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INTRODUCCION

1 LEUCEMIAS AGUDAS de novo

Las leucemias agudas son un grupo de enfermedades en las que
proliferan células inmaduras de la médula ésea. Se clasifican en dos
grandes grupos: las leucemias mieloblasticas agudas (LMA) vy las
linfoblasticas agudas (LLA). Ambas neoplasias comparten ciertos rasgos
clinicos si bien son enfermedades marcadamente distintas tanto en su
origen clonal, como en el prondstico y tratamiento®.

Epidemioldgicamente se ha descrito que en las LMAs la incidencia es
de 2.3/100.000 casos nuevos por habitantes y afio, y éstos aumentan con
la edad, alcanzando un pico de 12.6/100.000 individuos alrededor de los
65 afios, mientras que en las LLAs es de 1.3/100.000 casos por habitantes
y afio, constituyendo la segunda causa de muerte en los nifios *. Las LMAs
pueden ser originadas a partir de un sindrome mielodiplasico (SMD) que
tiene una incidencia aproximada de 3 casos nuevos cada 100.000
individuos y afo; esta incidencia tiende a aumentar con la edad, sobre todo

en mujeres™>

Los dos esquemas mas comunes usados para clasificar la LMA y la
LLA desde 2006, son el antiguo sistema Franco-Estadounidense-Britanico

(FAB) y el nuevo sistema de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

1.1 Clasificacion Franco-Estadounidense-Britanica (FAB)

La clasificacion FAB divide la LMA en 8 subtipos (Tabla 1), desde el
MO al M7, que en base a criterios morfoldgicos y citoquimicos permiten

identificar subgrupos en base a su grado de diferenciacion celular.


http://es.wikipedia.org/wiki/2006
http://es.wikipedia.org/wiki/Organización_Mundial_de_la_Salud

INTRODUCCION

Tabla 1.- Clasificacion de la LMA segun la FAB

MO Leucemia mieloblastica aguda sin diferenciaciéon
localizada.

M1 Leucemia mieloblastica aguda sin maduracion.

M2 Leucemia mieloblastica aguda con maduracién.

M3 Leucemia promielocitica aguda (con translocacién
t(15;17)).

M4 Leucemia mielomonocitica aguda

M4eo | Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia

M5 Leucemia monocitica aguda

M5a LMA sin diferenciacién

M5b LMA con diferenciacion

M6 Eritroleucemia aguda; son precursoras de globos rojos

M7 Leucemia megacariocitica aguda.

El grupo FAB (Tabla 2) divide las LLA en tres subgrupos segun las

caracteristicas morfoldgicas de los blastos.

Tabla 2.- Clasificacion de la LLA segun la FAB

Blastos pequeiios, homogéneos, con una relacién nucleo/citoplasma

L1 ,
alta, con nucléolos escasos o ausentes.

L2 Poplacién blastica d,e tamaﬁo grande, heterog_éneo, con citoplasma
mas abundante y nucleo irregular con presencia de nucléolos.

L3 Células grandes, con citoplasma de marcada basofilia, con

abundantes vacuolas. Nucleo regular con nucléolos prominentes.

1.2 Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La clasificacién de la OMS incorpora criterios morfoldgicos, genéticos

y clinicos con el fin de definir entidades clinico-bioldgicas independientes. La

informacion clinicamente significativa se encuentra categorizada en uno de

los subtipos listado a continuacién (Tabla 3).



http://es.wikipedia.org/wiki/Leucemia_promielocítica_aguda
http://es.wikipedia.org/wiki/Eosinofilia
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Leucemia_monocítica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Eritroleucemia
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Tabla 3.- Clasificacion de la LMA segun la OMS

LMA con
anomalias
genéticas
recurrentes

Incluyen aquellas LMA con translocaciones entre los
cromosomas 8 y 21 [t(8;21)], inversiones en el cromosoma
16 [inv(16)] o translocaciones entre los cromosomas 15y 17
[t(15;17)], t(9;11), t(6;9), inv(3), t(3;3), t(1;22). LMA con
NPM1 mutado y LMA con CEBPA mutado. Los pacientes con
este tipo de LMA generalmente presentan una elevada tasa
de remisidén y un mejor prondstico comparado con otros tipos
de LMA.

LMA con
cambios
asociados a
SMD

Las alteraciones mas frecuentes son la pérdida total o parcial
de un cromosoma seguida de la existencia de trisomias; en
cambio las translocaciones son menos frecuentes y suelen
afectar a los cromosomas 1, 3,5, 7y 17.

LMA con
displasia
multilinaje

Esta categoria incluye a los pacientes que han sufrido
previamente un sindrome mielodisplasico (SMD) o
mieloproliferativo (SMP) y este ha derivado en una LMA. Este
tipo de LMA tiene una mayor incidencia en pacientes de edad
avanzada y suele presentar un peor prondstico.

LMA y SMD
relacionados
con el
tratamiento

Esta categoria incluye a los pacientes que han sido sometidos
a quimioterapia o radiaciones, y posteriormente desarrollaron
LMA o SMD. Estas leucemias pueden ser caracterizadas por
anomalias cromosémicas especificas y suelen presentar un
mal prondstico.

LMA sin otra
especificacion

Incluye subtipos de LMA que no pueden ser incluidos en
ninguna de las categorias anteriores. LMA minimamente
diferenciada, LMA sin maduracion, LMA con maduracion,
leucemia mielomonocitica aguda, leucemia
monoblastica/monocitica aguda, leucemia eritroide aguda,
leucemia megacarioblastica aguda, leucemia basofilica
aguda, panmielosis aguda con mielofibrosis.

Sarcoma
mieloide

Se observan la LMA con maduracién y t(8;21)(q22;922) y la
LMA Eo con inv(16)(p13;922) o t(16;16)(pl13;g922) y se
relaciona el sarcoma monoblastico con desplazamientos que
involucran al 11g23. La presencia del sarcoma mieloide en
los pacientes con LMA con t(8;21) es de alto riesgo y se
relaciona con una tasa de remisién completa mas baja y de
menor duracion.

Proliferaciones
mieloides
relacionadas
con el Sindrome
de Down

Mielopoyesis anormal transitoria.
Leucemia mieloide relacionada con el Sindrome de Down.

Neoplasia de
células
dendriticas
blasticas
plasmocitoides

Representa menos de 1 % de los casos de leucemias agudas.

Leucemias
agudas de
linaje ambiguo

En este tipo de leucemia, las células leucémicas no pueden
ser clasificadas como mieloides o linfoides, o bien ambos
tipos de células estan presentes. Aproximadamente 33% de
los casos tienen el cromosoma Filadelfia y algunos casos se
relacionan con t(4;11)(q21;923) u otras anomalias del
11g23. En general, el pronédstico parece ser desfavorable,
especialmente en los adultos; la presencia de la t(4;11) o del
cromosoma Filadelfia es indicadora de prondstico
especialmente desfavorable.



http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_8
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_21
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_16
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_16
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_15
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_17
http://es.wikipedia.org/wiki/Síndrome_mielodisplásico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Síndroma_mieloproliferativo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimioterapia
http://es.wikipedia.org/wiki/Radiaciones_ionizantes
http://es.wikipedia.org/wiki/Mieloide
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La LLA se clasifica segun el origen en la linea B o T, y dependiendo

del grado de maduracion del progenitor alterado (Tabla 4).

Tabla 4.- Clasificacion de la LLA segun la OMS

Linea B Linea T
B-I (pro-B) T-I (pro-T)
B-II (comun) T-1I (pre-T)
B-III (pre-B) T-III (cortical)
B-IV (B madura) T-1V (madura)
TaBy Tyd

1.3 Alteraciones genéticas de las leucemias agudas

Las leucemias se asocian frecuentemente con inestabilidad genética
caracterizada por una diversidad de cambios cromosomicos y moleculares
que se dan en un 85-90% de los pacientes con LMA, y en un 80% de los
pacientes con LLA. En la LMA son especialmente frecuentes las alteraciones
estructurales mientras que en la LLA son mas frecuentes las alteraciones
numéricas>*® (Tabla 5 y 6). Diversos estudios demuestran que ciertas
anomalias citogenéticas tienen una marcada influencia en la presentacion y
evolucion de la leucemia. De manera que el analisis citogenético es

considerado como uno de los factores prondsticos mas importantes’™®.
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Tabla 5.- Alteraciones citogenéticas y prondstico de la LMA

Grupo de Anomalia Genes afectados Supervivencia
riesgo tras 5 aifos
Favorable t(8;21), (15;17), RUNX1T1/RUNX1,PML 70%
inv(16)/t(16;16)/del(16q) /RARa,CBFB/MYH11
Intermedio | Cariotipo normal, +8, +21, MLL 48%
+22, del(7q), del(9q),
alteraciones 11qg23,
cualquier otro cambio
estructural o numérico
Adverso Del(5q)/-5, -7, alteraciones DEK/NUP214, 15%
3q,t(6;9), cariotipos RPN1/EVI1

complejos (5 o0 mas
alteraciones)

La mayoria de las LLA muestran una alteracion genética en el clon

proliferante (Tabla 6). La alteracién estructural mas frecuente es la t(12;21)

que implica a los genes TEL/AML1 y se asocia a una elevada tasa de

supervivencia. Entre las alteraciones de mal prondstico se deben citar las

t(9;22) y t(4;11) que conllevan la aparicidon de los genes de fusion BCR/ABL

y MLL/AF4 respectivamente.

Tabla 6.- Alteraciones citogenéticas y prondstico de la LLA

Anomalia Genes afectados Supervivencia libre
Grupo de
riesgo de enfermedad
Favorable | t(12;21) TEL/AML1 85-90%
t(10;14)(g24;911) HOX11/TCRA 75%
9p P16 22%
Hiperdiploidia (> 50 80-90%
cromosomas)
Intermedio | 6qg Desconocido 47%
14q11 TCRA/TCRD 42%
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Tabla 6.- Alteraciones citogenéticas y prondstico de la LLA (“"Continuacion”)

Anomalia Genes afectados Supervivencia libre
Grupo de
riesgo de enfermedad
Adverso t(1;19) EA2/PBX1 20-40%
t(9;22) BCR/ABL 5-10%
t(4,11) MLL/AF4 0-10%
Hipodiploidia 10%

1.4 Etiologia y tratamiento de las leucemias agudas

Etioldgicamente no existe una causa responsable de todas las
leucemias, sino que se postulan varios mecanismos que podrian llevar a su
desarrollo. Dentro de éstos, cabe citar las alteraciones génicas (AML1/ETO,
CBFB/MYH11, PML/RARa, MLL), la exposicidn a radiaciones, los agentes

los virus!®??,

quimicos vy Sin embargo, poco se conoce respecto a la
susceptibilidad genética y factores ambientales, aunque al igual que en
otros canceres, parece que la presencia de polimorfismos, en especial en
una serie de genes implicados en el metabolismo de drogas o todxicos,
podrian modificar el efecto de la exposicion ambiental, concretamente en
los nifios, que podrian tener un riesgo mayor debido a la exposicidon

diferencial y/o inmadurez fisioldgica'***.

El tratamiento de las leucemias agudas se basa principalmente en la
quimioterapia (Tabla 7) y esta dividido en dos fases: terapia de induccién y
terapia post-remisién (o consolidacion). El objetivo de la terapia de

induccion es llevar a cabo una reduccion del nimero de células leucémicas
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hasta niveles indetectables, mientras que el de la terapia de consolidacién
es la completa eliminacién de cualquier resto de la enfermedad y lograr la
curacion completa del paciente. Cabe destacar que algunas drogas
empleadas en el tratamiento de las leucemias agudas (antraciclinas,
inhibidores de la mitosis, alquilantes y antimetabolitos) son metabolizadas
por enzimas codificadas por genes que pueden presentar algun
polimorfismo que influya en su actividad, y de alguna manera influir en la
respuesta al tratamiento, bien favoreciendo la absorcién completa de la
droga o por el contrario metabolizarla, solo parcialmente, o no metabilizarla

dejando el tratamiento sin ningan efecto.

