinicos

- Dexrazoxano

LMA con reordenamiento

MLL secundaria Meses-5 afios

LMA con reordenamiento

RUNX1 (AML1) secundaria el

Inhibidores de topoisomerasa-Il

LMA con reordenamiento

CBFB/MYH11 secundaria Meses 5 aflos

Inhibidores de topoisomerasa-|I

Leucemia promielocitica

. Meses-5 afos
aguda secundaria

Inhibidores de topoisomerasa-|I

LMA con reordenamiento

MYST3 (MOZ) Meses-5 afos

Inhibidores de topoisomerasa-Il

LMA con reordenamiento

NUP98 (11p15) Meses-5 ailos

Inhibidores de topoisomerasa-|I

Eventos moleculares asociados Prondstico

Por lo general, desfavorable

Mutaciones de RAS Casos de -7 aislada de larga
evolucion

Mutaciones de p53 Muy desfavorable

Reordenamiento de MLL con milltiples

partners:

t(9;11)(p21;023)/AF9-MLL; Desfavorable

t(11;19)(q23;p13)/MLL-ENL;
1(4;11)(q21;q23)/AF4-MLL;
1(11;16)(q23;p13)/MLL-CBP

Alto riesgo de recidiva

Desfavorable LMA-CBF
de novo

1(8:21)(q22:922)/RUNX1-RUNXT1
1(3:21)(26:922)/ EVI1-RUNX1

Inv(16)(p13;q22) o t(16;16)(p13;022)/
CBF3/MYH11

Desfavorable respecto
a CBF-LMA de novo

Favorable

U ARt Al ST Similar a LPA de novo

t(8;16)(p11;p13)/MYST3-CREBBP Desfavorable
inv(8)(p11;q13)/MYST3-TIF2 Posible beneficio de
t(8;22)(p11;q13)/MYST3-EP100 trasplante alogénico
t(7;11)(p15;p15)/NP98-HOXA9
t(2;11)(q31;p15)/NUP98-HOXD13 Desfavorable

(
(
1(2;11)(q31;p15)/NUP98-HOXD13
t(11;20)(p15;q11)/NUP98-TOP1

dades neoplasicas son reparadas por la comple-
ja maquinaria celular dedicada a esta funcién. Por
ello, no es sorprendente que determinados poli-
morfismos que modifiquen la funcién enzimadtica
de las distintas proteinas implicadas en el metabo-
lismo de agentes genotéxicos y de los diversos com-
ponentes de la maquinaria de reparaciéon del ADN
puedan aumentar la predisposicién a padecer NM-
t tras exposicién a determinados farmacos. Respec-
to a los polimorfismos en enzimas de metabolismo
identificados con potencial implicacién en la pre-
disposicién a neoplasias secundarias cabe destacar
que importan tanto enzimas de fase I (componentes
de la superfamilia del citocromo CYP P450) como
de fase II (oxidorreductasa de quinonas, transfera-
sas de glutatién S/GST)*”!!. Un ejemplo de ello son
los polimorfismos inactivadores que afectan al gen
NQO1 (oxidorreductasa quinona NADPH), asocia-
dos a un mayor riesgo de padecer LMA-t en diver-
sos estudios, especialmente en individuos homozi-
gotos para el polimorfismo NQO1-187Ser”'2. Otros
polimorfismos relacionados con una mayor predis-
posicién a t-LMA descritos corresponden al gen

MTHER (metileno tetrahidrofolato reductasa), en el
que un determinado haplotipo que incluye dos SNP
(single nucleotide polymorphisms) se relacioné con un
riesgo superior de desarrollo de LMA-t tras trata-
miento de neoplasia de mama y neoplasias hema-
tolégicas®.

Por otra parte, polimorfismos que afectan com-
ponentes de la maquinaria de reparacién del ADN
pueden explicar un mayor riesgo de desarrollar
NM-t tras exposicién a determinados agentes,
como ocurre con la variante -93 del promotor del
gen hMLH1, que conducen a una menor actividad
de la proteina, en pacientes que habian recibido
agentes alquilantes por enfermedad de Hodgkin'.
La combinacién de polimorfismos asociados a una
detoxificacién defectuosa y una menor capacidad
de dafos al DNA inducidos por farmacos tendria
un efecto sinérgico que se traduciria en un riesgo
especialmente elevado de desarrollo de NM-t®.

Finalmente, cabe mencionar la existencia de sin-
dromes hereditarios de predisposicién a cancer
como el sindrome de Li-Fraumeni o el sindrome de
Noonan, asociados a mutaciones germinales de p53
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y de la vias de RAS-MAPK, respectivamente, en los
que se ha descrito una mayor incidencia de NMRT
tras el tratamiento de otras neoplasias'!.