Tabla 7.- Drogas administradas en el tratamiento de las leucemias agudas

Tratamiento de la LMA

Antibidticos Daunorubicina, doxorrubicina, idarrubicina, mitoxantrona
antitumorales
(antraciclinas)

Antimetabolitos | Citarabina, 6-tioguanina

e Quimioterapia combinada con antibiético antitumoral,
mas arabindsido de citosina o antibidtio antitumoral mas
arabindsido de citosina mas tioguanina, tirdxido de
arsénico

e Trasplante = de médula désea y  progenitores
hematopyéticos

Otros

Tratamiento de la LLA

Antibidticos Daunorrubicina, doxorrubicina
antitumorales

Inhibidores de | Vincristina

la mitosis

Corticoides Prednisona

Miscelaneos L-asparaginasa

Alguilantes Ciclofosfamida

Antimetabolitos | Metotrexato, 6-mercaptopurina, citarabina
Otros Radioterapia craneal, metotrexato intratecal
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2 LEUCEMIA Y SINDROME MIELODISPLASICO SECUNDARIO A

TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO

La mayor eficacia de los tratamientos antitumorales ha supuesto un

aumento de las neoplasias secundarias'>'*®

siendo la leucemia la neoplasia
mas frecuente. El riesgo estimado de desarrollar una leucemia secundaria
(LS) tras diez afios de tratamiento de cédncer de ovario, linfoma no-
Hodgkin, enfermedad de Hodgkin o cancer de mama es del 8.5%, 7.9%,
3.8% y 1.5% respectivamente!’"?°,

Las leucemias agudas y los sindromes mielodisplasicos relacionados
con los farmacos alquilantes y la radiacion, por regla general, ocurren entre
5 y 6 afnos después de la exposicién al farmaco, habiéndose observado

desde 10 hasta 192 meses después de ésta?!??

. El riesgo de su aparicion
depende de la dosis acumulativa total del farmaco alquilante y de la edad
del paciente. Desde el punto de vista clinico, el trastorno suele presentarse
inicialmente como un sindrome mielodisplasico (SMD) que culmina en una
LMA normalmente de los subtipos FAB M6 y M7 con mielofibrosis
acompafiante. En estos procesos son frecuentes las alteraciones que
involucran los cromosomas 5 y 72%2*2%, Por lo general, la LMA relacionada
con la terapia suele ser refractaria al tratamiento antileucémico y la
supervivencia mediana después del diagndstico de estos trastornos es de

aproximadamente 7 a 8 meses?>?°,

La LMA relacionada con inhibidores de la topoisomerasa II, como el
etopdsido y tenipdsido, se manifiesta en pacientes tratados con las
epipodofilotoxinas, y las antraciclinas, doxorrubicina y 4-epi-

doxorrubicina®!. El periodo de latencia promedio desde el momento en que
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se instituye el tratamiento hasta el desarrollo de la LMA es mas corto (1 a 3
afios)?’. Suelen tener una presentacidon abrupta y sin fase mielodisplasica
previa, con predominio de los subtipos FAB M4-M5, siendo los hallazgos
citogenéticos predominantes aquellos que involucran al cromosoma 11923
y al gen MLL*,

Aunque el efecto de las drogas anticancerigenas depende de muchos
factores, cabe pensar que la alteracion de la actividad de las enzimas
responsables de la metabolizacion del farmaco debida a la variabilidad
genética podria tener un papel relevante en la respuesta al tratamiento,

resistencia y en la aparicién de neoplasias secundarias en los pacientes

sometidos a tratamiento quimioterapico intensivo por una neoplasia previa.

3 POLIMORFISMOS GENETICOS EN ENZIMAS METABOLIZANTES

COMO FACTORES DE PREDISPOSICION A LAS LEUCEMIAS

Aunque los aspectos clinicos y bioldgicos de la leucemia estan bien
documentados, poco se conoce sobre los factores que condicionan la
susceptibilidad a la leucemia. Existen muy pocas mutaciones de alta
penetrancia que puedan relacionarse directamente con el desarrollo de
leucemias, pero parece bastante probable que las variantes polimorficas de
varios genes, junto con los efectos de la dieta, la exposicion ambiental y el
sistema inmune de cada individuo puedan ser determinantes en |la
predisposicion a la leucemia®. De hecho, la forma en que el organismo
humano responde al consumo de drogas presenta una gran variacion entre
los individuos, debido en parte a variaciones en el propio metabolismo de

las drogas. Algunas de estas variaciones son consecuencia de diferentes
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polimorfismos en ciertos genes que provocan que las correspondientes

proteinas sintetizadas presenten diferentes niveles de actividad'*4,

Las enzimas que metabolizan compuestos xenobidticos, téxicos
ambientales y drogas se han clasificado histéricamente en dos categorias:
las de fase I que cumplen una misidn metabolizadora (biotransformacion) y
las de fase II, que conjugan los sustratos con otros compuestos
(detoxificacion). Se han descrito polimorfismos en los genes que codifican
la superfamilia de citocromos (CYP) implicados en la fase 1 del
metabolismo, la quinona oxidoreductasa (NQO1) que en la fase I actla en
el metabolismo de los radicales libres y la familia de enzimas glutation S-
metil transferasa (GST) que estan implicadas en la fase II del metabolismo
(Figura 1A) (Tabla 8). También tienen especial relevancia los polimorfismos
en los genes de la metilen-tetrahidrofolato-reductasa (MTHFR) vy la
timidilato sintetasa (TS) implicados en el metabolismo del folato (Figura

1B).
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Genes implicados en el metabolismo | Gf:g?n't“;sﬂgc;;:i%ﬁn |

Xenobidticos
Fitoquimicos
Drogas antineoplasicas

Genes implicados en el
rmetabolismo del folato

U

s

CYP3A4 (A-290G)
CYP3AS (ABE96G)

CYP141 (CA8874, OrfEeEn Fase I
A4880G, :> Reducstn Expone o agraga
T6235C T grupos funcionales MTHFR {(C677T, 41298C)
) Hidralisis '
CYP2E1{C-1053T) ‘_I“\_,l"

NQO1 (Ce09T)

Compuestos primarios

MTRR/MS (AB6G)
Metilacidn Fase I1
GSTM1 (delecion) Sulfoconjugacion Conjugacion hiosintetic
GSTT1 {delecion) |[—-Glucuronoconjugacion TS {2R3R)
GSTP1{A313G) Mercaptoconjugacion '“_I-h-,. _/5'
Compuestos secundarios
SHMT1 (C1420T, C1444T)
A Excrecion p— B

Figura 1: Via de metabolizacion de una sustancia. A: Genes implicados en el
metabolismo (se indica el polimorfismo correspondiente). B: Genes implicados en la
sintesis de ADN.

Tabla 8.- Polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de drogas

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)

Papel GEN OMIN Polimorfismo  Efecto dbSNP ID / Frecuencia Efecto
biolégico (locus) SNP500Cancer polimorfismo  biolégico
ID %
Fase | del CYP1A1 108330 CYP1A1*2A Mspl rs4646903 12-16 Aumenta
metabolismo  (15g22- T6235C expresion
q24) JUTREx7
CYP1A1*2B 1462V rs1048943/ 89 Aumenta
A4889G expresion
CYP1A1*4 T461N rs1799814/ 10 ?
C4887A
Ex-7
CYP2E1 124040 CYP2E1*5B  Rsal/Pstl rs2031920/ 2-8 Aumenta
(10926.3) C-1053T RFLP rs3813867 expresion
G-1293C
CYP3A4 124010 CYP3A4*1B/V  Promotor rs2740574/ 22 ¢ Reduce
(7922.1) A-290G CYP3A4-02 expresion?
A-391G
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Tabla 8.- Polimorfismos en genes implicados en el metabolismo de drogas
("Continuacion”)

CYP3A5 605325  CYP3A5*3 Induce rs776746 Disminuye
(7922.1) 6986G>A variantes actividad
22893G>A de enzimatica
splicing
CYP3A5*6 Induce rs10264272 1-17 Sin efecto 0
G14690A variantes reduce
de seriamente la
splicing expresion
MPO 606989 MPO*2 Promotor rs2333227/ 44 Aumenta
(17923.1) G-642A MPO-02 expresion
Fase Il del GSTM1 138350  delGSTM1 Delecion - / 50 Suprime
metabolismo  (1p13.3) GSTM1-02 expresion
GSTT1 600436  delGSTT1 Delecion - / 41 Suprime
(22911.2) GSTT1-02 expresion
GSTP1 134660  GSTP1*B 1105V rs947894/ 54 Disminuye
(11913) Ex5-24A>G GSTP1-01 actividad
enzimatica
Radicales NQO1 125860 NQO1*2 P187S rs1800566/ 48 Suprime
libres (11922.1) C609T NQO1-01 actividad
enzimatica
NQO1*3 R139W rs4986998/ 4 Disminuye
C465T NQO1-03 expresion

3.1 Citocromos

Una de las principales enzimas implicadas en el metabolismo de
drogas es el citocromo P450 (CYP). El citocromo P450 constituye una
superfamilia enzimatica presente en diferentes tejidos como el rifidn,
pulmén, piel, intestino, corteza adrenal, testiculos, placenta y otros, pero es
particularmente activo en el higado®®. Ademds de participar en el
metabolismo de sustratos de naturaleza exdgena como drogas, pesticidas,
procarcindgenos, anestésicos, solventes organicos, entre muchos otros, el
CYP participa en el metabolismo de sustratos enddgenos de importancia
bioldgica como el colesterol, acidos biliares, hormonas, esteroides y acidos

grasos>'32,
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Las diversas especies de enzimas CYP se caracterizan por ser
facilmente inducibles, inclusive por las mismas drogas, a ser
biotransformadas, lo que tiene consecuencias clinicas puesto que
aproximadamente el 50% de los farmacos que consume el hombre son
metabolizados por estas enzimas. Ademas, su expresion y actividad son
influenciadas por diversos factores como l|a edad, sexo, dieta, especie,
tejido y estado hormonal y, presentan especificidad superpuesta para
algunos sustratos®. Aunque la principal funcién del CYP es participar en
reacciones de detoxificacion transformando un compuesto
farmacoldégicamente activo en inactivo excretado por la orina, también
participa en procesos de activacion metabdlica, de manera que compuestos
inertes y poco reactivos son convertidos en otros de gran reactividad
quimica que son téxicos para el organismo. La mayoria de las reacciones
catalizadas por el CYP requieren un paso inicial que involucra la insercién de
un grupo hidroxilo el cual puede, dependiendo de la naturaleza del sustrato

y estabilidad del intermediario, sufrir posteriores reacciones®* (Figura 2).

R—OH

CITORI ASRA

MENERAMA
RETIC

nnﬂnn ICULO
””””9””“900”” ENDOPLASMATICO

Figura 2: Mecanismo de accién del citocromo P450. Hidroxilacion de una droga
liposoluble por accién del citocromo P450. El producto R-OH aumenta la solubilidad

en agua, facilitando su excrecion. Adaptado de Lenhinger (1984 )34.
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Algunos polimorfismos en los genes CYP se han asociado con
aumento y disminucidon del riesgo de padecer algunos canceres por su
mayor 0 menor metabolizacion de carcinégenos o drogas®. Mas
concretamente los polimorfismos de los citocromos CYP1A1, CYP3A4 y
CYP3A5 se han estudiado en relacién a su posible participacion en el
desarrollo de la leucemia (Tabla 8).

En el gen CYP1A1 se han estudiado los polimorfismos: CYP1A1*2A
localizado en el nucledtido (nt) 1194 en la regién 3’ no traducida (UTR) del
exon 7 que aumenta la expresién CYP?®; CYP1A1*2B resulta en una
sustitucion 1462V localizada en el sitio de unidon de CYP1A1l aumentando la
actividad de la enzima. Este polimorfismo esta en desequilibrio de
ligamiento con el alelo T6235C del mismo gen; y CYP1A1*4 causa una
sustitucion T461N cerca del polimorfismo A4889G*’, aunque su efecto

bioldgico es desconocido.

La enzima CYP3A4 es la isoforma mas abundante de la familia CYP en
el higado humano adulto. Metaboliza numerosos compuestos clinicos,
fisioldgicos, y toxicos importantes. La expresion de CYP3A4 en el higado
varia 40 veces entre los individuos, y el metabolismo de sustratos de
CYP3A4 varia al menos 10 veces in vivo. Para CYP3A4, existen 38
polimorfismos conocidos diferentes. El polimorfismo CYP3A4-V, también
conocido como CYP3A4*1B% (Tabla 8) consiste en un cambio A290G en la
regidon del promotor®*. El papel de este polimorfismo es controvertido;
inicialmente se propuso que podia disminuir la transcripciéon dada la baja
incidencia del polimorfismo en individuos con cancer de prdstata®® y

LS/Sindrome mielodispladsico secundario (SMDS)*. Sin embargo los
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estudios, basados en la expresion del gen de la luciferasa de la linea celular
HepG2 del hepatoblastoma transfectada con la secuencia del promotor V
indican que, contrariamente a lo que se esperaba, el alelo V muestra una
transcripcién mas elevada que el alelo normal®..

El CYP3A5 se expresa de manera polimorfica en un 10-29% de
higados humanos*?. La proteina CYP3A5 representa al menos la mitad del
contenido CYP3A en el higado. El gen CYP3A5 tiene 22 variantes
polimorficas descritas*®. Las variantes CYP3A5*3 y CYP3A5*6 inducen un
sitio de splicing que disminuye sustancialmente el contenido hepatico de
CYP3A (Tabla 8). El alelo CYP3A5*1 produce un trascrito correcto y esta
presente en 15% y 45% en caucasicos y afro-americanos, respectivamente;
sOlo los individuos con al menos un alelo CYP3A5*1 presentan un nivel de
expresion elevado de CYP3A5.

CYP2E1 cataliza la activacidn metabdlica del procarcinégeno N-

4445 v el tetracloruro de carbono citotéxico*®. Las

nitrosodimetilamina
variaciones en la actividad para metabolizar las N-nitrosodialquilaminas han
sido detectadas en los microsomas del higado de diferentes individuos*’, y
Wrighton y cols.”® han demostrado que los niveles de proteina de de ARNm
de CYP2E1 son diferentes entre los individuos. Estos resultados sugieren
que la variacién interindividual en la actividad metabdlica puede ser
atribuida a diferencias en la regulacion de la transcripcion. Se han descrito
dos polimorfismos CYP2E1*5B que estan en desequilibrio de ligamiento en
la regidn 5’ flanqueante del gen CYP2E1%°, -1293G>C y -1053C>T.

Se han detectado los polimorfismos CYP1A1*2A, CYP1A1*2B, y
CYP1A1*4 en 12-16%, 8-9% vy 9.5% de individuos caucasicos,

50,51

respectivamente . El polimorfismo CYP3A4*1B/V muestra una variacion
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mas amplia en cuanto a frecuencia entre grupos étnicos. Las incidencias
descritas son del 8% en caucasicos®***°3, 20% en hispanos®*, 53% en afro-
americanos*, y no se ha detectado en asiaticos®*>>. El alelo CYP3A5*5 estd
presente en 18.4% de americanos no africanos, en 75% de afro-americanos
y CYP3A5*6 se encuentra en 1% de americanos no africanos y 17.2% de

afro-americanos®®.

3.1.1 Polimorfismos CYP y leucemia

Un estudio realizado en LMA vy LS/SMDS tratadas con
epipodofilotoxinas muestra que el alelo CYP3A4*1B tiene una frecuencia
mas baja en pacientes con LS/SMDS que en pacientes con LMA de
novo®(Tabla 9). La hipétesis de los autores es que el genotipo normal
podria facilitar la produccion de ADN dafado por los metabolitos
intermedios reactivos. Sin embargo, en posteriores estudios no se ha
podido confirmar esta conclusién®’>8. No se ha encontrado ninguna relacién
entre el polimorfismo CYP3A4*1B vy la LS.

Un estudio caso-control realizado en adultos con LMA da cuenta del
predominio superior del alelo CYP1A1*4 en pacientes que en controles®
(Tabla 10), lo que confiere un mayor riesgo de leucemia que es mas
evidente cuando el genotipo CYP1A1*4 estd combinado con los alelos
CYP1A1*2B y delGSTT1 (OR = 10.2; IC del 95 %, 1.2-83.9; P = 0.01; y OR
= 7.0; IC del 95 %, 2.0-24.8; P = 0.001, respectivamente). Sin embargo,
estos resultados no se confirman en una serie de LLA pedidtrica®* (Tabla
10).

El polimorfismo CYP1A1*2B/V tiene una incidencia mayor en

pacientes con LMA que presentan la mutacion NRAS comparado con los que
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no la presentan®’(Tabla 12). Este polimorfismo estad particularmente sobre-
representado en pacientes del grupo de riesgo citogenético bajo (OR =
15.9; IC del 95 %, 3.7-68.5).

Krajinovic y cols.”® da cuenta de una mayor incidencia del alelo
CYP1A1*2A en nifios con LLA en comparacion con los controles; asi se
produce un incremento en el riesgo de desarrollar una LLA (Tabla 10). El
mayor riesgo conferido por el alelo CYP1A1*2A en el desarrollo de la LLA, se
confirma en un reciente metanalisis®®. Para el alelo CYP1A1*2B, Krajinovic y
cols.”’ no encuentra relacién con LLA (Tabla 10).

Existen dos trabajos realizados en nifios con LLA®%®!

, en los que se
describe un aumento de riesgo de desarrollar una LLA en nifos que

presentan el polimofismo CYP2E1*5B (Tabla 10).

En resumen, la mayor parte de los trabajos revisados muestran que
los polimorfismos CYP aumentan el riesgo de LMA y LLA, aunque es
necesario el desarrollo de estudios adicionales para confirmar estos

resultados preliminares.

3.1.2 Polimorfismos CYP y pronoéstico de la enfermedad

La mayor parte de los estudios revisados no han encontrado que los
polimorfismos CYP ejerzan una influencia en el prondstico de la enfermedad.
Sin embargo, el trabajo de Krajinovic y cols®?, previamente comentado,
sugiere que el alelo CYP1A1*2 o su combinacion con NQO1*2 podria tener

un valor prondstico.
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El alelo CYP1A1*2 parece conferir un riesgo mayor de recaida en LLA
pediatrica. Precisamente, un estudio realizado en nifios con LLA demostrd
que los portadores del alelo CYP1A1*2 presentaban menor supervivencia®
(Tabla 11). Un modelo de regresién de Cox incluyendo otros factores
prondsticos (pardmetros demograficos, biolégicos, y recuento de
leucocitos), confirma el valor prondstico independiente de ser portador de
este alelo®?. Ademas, las combinaciones de CYP1A1*2 con NQO1*2 o con
hMLH1 1219 fueron mas prevalentes entre 68 pacientes que recayeron a los
cinco afios de seguimiento que los que permanecian libres de enfermedad®.
Sin embargo, para los polimorfismos CYP3A (CYP3A4*1B, CYP3A5*3 y

3> no han

CYP3A5*6) los estudios de Aplenc y cols.®® y Rocha y cols.®
encontrado asociaciéon entre estas variantes con el riesgo de recaida en

niflos con LLA (Tabla 11).

3.2 QUINONA OXIDOREDUCTASA

La quinona oxidoreductasa, también denominada NAD(P)H,
menadiona oxidoreductasa 1 o NQO1, es una proteina flavina que cataliza la
reduccion de dos electrones. Esta enzima convierte las quinonas derivadas
del benceno en hidroquinonas y ha sido asociada con hematotoxicidad por

C®%  Se han descrito dos

benceno® vy resistencia a la mitomicina
polimorfismos en el gen NQO1, las sustituciones C609T y C465T,
conduciendo a cambios de los aminoacidos P187S y R139W,
respectivamente (Tabla 8). Ambas variantes afectan la funcién de la

enzima; C465T causa una disminucién de la actividad enzimatica, mientras

que el C609T causa una pérdida completa de la actividad enzimatica®”
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> caracterizaron la

En los inicios de los afios 1990, Traver y cols.®
actividad de NQO1 en lineas celulares derivadas de cancer de pulmén®®. Los
autores dieron cuenta de que células BE y H596, derivadas de cancer de
colon y pulmén, respectivamente, carecian de actividad NQO1. La secuencia
del cADN del gen obtenido a partir de células BE reveld la presencia del
polimorfismo C609T, también conocido como NQO1*2 (Tabla 8). Este
polimorfismo causa una sustitucion P187S, lo que conduce a una pérdida de
funcidén de la proteina. Edwards y cols. en 1980% dieron cuenta de que el
4% de la poblacién inglesa mostraba una ausencia completa de la actividad
NQO1. La homocigosis para este polimorfismo ha sido detectada en 4-5%
de los caucasicos y afroamericanos, con una incidencia superior en
hispanos’® (Tabla 8); la homocigosis para este polimorfismo fue también
detectada en un 20% de chinos®®.

El polimorfismo NQO1 C465T, también denominado NQO1*3, causa
una disminucion en la actividad de la enzima como resultado del splicing
alternativo, que conduce a la pérdida del exon 4 en el ARNm, asi como una
serie de modificaciones postranscripcionales®”. La frecuencia del alelo
NQO1*3 es de 0.032 con 6.5% de heterocigosis en caucasicos y de 0.019

con una heterocigosis de 3.7% en los japoneses’?.

El gen NQO1 normalmente protege contra el envenenamiento por
benceno. Asi, un estudio caso-control realizado en trabajadores expuestos a
benceno en China mostré un riesgo aumentado de hematotoxicidad y
leucemia en personas portadoras del alelo NQO1*2%%7%73, |La homocigosis
para NQO1*2 en combinacién con la alta actividad enzimatica del gen

CYP2E1 causa un incremento de 7.6 veces el riesgo de envenenamiento por
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benceno’®. Ademas, cuando la homocigosis para NQO1*2 estd combinada
con el humo del tabaco o el consumo de alcohol, el riesgo de
envenenamiento por benceno aumenta 8.15 veces y 21.5 veces en
portadores heterocigotos y homocigotos respectivamente’*.

Curiosamente, la médula 6sea normal carece de actividad NQO1. Sin
embargo, la presencia de concentraciones altas del metabolito del benceno,
la hidroquinona, lo induce’>. Asimismo, las células de la médula con el
genotipo normal (C/C) muestran un aumento de la actividad NQO1l en
respuesta a la hidroquinona; los homocigotos para el polimorfismo (T/T) no
presentan esta respuesta, y las células heterocigotas (C/T) presentan una
respuesta intermedia. Por otra parte, la menadiona produce mayor toxicidad

en ratones con el genotipo nulo que los portadores del alelo normal’®.