Caracteristicas clinicas diferenciales
y pronostico

Los tumores sélidos representan la mayoria de las
neoplasias precedentes al desarrollo de NM-t, es-
pecialmente tumores de mama, tiroides, préstata y
testicular. Las enfermedades hematoldgicas repre-
sentan el 20-30% de los casos; existe un pequefo
porcentaje de pacientes con NM-t debidos al tra-
tamiento de trastornos autoinmunes con agentes
genotoxicos. Los pacientes con LMA-t tienen una
edad superior y acostumbran a presentarse con for-
mas menos leucocitdsicas. Como ya se ha mencio-
nado, determinadas alteraciones citogenéticas son
mas frecuentes entre los enfermos que desarrollan
LMA-t, como con las translocaciones que involu-
cran 11g23 (gen MLL), anomalias del cromosoma 5
y/o 7, 17p, cariotipos complejos y monosémicos.
Por el contrario, de manera interesante, las mutacio-
nes de los genes NPM1 y FLT3-ITD, frecuentes en-
tre pacientes con LMA de novo y cariotipo normal,
son poco frecuentes en el contexto de t-LMA?Z.

En términos generales, el origen secundario, rela-
cionado con el tratamiento, de una LMA tiene un
impacto pronédstico global desfavorable, debido tan-
to a la mayor quimiorresistencia como a una mayor
morbimortalidad asociada al tratamiento, probable
reflejo de la toxicidad acumulada por el tratamiento
previo de otros tumores. El impacto pronédstico des-
favorable de la LMA-t mostré valor independiente
en una extensa serie de 200 pacientes analizados en
el seno del grupo aleman AMLSG, con una supervi-
vencia a los 4 afios del 25% para la cohorte de pa-
cientes con una LMA secundaria a tratamiento?.

De manera similar, se ha analizado el valor pro-
néstico conferido por el origen therapy-related en
subgrupos de enfermos con LMA-t asociada a for-
mas biolégicas de prondstico considerado favora-
ble. Asi, un subgrupo de 17 pacientes con LMA-t y
reordenamiento core-binding factor LMA-CBF) trata-
dos en el MD Anderson Cancer Center mostrd su-
pervivencias global y libre de evento inferiores a las
de la LMA-CBF con presentacién de novo®. De ma-
nera similar, el origen secundario de la LMA asocia-
da a inv(16) secundaria también se erigié como un
factor prondstico adverso de manera independiente
en otro estudio’.

Por el contrario, el pronéstico de la t-LPA con es-
quemas actuales, basados en el empleo de agentes
diferenciadores como el dcido retinoico (ATRA) o el
trioxido de arsénico (ATO) en asociacién o no con
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quimioterapia, no muestra un resultado sustancial-
mente distinto al obtenido en la LPA primaria'®!6'7.

Tratamiento

Aunque el tratamiento de las NM-t es en lineas ge-
nerales similar al de las formas primarias, se en-
frenta con dos grandes dificultades. Por una parte,
el prondstico especificamente adverso de la mayo-
ria de LMA-t, cuando se compara con el de las for-
mas equivalentes de novo, sugiere la existencia de
complejos mecanismos de resistencia que confie-
ren mayor quimiorresistencia. En segundo lugar, el
tratamiento intensivo, incluyendo el trasplante de
progenitores hemopoyéticos, se acompafa de una
mayor toxicidad en la LMA-t, hecho que debe ex-
plicarse por la toxicidad acumulada por los trata-
mientos quimioterapicos previos. En general, el Gni-
co tratamiento con potencial curativo para la mayor
parte de formas de la LMA-t deberd contemplar la
realizacién de un trasplante alogénico de progeni-
tores hemopoyéticos (aloTPH). La excepcién a ese
plan serfan la LPA-t y, quizas, la LMA-CBF apareci-
da tras exposicién a quimioterapia.

En este sentido, el andlisis del resultado del TPH
es especialmente interesante. Asi, un estudio del
CIBMTR que reunié més de 500 y 300 enfermos con
LMA-t y SMD-t, respectivamente, mostré una su-
pervivencia a los 5 afos del 22%, con una mortali-
dad relacionada con el tratamiento al afio del 41%.
En este estudio, se identificaron la edad superior a
los 35 afios, la presencia de una citogenética adver-
sa, la realizacién del trasplante en una fase avanza-
da y el empleo de donante no familiar como facto-
res de riesgo para la supervivencia tras el trasplante,
siendo inferior al 20% en aquellos pacientes con 3 o
mas de estos factores. Resultados similares asi como
la constatacién de una mayor toxicidad relaciona-
da con el tratamiento en los enfermos con LMA-t se
han confirmado en un estudio realizado en el EBMT
asi como en la anteriormente mencionada serie mul-
ticéntrica alemana, en la que el riesgo de muerte en
remisién completa era dos veces superior al de las
formas de LMA de novo y la mortalidad relacionada
con el trasplante a los 4 afos era del 38,5%%".

En conclusién, la estrategia de tratamiento de la
NM-t se basara en el mismo tratamiento utilizado
para las formas primarias, con una especial aten-
cién a la seleccién de pacientes candidatos a alo-
TPH, con el fin de minimizar la toxicidad del tra-
tamiento. Es evidente que el desarrollo de nuevos
agentes con eficacia en este grupo de enfermedades
pero asociados a menor toxicidad es imprescindible
para ofrecer mejores opciones a los pacientes afec-
tos de NM-t.
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