3.2.1 NQO1*2 y leucemia

Varios estudios realizados en adultos en diversos grupos étnicos
muestran una asociacion del polimorfismo NQO1*2 con LS/SMDS (Tabla 9).
Es mas, ser homocigoto para NQO1*2 conferia un riesgo de LS aumentado
2.6 veces comparado con los que presentaban el alelo normal®>. También,
este polimorfismo se ha visto fuertemente asociado con LS que presentan
anomalias en los cromosomas 5 y/o 7’°. Contrariamente a los resultados
obtenidos en adultos, un estudio en nifios con LLA publicado por Blanco y
cols.”” no encuentra diferencias en la incidencia de NQO1*2 entre pacientes
con LS (53 pacientes con LLA que desarrollan una LS) y controles (215
pacientes con LLA que no desarrollan una LS).

Las discrepancias observadas entre adultos y nifios pueden ser

atribuibles a muchos factores, particularmente a la terapia empleada para
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tratar el primer tumor, aunque serian necesarios estudios complementarios
para resolver esta controversia.

En la LLA, el alelo NQO1*2 es mas prevalente en ninos que presentan
translocaciones del gen de leucemia de linaje mixto (MLL)’”’®(Tabla 10). La
presencia de al menos un alelo NQO1*2 incrementa 2.7 veces el riesgo de
LLA/MLL-positivo. Ademas, los ninos menores de un afio con leucemia de
novo MLL-positivo tienen mayor probabilidad de ser heterocigotos u
homocigotos para NQO1*2 (OR > 10.8; IC del 95 %, 1.58; P = 0.013)"".
Contrariamente a estos resultados, en dos estudios caso-control (uno que
implica a 108 nifios japoneses con LLA”?, y el otro, 138 nifios caucdsicos con
LLA”®, no se encontré correlacién entre el alelo NQO1*2 y la leucemia
asociada con reordenamientos del gen (Tabla 10). Sin embargo, Eguchi-
Ishimae y cols.”* encontrdé una fuerte asociacidn entre la variante C465T y
los nifios LLA/MLL positivo, particularmente en los pacientes con el
reordenamiento MLL-AF4 (Tabla 10). Los estudios realizados en adultos con
leucemia aguda muestran, principalmente, una incidencia significativamente
superior del alelo NQO1*2 en los pacientes con leucemia que en controles®
(Tabla 12). Asi, la presencia del alelo NQO1*2 confiere un incremento del
riesgo tanto de LMA como LLA (OR= 1.5y 1.9, respectivamente). Ademas,
tener el alelo NQO1*2 se ha asociado con una incidencia particularmente
alta en aquellos pacientes con LMA que presentan inv(16) (OR = 8.1; IC del
95 %, 1.4-46.4).

En resumen, la mayoria de los trabajos muestran que los
polimorfismos NQO1*2 y *3 se relacionan con un riesgo aumentado de LLA.
Sin embargo, queda todavia por esclarecer la asociacion con los

reordenamientos del gen MLL.
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3.2.2 NQO1*2 y prondstico de la enfermedad

Se ha descrito que los individuos con LLA que presentan el alelo
NQO1*2 tienen peor resultado terapéutico®® (Tabla 11). Cuando se incluyen
los parametros demograficos y bioldgicos en el modelo de regresiéon de Cox,
la combinacién de los alelos NQO1*2 y CYP1A1*2A parece predecir la
recaida (P < 0.03 y P < 0.001, respectivamente)’! (Tabla 11).

En el tabajo de Krajinovic y cols®?, los individuos NQO1*2 tenian un
peor prondstico terapéutico (OR = 3.6; IC del 95%, 1.7-7.4), debido a la
formacién de especies reactivas de oxigeno y toxicidad asociada a drogas,
causadas por la disminucidn de la actividad enzimatica de NQO1 que

potenciaria el efecto de la droga.

3.3 Glutation S-transferasas

Las glutation S-transferasas (GSTs) constituyen una familia de
enzimas codificadas por cinco familias de genes, a, 4, 6, n, y o. Estas
enzimas estan implicadas en el metabolismo de fase II y estan involucradas
en la detoxificacién de varios compuestos, incluyendo xenobidticos,
pesticidas, agentes cancerigenos ambientales, Hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) y alguna droga quimioterdpica (agentes alquilantes,
doxorubicina y vincristina)’?. Catalizan la conjugacién de compuestos
electrofilicos a la glutation, una reaccién que es algunas veces el primer
paso en el proceso de detoxificacion conduciendo a la formacién de acido
mercapturico. Se han observado polimorfismos en al menos tres genes de la

familia GST entre los que se encuentran GSTM1, GSTT1 y GSTP1.
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Los genes GSTM1 y GSTT1 presentan un polimorfismo que consiste en
la supresién completa del gen que causa la pérdida de la actividad
enzimatica®®* (Tabla 8). ElI polimorfismo GSTP1 I105V, también
denominado GSTP1*B, causa la sustitucidn de una isoleucina por una valina

en el sitio activo de unién electrofilico del péptido GST-n®°

y afecta la
actividad catalitica y la estabilidad térmica de la enzima®®.

Los polimorfismos en los genes GSTM1 y GSTT1 muestran amplias
diferencias en cuanto a la incidencia entre grupos étnicos. Asi, la incidencia
del polimorfismo nulo GSTM1(delGSTM1) es del 51-53% en blancos y 32%
en negros, mientras que el polimorfismo en el gen GSTT1(delGSTT1) se
encuentra en un 15-17 % de blancos y 28% de negros®’"%’,

El polimorfismo GSTP1*B tiene una incidencia media de 53.5% entre
los diferentes grupos étnicos y 51.6% en caucasicos (Tabla 8). Los
polimorfismos en los genes GST se han asociado con susceptibilidad a
enfermedades no malignas®® y malignas incluyendo la LMA38828991 ' Adem3s,
los pacientes con un genotipo de/GST podrian presentar una detoxificacidn
deteriorada para agentes ambientales genotéxicos y drogas
quimioterapicas, conduciendo a un riesgo aumentado de canceres primarios
y secundarios, asi como complicaciones relacionadas con el tratamiento.
Particularmente, GSTP1 conjuga y protege de los efectos citotdxicos de
algunos agentes quimioterapicos, como los agentes alquilantes, metabolitos
de las antraciclinas y de la ciclofosfamida®°.

Los polimorfismos GST pueden asi contribuir a la susceptibilidad de los
pacientes con LS/SMDS al tratamiento quimioterapico administrado en las

malignidades primarias. Ademads, el papel de los genes GSTs en la

detoxificacion de agentes cancerigenos ambientales, como benzopirenos y
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otros HAPs, sugiere la posible implicacién de los polimorfismos GST en el

desarrollo de la leucemia de novo.

3.3.1 Polimorfismos GST y leucemia de novo y secundaria

El polimorfismo GSTP1*B esta asociado con LS/SMDS, pero no con
leucemia de novo. Un estudio caso-control demuestra que los individuos con
al menos un alelo GSTP1 V estan significativamente sobre-representados
entre los pacientes con LS en relacion con los controles, sugiriendo un
riesgo aumentado de LS®® (Tabla 9). Ademas, la presencia de al menos un
alelo V genera un riesgo aumentado de LS después de la quimioterapia en
relacién con los homocigotos para el alelo I (OR = 2.7; IC del 95 %, 1.4-
5.1). Ademas, el riesgo de LS esta particularmente aumentado (OR = 4.3;
IC del 95 %, 1.4-13.2) en pacientes tratados con agentes quimioterapicos
gue actiuan como sustratos de la enzima GSTP1, como la isofosfamida, el
busulfan o el clorambucilo®. Pero, estos resultados necesitan ser
confirmados por otros estudios.

Varios estudios han investigado la influencia de de/lGSTM1 y delGSTT1
en el riesgo de LS/SMDS>>8¢8792 (Tabla 9). La mayoria no han encontrado
asociacién de delGSTM1 o delGSTT1 con la LS/SMDS®*8¢87.92 5in embargo,
en un estudio con un numero reducido de sujetos japoneses (18 casos y 43
controles), Sasai y cols.?> observan una asociacién significativa entre
delGSTT1 y LS/SMDS (Tabla 9).

La mayor parte de los estudios realizados en adultos con LS/SMDS
encuentran incidencias similares del genotipo de/lGSTM1 en pacientes como

en controles®®®/%2%* (Tabla 9). Por el contrario, Rollinson y cols.??,
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encuentran una débil asociacion entre el genotipo de/GSTM1 y el riesgo de
LMA. Seedhouse y cols.®® dan cuenta de que la combinaciéon del genotipo
delGSTM1 con los polimorfismos en los genes de reparacion RAD51-135C vy
XRCC3-241M aumenta dramaticamente el riesgo de desarrollar una LMA

(OR = 15.3; IC del 95 %, 1.8-127.8; P = 0.01).

Los resultados en la LLA pediatrica con GSTM1 son controvertidos vy,
aunque algunos estudios muestran una asociacion del polimorfismo
delGSTM1 con un riesgo aumentado para la LLA pediatrica®®* (Tabla 10),

8694 no encuentran asociacién entre de/lGSTM1 y LLA (Tabla

otros trabajos
10). En conjunto, de la literatura revisada, parece que el polimorfismo en el
gen GSTM1 (delGSTM1) confiera un riesgo aumentado de LLA. Por el
contrario, para el genotipo de/GSTT1, todos los estudios revisados>!86:829°
confirman la falta de asociacién de este polimorfismo con el riesgo de
desarrollar una LLA (Tabla 10).

En nifios, Davies y cols.®®, muestran que el genotipo de/GSTM1 es
significativamente mas prevalente en SMD o LMA que en los controles, y
que el genotipo de/lGSTM1 se ha asociado sobre todo con los subtipos FAB
M3y M4.

Se han obtenido resultados contradictorios en niflos y adultos para el
polimorfismo delGSTT1. Asi, considerando el trabajo de Davies y cols.®® en
LS/SMDS pediatricos, no se ha encontrado asociacidon entre de/GSTT1 vy el
riesgo de leucemia (Tabla 12). Por su parte, los estudios realizados en
adultos muestran una incidencia mayor del genotipo de/GSTT1 en los casos

50,92

que en los controles , sugiriendo que el genotipo delGSTT1 aumenta el

riesgo de LMA (Tabla 12). Ademas, se ha podido observar que la

27



INTRODUCCION

combinacion delGSTT1 vy los polimorfismos CYP1A1*2B y CYP1A1*4
aumentan el riesgo desarrollar una LMA?” (OR = 10.2; IC del 95 %, 1.2-
83.9; P = 0.01; y OR = 7.0; IC del 95 %, 2.0-24.8; P = 0.001,
respectivamente).

Un estudio caso-control realizado en 138 pacientes con leucemia
linfocitica crénica (LLC) y 280 controles sanos encuentra una incidencia
similar para los genotipos delGSTT1 y delGSTM1 al igual que los
homocigotos GSTP1-I en los casos como en los controles®®. Sin embargo, la
presencia concomitante de los tres genotipos de riesgo (GSTT1, GSTM1 y
GSTP1) aumenta el riesgo de desarrollar una LLC (OR = 2.8; IC del 95 %,
1.1-6.9). En cuanto las LLA, un estudio realizado en adultos da cuenta de
una frecuencia significativamente superior del genotipo de/lGSTM1 en los
pacientes con LLA que en los controles (55.3 %. v.s 32 %; P < 0.025)%,
Dado que sélo se basan en unos cuantos estudios, estos resultados precisan

confirmacion por otros trabajos con un niumero mayor de pacientes.

3.3.2 Polimorfismos GST y pronostico de la enfermedad

El analisis multivariado con el modelo de regresion de Cox, que
incluye la citogenética, confirma las deleciones GSTs como factores
pronosticos independientes en la respuesta a la quimioterapia y la SG (P =
0.01)%, Consecuentemente, determinar que el genotipo de/GSTs, seria de
particular interés en aquellos pacientes del grupo de riesgo citogenético

intermedio que carecen de marcadores prondsticos.

Varios estudios sobre los genotipos GSTs y el prondstico en la LLA en

nifos aportan resultados contradictorios. Asi, considerando el trabajo de
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Davies y cols.?®, realizado en una de las series mas grandes (710 nifios con
LLA tratados por el Children of Cancer Group), y el trabajo de Krajinovic y
cols.®?, no encuentran diferencias en el prondstico de la enfermedad de
acuerdo con el genotipo GSTs, particularmente en términos de tasa de
recaida. Sin embargo, estudios realizados en una serie mas corta®%
(Tabla 11) dan cuenta de que los pacientes con los genotipos normales para
los genes GSTM1 o GSTT1 tienen mayor riesgo de recaida hematoldgica en
comparacidon con el genotipo nulo. Otros autores'® no encuentran
asociacion entre polimorfismo GSTP1*B con el prondstico de LLA en nifos
(Tabla 11).

Los trabajos en nifios!®? y adultos® han demostrado que las
deleciones GSTs tienen un efecto desfavorable en el prondstico de la LMA.
Asi, las investigaciones realizadas en nifios con LMA muestran que los
pacientes con el genotipo de/GSTT1 tienen una SG significativamente mas
corta que aquellos pacientes con el genotipo normal GSTT1 después de la
guimioterapia intensiva, incluyendo altas dosis de antraciclinas vy
citarabina® (Tabla 13). El andlisis de regresiéon de Cox, que incluye los
parametros demograficos y bioldgicos, confirma el aumento de riesgo de
muerte de los pacientes portadores del polimorfismo de/lGSTT1. La
incidencia de muerte durante la remisién también aumenta en pacientes
delGSTT1 debido a la sensibilidad mayor de estos pacientes a la
quimioterapia. Sin embargo, el genotipo de/lGSTM1 no influye en la SG.

El estudio realizado en adultos con LMA también concluye que las
deleciones GSTs (delGSTT1 y delGSTM1) predicen una respuesta escasa a la
quimioterapia de induccién y en consecuencia, a una mas corta SG* (Tabla

13).
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3.4 Metabolismo del folato y polimorfismos en MTHFRy TS

El folato es un nutriente esencial para el crecimiento normal de los
mamiferos. Esta implicado en reacciones que incluyen la sintesis de purinas
y pirimidinas, como la provisién de grupos metilo por metilacion de ADN,

103105 Se han propuesto dos mecanismos por los que la

ARN vy proteinas
deficiencia de folato podria afectar la malignidad: causando hipometilacion
de ADN y activacion de protooncogenes o bien induciendo la incorporacién
de uracilo durante la sintesis de ADN, resultando en una reparacion del ADN
alterada, rotura de doble cadena de ADN y dafio cromosémico!®3106-198,

El status del folato podria potencialmente estar perturbado en parte,
por la existencia de polimorfismos en el gen metilentetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) y de la timidilato sintetasa (7S).

La MTHFR regula la cantidad de folato intracelular para la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos y convierte al 5,10-metilentetrahidrofolato
(5,10-CH2FH4) a 5-metiltetrahidrofolato (5-CH3FH4), un donador de grupo
metilo necesario para la conversién de homocisteina a metionina durante la
sintesis de proteinas'®® (Figura 3). Sin embargo, la 5,10-CH2FH4 es también
la principal fuente de grupos metilo necesarios para la conversién de uracilo
en timina. Si los niveles de timina son escasos, el uracilo es incorporado en
el ADN recién sintetizado. Los subsiguientes mecanismos de reparaciéon del
ADN para eliminar el uracilo mal incorporado podrian inducir a la rotura de

la hebral®’1,
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duUmMP dTMP —*  Sintesis de DMA
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Figura 3: La MTHFR convierte al 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-
metiltentrahidrofolato, un donador de grupo metilo necesario para la conversion de
homocisteina a metionina durante la sintesis de proteinas. Adaptado de Candelaria
M (2007) ™,

En el gen MTHFR, el polimorfismo C677T conduce a una sustitucion
A222V (Tabla 8). Este polimorfismo produce una enzima termolabil que
causa hiperhomocisteinemia en portadores con bajos niveles plasmaticos de
acido fdlico'’®>. Este polimorfismo se ha encontrado en un 37% de
caucasicos''®>. Un segundo polimorfismo en A1298C conduce a una
sustitucién E439A. El alelo tiene una frecuencia global media de 45% y se
encuentra en un 61% de caucdsicos'’®. Los homocigotos para este
polimorfismo muestran una reduccién del 61% en la actividad linfocitica de
la MTHFR!'>, Los dobles heterocigotos (A1298C y C677T) encontrados en un
15% de la poblacién, se han asociado con una reduccidn de actividad de la
enzima en un 50-61% en comparacion con los encontrados en individuos
con alelos normales.

Es probable que exista una conexion entre polimorfismos funcionales

en el gen MTHFR y la leucemogénesis dado que existe una relacién entre la

concentraciéon de folato y la susceptibilidad al dafio genético en células en
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divisiéon activa, como los implicados en la hematopoyesis'®’. Asimismo, el
polimorfismo MTHFR C677T esta asociado con una reduccion del riesgo de
desarrollar un cancer de colon y LLA’*. Este efecto protector estaria
relacionado con el nivel de folato, por lo tanto el riesgo de cancer podria
aumentar en sujetos homocigotos para MTHFR C677T con ingestas bajas de

folato!*®11?

El 5-FU es una droga quimioterapica en la que se sustituye en el
carbono 5 del anillo de pirimidina del uracilo el hidrégeno por fldor. La
enzima timidina fosforilasa (TP) cataliza la conversién de 5-fluoruracilo a
FudR y posteriormente sufre una fosforilacidon por la timidina quinasa (TK) a
5-fluoro-2'deoxiuridin-5'monofosfato (FAUMP) (Figura 4). Este metabolito es
el que inhibe directamente a la enzima timidilato sintetasa (TS). Esta
enzima es necesaria para la sintesis de piridiminas de novo y su inhibicion
impide la replicacion del DNA y por tanto el crecimiento tumoral®*!”!8, E|
gen TS posee un Unico sitio de repeticidon interna en tdandem en 5° UTR,

antes del codon de inicio ATG!!°120,

Este polimorfismo consta de
repeticiones en tandem de 28pb en multiplos de dos (2R) o tres (3R) (Tabla
8). El polimorfismo 3R aumenta la expresiéon del gen. Esta hiperexpresion
puede inducir la conversion de dUMP en dTMP, disminuyendo los niveles de
uracilo y, por lo tanto impidiendo la incorporacion errénea de uracilo en el

ADN (Figuras 4). El alelo TS 3R se encuentra en 38-54 % de la poblacién

caucasica.
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Figura 4: El metabolito de 5-FU, FAUMP forma un complejo ternario estable con TS
y el cofactor metilo, bloqueando la produccion de d’TMP e inhibendo la sintesis de
DNA. Adaptado de Candelaria M (2007) 112,

3.4.1 Polimorfismos en los genes del metabolismo del folato y la

leucemia aguda

La relacién entre los polimorfismos MTHFR y el riesgo de leucemia
aguda en adultos (LMA o LLA) permanece poco clara. En los estudios
realizados en LMA no se han visto diferencias significativas de los genotipos
MTHFR T677T, A1298C y C1298C, entre los casos y los controles'!® (Tabla
12). En el caso de la LLA del adulto se observan resultados contradictorios.
En un estudio caso-control realizado en LLA del adulto (71 pacientes con
LLA v.s 114 controles)!'® (Tabla 10) se observa que el genotipo MTHFR
T677T tiene una incidencia menor en los casos que en los controles,
confiriendo una reduccién en el riesgo de LLA. Ademas, el genotipo MTHFR
A1298C confiere una reduccién de 3 veces el riesgo de desarrollar una LLA.
Ademas, los individuos doble heterocigotos muestran una reduccion fuerte

en el riesgo de LLA comparado con individuos homocigotos [OR = 0.2
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(C677T/A1298C); IC del 95 %, 0.1-0.8 (C677C/A1298A)]. Sin embargo, la
asociacion entre MTHFR C677T y el riesgo de LLA en el adulto no se ha
podido demostrar en otros grupos poblacionales®.

Muchos trabajos, en pacientes de edad pediatrica, muestran que el
polimorfismo MTHFR C677T o su combinacion con el polimorfismo A1298C
confiere un papel protector contra el desarrollo de LLA'!®'21122(Tabla 10),
de tal manera que un estudio de caso-control confirma que tanto
T677T/A1298A como los genotipos C677C/C1298C disminuyen el riesgo de
LLA'??, y este efecto protector también podria ser logrado por
administracion de folato durante el embarazo.

Ademas, existe una relacion de los polimorfismos MTHFR y algunas
nuevas alteraciones cromosémicas®®!. Asi, los pacientes con leucemia que
presentan el reordenamiento MLL tienen incidencias mas bajas del
polimorfismo C677T y una incidencia mas alta de A1298C. Ademas, los
genotipos C677T y T677T presentan un efecto protector en pacientes con
leucemia MLL-positivo, y este efecto es mas fuerte para CT (OR = 0.3; IC
del 95%, 0.1-0.7) que para TT (OR = 0.5; IC del 95%, 0.2-1.5).

También se ha observado que algunos polimorfismos en otros genes
implicados en el metabolismo del folato también podrian conferir proteccion
para LLA'?, Asi, el polimorfismo TS 2R3R disminuye el riesgo de LLA 2.8
veces y 3R3R lo reduce hasta 4 veces (Tabla 10). Ademas, la combinacion
del polimorfismo 3R3R TS y 1420CT/TT SHMT1 confiere una reduccién

fuerte en el riesgo de LLA (OR = 0.1; IC del 95 %, 0.0-0.8).
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3.4.2 Polimorfismos en los genes del metabolismo del folato y el

prondéstico

Los polimorfismos de MTHFR pueden ser moduladores potenciales de
quimioterapia del acido fdlico con metotrexato (MTX). Asi, las células
leucémicas de pacientes con el polimorfismo MTHFR C677T muestran mayor
sensibilidad para MTX in vitro?*!%>, En este sentido, en un estudio realizado
en 201 ninos con LLA tratados con MTX, los pacientes con el haplotipo
MTHFR C677C/A1298A o con la variante metilentetrahidrofolato
deshidrogenasa 1 A1958 (MTHFD1 A1958) tiene una menor probabilidad de
supervivencia libre de evento (SLEv) y el haplotipo MTHFR T677T/A1298A
aumenta el riesgo de recaida'?® (Tabla 11). Ademas, la combinacién TS 3R y
MTHFR T677T/A1298A 0 MTHFD1 A1958A reduce significativamente la SLEv
(HR = 9.0; IC del 95 %, 1.9-42.8; Y HR = 8.9; IC del 95 %, 1.8-44.6,
respectivamente). También se ha observado que la homocigosis MTHFR
T677T se asocia con un riesgo aumentado de los efectos secundarios del
MTX a nivel oral, gastrointestinal y hepatico'?’. Sin embargo, todos estos
resultados deberian ser considerados preliminares dado que se basan solo
en estos trabajos.

TS es una enzima esencial para la proliferacion celular y un candidato
importante para el MTX'*?®. Los trabajos de Rocha y cols®® y Krajinovic y

cols?®

confirman la relevancia del polimorfismo 7S 3R en la respuesta al
MTX (Tabla 11). Asi, Rocha y cols®® estudian la repercusién de 16
polimorfismos genéticos comunes en la farmacodinamica de drogas

antileucémicas en 246 nifios con LLA tratados con dosis altas de MTX.

Ademas los pacientes que presentan la combinaciéon de/lGSTM1/TS3R3R
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tienen un mayor riesgo de recaida hematoldgica y se ha demostrado por
analisis multivariante que estos polimorfismos son factores prondsticos
independientes. Krajinovic y cols!?® (Tabla 11) muestran que nifios con
genotipo TS 3R con LLA tratados con MTX tienen repuesta escasa. Sin
embargo, otro estudio en este campo no relaciona el riesgo de recaida de
LLA con el genotipo 3R/3R. Por lo tanto, dosis mas altas de MTX podrian
vencer la farmacoresistencia causada por el polimorfismo. Si bien, estas

afirmaciones se deben confirmar con mas estudios.
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Tabla 9.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar LS/SMDS

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Frecuencia Controles Frecuencia OR 95% IC P Referencias
metabdlica étnicos polimorfismo polimorfismo
(%) (%)
Fase | del CYP3A4 *1B/V Blancos, 33 3 99 LMA 19 0.07 0.0-0.7 0.05 Felixy cols.®
metabolismo Negros,
Hispanos
Blancos, 41 9.7 167 6.6 1.53 0.3-1.5 n.s. Blancoy
CYP3A4 *1B/V Negros, 8 87.5 32 93.7 0.47 0.0-5.9 n.s. cols.”
Hispanos 4 25.0 23 39.1 0.52 0.1-5.8 n.s.
CYP3A4 *1B/V Caucasicos 23 4.5 173 8.0 n.r n.s Colle}go y
cols.
Blancos, 41 14.6 167 17.9 1.28 0.5-3.3 n.s. Blancoy
CYP3A5 *3 Negros, 8 87.5 31 93.5 207 02-26.2 ns. cols.”’
Hispanos 4 25.0 23 30.4 1.31 0.1-149 ns. ]
Fase Il del GSTM1 delecion Japoneses 18 61 43 53 FET n.s. Sasaiy cols.”
metabolismo
GSTM1 delecion Japoneses 58 44.8 150 51.3 0.77 0.0-1.7 n.s. Naoey cols®
GSTM1 delecion Caucasicos 89 55 1022 49 1.31 0.8-20 n.s. Allanycols.*
GSTM1 delecion Caucasicos 42 54.7 175 49.5 0.98 0.5-2.0 ns. Seeghouse y
cols
GSTT1 delecion Japoneses 18 67 43 30 FET 0.01 Sasaiy cols.”
GSTT1 delecion Japoneses 58 46.6 150 54.0 0.74 0.0-1.6 n.s. Naoey cols.”
GSTT1 delecion Caucasicos 89 21 1022 14 1.79 1.0-31 ns. Allany cols.®
GSTP1 *B Caucasicos 89 63 1022 51 1.58 1.0-2.5 0.05 Allany cols.®
Radicales NQO1 *2 Caucésicos, 56 51.7 *Estimado 21.65%* Chi- 0.03 Larsony
Libres Afro- cuadrado cols.™
americanos,
Hispanos,
Asiaticos
Adultos
NQO1 Japoneses 58 24.1(hom) 150 10.6(hom) 2.62 2.2-3.1 0.002 Naoey cols™
*2 Adultos 72 58
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Tabla 9.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar LS/SMDS ("Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Frecuencia Controles Frecuencia OR 95% IC P Referencias
metabdlica étnicos polimorfismo polimorfismo
(%) (%)
NQO1 *2 Nifios 41 44 160 35 1.45 0.7-29 n.s. Blancoy
Blancos, 8 38 32 38 1.00 0.2-49 ns. cols.”’
Negros, 4 50 23 65 0.53 0.1-45 n.s.
Hispanos

IC: Intervalo de confianza; Grupos étnicos: descritos en los articulos de referencia; * : estimado para los diferentes grupos étnicos; FET:
test exacto de Fisher; hom: homocigoto; n.s.: no significativo; OR: odds ratio; Frecuencia polimorfismo (%): si no se indica en la tabla, la
frecuencia del polimorfismo se refiere a la suma del los individuos homocigotos y heterocigotos.
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Tabla 10.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LLA o LA

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95%IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia [frecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
Fase | del CYP1A1 *2A Caucéasicos 144 LLAy 33 16.7 185 16.9 0.99 0.6-1.6 n.s. Balta y cols.”
metabolismo (Turcos) LANL (nifios)
CYP1A1 *2A Caucéasicos 170 LLA 19.4 299 11.7 1.8 1.1-31 0.03  Krajinovic y
(adulto) cols.®
CYP1Al *2B Caucasicos 170 LLA 7.3 299 8.0 0.9 04-18 n.s. Krajinovic y
(adulto) cols.®
CYP1Al1 *4 Caucésicos 177 LLA 5.6 295 9.5 0.6 0.3-1.2 n.s. Krajinovic y
(adulto) cols.®
CYP2E1l 5B Caucasicos 174 LLA (nifios) 8.0 304 3.0 285 1.2-6.7 0.01 Krajigoovic y
cols.
CYP2E1l 5B Caucésicos 119 LLA (nifios) 13.4 140 4.3 3.47 1.3-9.2 0.01 Sayitogluy
(Turcos) cols.®
Fase Il del GSTM1  delecion Blancos y 163 LLA (nifics) 55.2 Blancos 416 53.5 0.68 n.s Chen y cols.*
metabolismo Negros 41.2 Negros 27.6 2.6 0.0005
GSTM1  delecion Caucasicos 177 LLA (nifios) 64 304 51.3 1.8 1.2-26 0.04 Krajigzovic y
cols.
GSTM1  delecion Caucasicos 47 LLA (nifios) 68.1 102 49.0 22 1.1-45 0.035 Alvesy cols.”
GSTM1  delecibn Blancos y 616 LLA 54 Blancos 532 54 FET n.s Davies y
Negros Blancos 40 Negros 201 32 n.s cols.”
35 LLA Negros
(nifios)
GSTM1  delecion Caucésicos 139 LA (nifios) 55.4 185 54.6 1.03 0.7-1.6 n.s. Baltaycols.*
(Turcos)
GSTT1 delecion Blancos y 163 LLA(nifios)  14.1 Blancos 416 15.0 FET n.s. Chen y cols.*
Negros 35.3 Negros 241
GSTT1 delecion Caucasicos 177 LLA(nifios) 15.9 304 17.2 09 05-15 n.s. Krajigzovic y
cols.
GSTT1  delecién Caucésicos 47LLA(adultos) 19.2 102 25.5 22 11-45 ns. Alvesycols.”
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Tabla 10.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LLA o LA (“"Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95% IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia Ifrecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
GSTT1 delecion Blancos y 616 LLA 16 Blancos 532 16 FET n.s. Davies y
Negros Blancos 17 Negros 201 28 ns cols.®
35LLA
Negros
(nifios)
GSTT1 delecion ~ Caucasicos 139 LA 20.9 185 22.7 09 0515 ns. Baltaetal®
(Turcos) (nifios)
GSTP1 *B Caucasicos 139 LA 44.1 185 44.3 1.16 0.7-2.0 n.s. Balta et al.*
(Turcos) (nifios)
Radicales NQO1 *2 Caucéasicos 39 MLL(+) 61.5 56 MLL(-) 39.3 277 1.2-6.6 0.033 Smithycols.”
libres LA (nifios) de novo
linaje B
LLA
NQO1 *2 Ingleses 36 (LLA and 55 100 33 254 11-6.0 0.015 Wiemelsy
LMA MLL[+]) sangre de cols.”
(adultos) cordon
NQO1 *2 Japoneses 64 (49 LLA+ (59.1)LLA 185 55.3 1.17 0.6-2.2 0.63  Eguchi-
15 LMA, (56.0)MLL-  sangre de 1.03 0.4-24 0.95 Ishimaey
MLL +) AF4 cordon 3.23 0.9-11.8 0.10 cols.”"
(infantes) (80)AML
NQO1 *2 Caucasicos 50 infantes (72)CC+CT 106 casos (38)CC+CT(1 4.22 1.4-12.5 0.006 Lanciottiy
LLA(32 pediatrico 47 controles cols.**°
MLL+y 18 S LLA sanos) 572 1.7-16.0 0.002
MLL-) 147
controles CC+CT(106 p
sanos LLA)
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Tabla 10.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LLA o LA ("Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95% IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia Ifrecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
NQO1 *2 Caucéasicos 138 infant (25.7)MLL/AF 190 (66.3)CC 0.79 04-1.7 0.56 Kracht y
LLA 4(CT) (32.1)CT 092 05-1.7 079 cols.*
(29.2)TEL/AM (1.6)TT 1.42 0.4-3.8 0.37
L1(CT)
(38.7)BCR/AB
L(CT)
NQO1 *3 Japoneses 64 (49 LLA+ (12.2)LLA 185 3.7 355 1.1-11.1 0.02  Eguchi-
15 LMA, (20.0)MLL-  sangre de 6.36 1.8-21.9 0.001 Ishimaey
MLL +) AF4 cordon 0.59 cols.”"
(infantes) (O)LMA
Metabolismo MTHFR A1298C Caucasicos 69 LLA 33.3 (AC) 114 47.7 (AC) 0.33 0.2-0.7 0.05 Skibolay
del cido (adultos) 1.5 (CC) 9.6 (CC) 0.07 0.0-1.8 ns  cols.*
félico
MTHFR  C677T Caucésicos 71 42 CT) 114 34.2 (CT) 0.58 0.3-1.3 n.s. Skibola y
LLA(adulto) 7.2(TT) 12.3(TT) 023 0.1-08 005 cols.'®
MTHFR C677T Caucéasicos 71 LLA 39.4 (CT) 71 50.7(CT) 05 0.2-09 005 Francoy
(nifios) 8.4 (TT) 183(TT) 0.3 0.1-08 005 cols.*®
47.8 (CT+TT) 69.0 (CT+TT) 0.4 0.2-0.8 0.05
MTHFR A1298C Caucasicos 71 LLA 42.2 (AC) 71 39.4 (AC) 1.3 0.7-7.6 n.s. Franco y cols.
(nifios) 7.0 (CC) 2.8 (CC) 28 05156 ns.
49.2 (AC+CC) 42.2 (AC+CC) 1.3 0.7-26  n.s.
MTHFR  C677T Caucasicos 37 21.6 200 recién 35.8 0.36 0.2-0.9 0.017 Wiemelsy
MLL(+)LLA nacidos CT+ cols.”
(nifios) sanos TT
MTHFR  A1298C Caucésicos 37 40.5 200 recién 324 1.14 0.5-2.7 n.s. Wiemels y
MLL(+)LLA nacidos cols.”
(nifios) sanos
MTHFR C677T Turcos 142 LLA 29 185 28 1.04 0.7-1.5 ns. Baltaycols.*
(adultos)
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Tabla 10.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LLA o LA (“"Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95%IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia [frecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
MTHFR  T677T/ Francés- 270 LLA 115 300 15.3 0.4 0.2-09 0.02 Krajinovic y
A1298A Canadienses (nifios) cols.**®
MTHFR C677C/ Francés- 270 LLA 4.4 300 10.3 0.3 0.1-06 0.001 Krajinovic y
C1298C Canadienses (nifios) cols.'*®
MTHFR A1298C Francés- 270 LLA 39.6 (AC) 300 39.7(AC) 0.9 0.6-1.3 ns. Krajinovicy
Canadienses (nifios) 4.4 (CC) 103(CC) 04 02-08 ns. cols.'®
TS 2R3R Caucasicos 71 LLA 52.2 (2R/3R) 114 58.8 (2R/3R) 0.36 0.2-0.8 0.01  Skibolay
(adultos) 11.9 (3R/3R) 21.1 (3R/3R) 0.25 0.1-0.8 0.01 cols.**®
SHMT1 C1420T Caucasicos  71LLA 36.6 (CT) 114 447 (CT) 0.48 0.3-0.9 0.02 Skibolay
(adultos) 5.6 (TT) 15.80 (TT) 0.31 0.1-0.9 0.031 cols.”®
MTRR  A2756G & Caucasicos 71 LLA 36.6 (CT) 114 0.18 0.1-0.6 0.008 Skibolay
& 1420CT/TT (adultos) 5.6 (TT) cols.'?®
SHMT1

IC: Intervalo de confianza; Grupos étnicos: descritos en los articulos de referencia; * : estimado para los diferentes grupos étnicos; FET:
test exacto de Fisher; hom: homocigoto; n.s.: no significativo; OR: odds ratio.
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Tabla 11.- Polimorfismos y prondstico de pacientes con LLA

Via Gen Polimorfismo Grupos étnicos  Evento Casos Controles OR 95% IC P Referencias
metabdlica
Fase | del CYP1A1 *2A Franco- SLE 68 recaidas 320 nifios en RC 2.3t 1.1-49 0.003 Krajinovic y
metabolismo Canadienses cols.®?
CYP3A4 *1B Americanos no Recaida 222 recaidas 982 nifios en RC 1.9 0.6-2.2 n.s. Aplenc y cols.”
africanos, Afro-
americanos
CYP3A5 2 Americanos no  Recaida 222 recaidas 982 nifios en RC 1.02  0.6-1.7 ns. Aplencycols.”®
africanos, Afro-
americanos
CYP3A5 *3 Blancos, Eventos 47 recaidas 246 nifios en RC n.s. Rochay cols.®
Negros, Otros adversos:
Recaidas,
muerte en
remision
CYP3A5 *6 Americanos no Recaida 222 recaidas 982 nifios en RC 0.79 0.1-4.0 n.s. Aplenc y cols.®
africanos, Afro-
americanos
Fase Il del GSTM1 Delecion Caucasicos Recaida 64 recaidas 64 nifios en RC 0.5 0.2-1.1 n.s Stanulla y cols.
metabolismo 101
GSTM1 Delecién SLE 68 recaidas 247 nifios con LLA 1.1t 0.6-2.1 n.s. Krajiglovic y
cols.
GSTM1 non-null Blancos, Eventos 47 recaidas 246 nifios en RC 18.1% 3.9- 0.0002 Rochay cols.*
Negros, Otros adversos: GSTM1 84.4
Recaidas, normal
muerte en
remision
GSTM1 Delecién  Blancos, SG 710 LLA nifios 0.9& ns  Daviesy cols.*
Negros, SLE 132 recaidas (616 Blancos) 0.9& n.s
Hispanos,
Asidticos
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Tabla 11.- Polimorfismos y prondstico de pacientes con LLA ("Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo Grupos étnicos  Evento Casos Controles OR 95% IC P Referencias
metabdlica
GSTT1 Delecion Caucasicos Recaida 64 recaidas 64 nifios en RC 0.36 0.1-1.0 0.048 Stanijolla y
cols.
GSTT1 Delecion Franco- SLE 68 recaidas 231 nifios con LLA 1.1t 0.4-3.1 n.s. Krajinovic y
Canadienses cols.”
GSTT1 Delecién  Blancos, SG 710 LLA nifios 1.2& n.s  Daviesy cols.”
Negros, SLE 132 recaidas (616 Blancos) 1.0& n.s
Hispanos,
Asiéticos
GSTP1 *B Caucasicos Recaida 64 recaidas 64 nifios en RC 0.33 0.1-1.2 0.099 Stanijolla y
cols.
Radicales NQO1 *2 Franco- SLE 68 recaidas 252 nifios en RC 3.61 1.7-7.4 0.001 Krajinovic y
libres Canadienses cols.”
Metabolismo MTHFR Ce77T/ Franco- SLE 35 recaidas 166 adultos en RC 2.2% 1.1-4.7 0.04  Krajinovic y
del acido A1298C  Canadienses cols.'?®
félico
MTHFD1 A1958 Franco- SLE 35 recaidas 166 adultos en RC 2.8t 1.1-7.3 0.003 Krajinovicy
Canadienses cols.'?®
TS 2R3R Franco- Recaida o 32recaidas 173 adultos en RC 5.2 1.6- 0.005 Krajinovic y
Canadienses muerte 16.9 cols. **°
TS 3R3R vs otros Franco- Recaida o 40 Recaidas 40 adultos en RC 1.1 0.7-30 ns  Lautenycols.**
Canadienses muerte 3
TS Blancos, Recaida 47 eventos 246 nifios en RC 14.5t 25- 0.0031 Rochay cols.”
3R/3R+ Negros, Otros adversos 85.2
GSTM1 (recaidas,
normal segundas
malignidades
, muerte en
remision)

IC: Intervalo de confianza; Grupos étnicos: descritos en los articulos de referencia; *

: estimado para los diferentes grupos étnicos; n.s.:

no significativo; OR: odds ratio; RC: Remisiéon Completa; SG: supervivencia global; SLE: Supervivencia libre de enfermedad; t: Hazard

ratio; KM: Kaplan-Meier; &: Riesgo Relativo
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Tabla 12.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LMA o SMD

Via Gen Polimorfismo Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95% IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia [frecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
Fase | del 53 LMA con 371 LMA 7 2.36 1.0-55 0.05 Boweny
metabolismo  CYP1A1 *2B Caucasicos mutacion 15.1 sin cols.”
NRAS mutacion
(adultos) NRAS
CYP1A1 *2B Caucasicos 193 LMA 7.3 273 9.2 n.r. ns. DAl y cols.”
(adultos)
CYP1Al *4 Caucasicos 193 LMA 19.1 273 9.9 22 1.3-37 0.006 D’Alo yc:ols.50
(adultos)
CYP3A4 *1B/V Caucésicos 215 LMA 9.7 173 9.2 n.r. n.s. Collado y
(adultos) cols.*®
Fase Il del GSTM1 Delecion  Caucésicos 92 SMD 42 201 48 0.8 0.5-1.3 n.s. Cheny cols.*”’
metabolismo (adultos)
GSTM1 Delecion Caucésicos 166 SMD 55 112 48 0.89 0.5-1.4 n.s. Atoyebi y
(adultos) cols.*
GSTM1 Delecién  Japoneses 116 SMD 55 43 53 0.80 0.6-2.4 n.s. Sasaiy cols.”
(adultos)
GSTM1 Delecién Caucasicos 232 LMA 64 153 47 20 1331 0.001 Daviesy
(nifios) cols.®
GSTM1 Delecién Caucasicos 475 54 826 49 1.24 1.0-1.6 ~0.05 Rollinsony
LMA(adultos) cols.®
GSTM1 Delecion  Caucésicos 193 43 273 47 S ns. DAIGycols.”
LMA(adultos)
GSTM1 Delecién Caucésicos 200 50 177 44 1.28 0.8-2.0 n.s. Seedhouse y
LMA(adultos) cols.®’
GSTT1 Delecién  Caucésicos 92 SMD 46 190 16 43 25-7.4 0.00001 Cheny cols.”
(adultos)
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Tabla 12.- Polimorfismos y riesgo de desarrollar una LMA o SMD (“Continuacion”)

Via Gen Polimorfismo  Grupos Casos Polimorfismo Controles Polimorfismo OR 95%IC P Referencias
metabdlica étnicos [frecuencia Ifrecuencia
genotipica genotipica
(%) (%)
GSTT1 Delecién Caucasicos 166 SMD 21 112 16 0.72 04-1.3 n.s. Atoyebi y
(adultos) cols.”
GSTT1 Delecién ~ Caucasicos 174 SMD/16 t- 22 100(dona 19 x° n.s.  Preudhomme
LMA(adultos) ntes de y cols.'®
sangre)
GSTT1 Delecion  Japoneses 116 SMD 53 43 30 265 1.3-55 0.05 Sasaiycols.”
(adultos)
GSTT1 Delecién Caucasicos 232 LMA 22 153 15 16 0.9-29 n.s. Davies y
(nifios) cols.®
GSTT1 Delecién Caucasicos 475 19 826 15 132 1.0-1.8 ~0.05 Rollinsony
LMA(adultos) cols.®
GSTT1 Delecion  Caucésicos 193 29 273 19 1.7 1.1-27 0.02 DAloycols.”
LMA(adultos)
GSTP1 *B &?? 472 13.9 (homo) 823 14 (hom) 0.94 0.7-1.3 n.s. Rollinson y
LMA(adultos) cols.®
GSTP1 *B 53 15.1 371 7 236 1.0-55 0.05 Bowden y
LMA(adultos) cols.”
Radicales NQO1 7 Caucasicos 420 LMAy 67  41(hom+het) 838 32(hom+het) 1.49 1.2-1.9 0.05 Smithy cols.”
libres LLA (adultos)
Metabolismo C677T Caucasicos 237 29.6 (CT) 377 35.2 (CT) 0.73 0.5-1.1 n.s. Skibola y
del acido MTHFR LMA(adultos) 10.3 (TT) 11.7(TT) 0.84 04-16 ns. cols."™
félico A1298C 44.5 (AC) 434 (AC) 099 0.7-15 ns.
10.5 (CC) 11.0(CC) 095 0.5-1.8 n.s.
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Tabla 13.- Polimorfismos y prondstico de la LMA

Via Gen Polimorfismo  Grupos Evento Casos Controles Comentarios OR 95% IC P  Referencia
metabdlica étnicos s
Fase Il del GSTM1 Delecién Blancos SG 189 116 GSTM1 KM - 0.05 Daviesy
metabolismo DelGSTM1  normal cols.*®
(nifos)
GSTM1 Delecién Caucéasicos Resistencia 51 pacientes 44 pacientes 82% de los 4.7 1.2-18.1 0.02 Vossoy
en induccion adultos con GSTM1y  pacientes con cols.*®
delGSTM1 GSTT1 genotipo no
ylo normales delecionado
delGSTT1 alcanzan RC vs
con LMA 61 % de los que
presentan las
deleciones
GSTM1 Delecién Caucasicos SG 51 pacientes pacientes con 2.4¢% 1.2-49 0.02 Vossoy
adultos GSTM1y cols.®
delGSTM1 GSTT1
ylo normales
delGSTT1
con LMA
GSTT1 Delecién Blancos SG 65 genotipo 240 GSTT1 Deleci6bn GSTT1 1.6& - 0.02 Daviesy
delGSTT1  normal reduce la cols.*
(nifios) supervivencia
frente a GSTT1
normal
GSTT1 Delecién Blancos Recaida 30 genotipo 106 GSTT Lafrecuenciade KM —  --—--- n.s. Davies y
delGSTT1 1normal recaida del final cols.*®
(nifos) de la induccién
hasta 5 afios era
similar tanto
para GSTT1
normal como
delGSTT1
GSTT1 Delecién Blancos Muerte en 47 genotipo 172 GSTT1 Tasa de muerte KM - 0.05 Daviesy
remisién delGSTT1 normal en remision fue cols.®
(nifos) incrementada en

pacientes
delGSTT1

IC: Intervalo de confianza; Grupos étnicos: descritos en los articulos de referencia; *: estimado para los diferentes grupos étnicos; n.s.:

no significativo; OR: odds ratio; Frecuencia polimorfismo: % (homocigoto + heterocigoto); SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG:

supervivencia global.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias que
se asocian con inestabilidad genética caracterizada por cambios
cromosémicos moleculares que afectan a un 60-80% de los pacientes.
Estas alteraciones adquiridas afectan a genes implicados en Ia
diferenciacion y proliferacion de las células sanguineas (RARa, MLL, CBF,
FLT3) y han sido extensamente asociadas tanto con la leucemogénesis
como con el prondstico de la enfermedad®®**. Sin embargo, poco se conoce
respecto a las alteraciones hereditarias y la susceptibilidad genética a la
leucemia. Al igual que ocurre en otros canceres, parece que el riesgo a
desarrollar leucemia es una compleja interaccion entre multiples variantes
genéticas de baja penetrancia, la exposicion ambiental a determinados
carcindgenos, la dieta y las caracteristicas individuales del sistema inmune.

Estas variaciones genéticas en combinacidn con la exposicion a
toxicos podrian conferir un mayor riesgo a desarrollar leucemia,
especialmente en los nifios debido a la exposicion diferencial y/o inmadurez
fisioldgica o en pacientes con cancer sometidos a tratamiento citotdxico
intensivo.

Los canceres secundarios se presentan en un 7% de los
supervivientes de neoplasias primarias. De estos, las LS y SMD son las
complicaciones mas frecuentes en pacientes con enfermedades malignas
tratadas con quimioterapia’®**. Las LS tienen una incidencia mediana
acumulada a los 10 afios de un 2% vy los SMD de 0.8%*°. Con el
alargamiento de la supervivencia de los pacientes con cancer y el
incremento en el indice de curaciones se va acrecentando el interés de
reducir el riesgo de padecer neoplasias secundarias al tratamiento del

cancer!3®,
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Se ha observado que existe una desigual capacidad individual para
metabolizar los carcinégenos y los sujetos con menor capacidad para
desintoxicarse de quimicos pueden tener un mayor riesgo de cancer'®’, y
por tanto una mayor susceptibilidad a las LS o SMD.

Teniendo en cuenta que alrededor de 10% de los individuos
sometidos a tratamiento antineopldsico desarrollan una neoplasia
secundaria, seria de gran interés identificar los posibles factores genéticos

®0.138 ‘para poder asi identificar subpoblaciones

gue podrian estar implicados
de sujetos que son mas susceptibles al cancer inducido por agentes
quimicos.

Este conocimiento condiciona por una parte el proceso de evaluacion
del riesgo, y por otra el establecimiento de unos limites tolerables de
exposicion (que tenga en cuenta la susceptibilidad individual) y por tanto el
establecimiento de unas pautas de seguimiento y diagndstico diferenciadas
en funcion de los genotipos de riesgo.

La hipotesis del presente trabajo esta basada en la posible
asociacién de factores genéticos y la predisposicion de padecer leucemias y
sindromes mielodisplasicos tras tratamiento antineoplasico. Estos factores
genéticos se les suponen relacionados con los genes codificantes de los
enzimas que degradan los quimioterapicos y cancerigenos.

Para ello nos planteamos el estudio de los polimorfismos genéticos en
los genes del citocromo P450 (CYP1A1*2A, CYP2E1*5B y CYP3A4*1B), de la
quinona oxoreductasa (NQO1*2), del glutation s-transferasa (de/lGSTM1 y
delGSTT1) y del folato (MTHFRC677T y TS 2R3R), en tres grupos: Pacientes
con LS/SMDS, con LA de novo, y un grupo control, analizando la incidencia

de cada polimorfismo en cada grupo de estudio frente a este grupo control.
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Por otra parte, se pretende investigar el valor prondstico de los
polimorfismos de estos genes en las leucemias mieloides agudas de novo,
dado que la mayor o menor actividad de los enzimas que intervienen en la
metabolizacion de quimioterapicos repercute sobre la eficacia del
tratamiento administrado y, por tanto, en la duracion de la remision
hematoldgica ulterior.

A través del estudio que constituye el presente trabajo de Tesis

Doctoral, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Analizar la incidencia de los polimorfismos en los genes de
Citocromo P450, de la quinona oxidoreductasa, de la glutation S-transferasa
y de los polimorfismos mas significativos del metabolismo del folato en las

leucemias y sindromes mielodisplasicos secundarios al tratamiento.

2. Analizar estos mismos polimorfismos en las leucemias agudas de

novo, tanto en las LMA como en las LLA.
3. Evaluar el riesgo conferido por los polimorfismos a desarrollar
leucemia de novo y secundaria en pacientes sometidos a tratamiento

antineoplasico.

4. Estudiar la asociacion del polimorfismo con los parametros clinico-

bioldgicos.

5. Evaluar el significado prondstico de los polimorfismos en la

respuesta al tratamiento inicial.
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MATERIAL Y METODOS

1 PACIENTES

El estudio incluydé un total de 479 pacientes con LA de novo (317
LMA y 162 LLA) y 78 pacientes con LS a tratamiento quimioterapico (55
LMA, 20 SMD y 3 LLA,), recogidos retrospectivamente, y principalmente
procedentes del Hospital Universitario La Fe y en menor cuantia en otros
centros del resto de Espafa (Tabla 14). Asi mismo, se ha recogido muestra

de 454 individuos sanos (grupo control de las LA de novo).

Los criterios de inclusion para los distintos grupos fueron los siguientes:

= Disponibilidad de ADN.

= Grupo de LA de novo: Diagndstico citomorfoldgico e inmunofenotipico

de LMA y LLA.

= Grupo de LS: Diagndstico citomorfoldgico e inmunofenotipico de LMA,
LLA o SMD desarrollado antes de los 15 afios tras el diagnédstico del

cancer primario.

*= Grupo control de LA de novo: Individuos sanos sin historia médica de

cancer y sin ninguna relacién con los pacientes.
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Tabla 14.- Relacién de centros que participan

HOSPITAL

CIUDAD (N)

H.Universitario La Fe

H. Universitario Reina Sofia
H.Navarra

H. Clinic i Provincial

H.General de Alicante

H.Clinico Universitario de Salamanca
H. Universitario Puerta del Mar

H. General de Albacete

H. Sant Pau y Santa Creu

H. General San Jorge INSALUD

H. General de Arrixaca

H.General

H. Dr. Peset

H. Universitario Germans Trias i Pujol
H.de Cruces

Hospital de Son Dureta

H. General de Castellon

Valencia (364)
Cordoba (74)
Navarra (31)
Barcelona (29)
Alicante (21)
Salamanca (8)
Cadiz (7)
Albacete (7)
Barcelona (5)
Huesca (3)
Murcia (3)
Valencia (3)
Valencia (2)
Badalona (2)
Baracaldo (1)
Son Dureta (1)
Castelldn (1)

Jerez de la Frontera(1)
La Corufia (1)

H. General de Jerez de la Frontera
H. Juan Canalejo

N: nimero de pacientes aportados al estudio

1.2 Caracteristicas Clinico-Bioldgicas

1.2.1 Datos Demograficos

El grupo de 479 pacientes con LA de novo incluyd 317 pacientes con
LMA con una mediana de edad de 47 afios (rango 0.8-87), de los que 174
(54.8%) eran varones y 142 mujeres (44.7%), y 162 pacientes con LLA con
una mediana de edad de 26 afios (rango 1-82), de los que 102 (63.0%)
eran varones y 60 (37.0%) mujeres. Por otra parte, el grupo de 78
pacientes con LS presentaba una mediana de edad de 56 afios (rango 7-
87), de los que 39 (50.0%) eran varones y 39 mujeres (50.0%). El grupo
control incluy6 454 individuos sanos con una mediana de edad de 38 afios
(rango 1-85), de los que 223 (49.1%) eran varones y 231 (50.9%) mujeres

(Tabla 15).
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El grupo control estaba formado por voluntarios atendidos en el

hospital para extraccion de sangre para analisis bioquimicos vy
hematoldgicos, y que se prestaron a participar en el estudio. Los sujetos
con alguna malignidad tanto hematoldgica como otras fueron excluidos. El
consentimiento informado fue obtenido en los controles como en los
pacientes segun las recomendaciones de la Declaracion de los Derechos
Humanos, en la Conferencia de Helsinki, y también en conformidad con las

regulaciones institucionales (comité ético del hospital).

Se recoge en la Tabla 15 las caracteristicas clinico-bioldgicas de los

diferentes grupos de estudio.

Tabla 15.- Caracteristicas clinico-biolégicas de los diferentes grupos de estudio

Variable LMA n (%) LLAn (%) LSn (%) Control n (%)
Total 317(100) 162(100) 78(100) 454(100)
Sexo
Varon 174(54.8) 102(63.0) 39(50.0) 223 (49.1)
Mujer 142(44.7) 60(37.0) 39(50.0) 231 (50.9)
Edad
<=18 35(11.0) 58(35.8) 2(2.6) 48(10.6)
19-40 78(24.6) 48(29.6) 9(11.5) 198(43.6)
41-50 50(15.7) 12(7.4) 11(14.1) 62(13.7)
51-60 45(14.1) 13(8.0) 18(23.1) 72(15.8)
>60 77(24.3) 20(12.3) 38(48.7) 66(14.5)
Mediana 47(0.8-87) 26(1-82) 56(7-87) 38(1-85)
(rango)
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1.2.2 Clasificacion FAB

Las LMA y SMD se clasificaron segun criterios FAB asi en la LMA el
subtipo FAB mayoritario fue M3 109/317 (34.38%) seguido de M1 y M2 con
49/317 (15.46%) cada uno y en una menor proporcion el subtipo M4 con

37/317 (11.67%) (Tabla 16).

Tabla 16.- Clasificacion FAB

FAB LMA n (%) LS n (%)
Indiferenciada 3(0.95) 1(1.28)
Mixta 2(0.64) 1(1.28)
Sin clasificar 3(0.95) 3(3.85)
MO 11(3.47) 6(7.69)
M1 49(15.46) 6(7.69)
M2 49(15.46) 6(7.69)
M3 109(34.38) 12(15.38)
M4 37(11.67) 6(7.69)
M5 29(9.15) 5(6.41)
M6 10(3.15) 7(8.97)
M7 4(1.26) 2(2.56)
SMD-AREB 2(2.56)
SMD-AREB-t 18(20.51)
n.c. 11(3.47)

n.c.: no clasificado

1.2.3 Clasificacion Inmunofenotipica

La mayoria de los pacientes tenian el inmunofenotipo LLA-B 96/162
(59.3%), seguido de LLA-T 27/162 (16.7%) (Tabla 3). En el grupo de 78 LS

habfan 3 LLA, 2 LLA-B (2.56%) y una Pre-B (1.28%) (Tabla 17).
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Tabla 17.- Caracteristicas inmunofenotipicas de los diferentes grupos de estudio

INMUNOFENOTIPO LLA, n (%) LS, n (%)
LLA-B 96(59.3) 2(2.56)
LLA-T 27(16.7)

Pre-B 18(11.1) 1(1.28)
n.c. 12(7.4)
LAL-Ph+ 9(5.6)

1.2.4 Clasificacion citogenética

El grupo de LMA presentaba mayoritariamente un grupo de riesgo
citogenético bajo 122/317 (39.1%) (Tabla 18). Sin embargo, el grupo de
riesgo mayoritario en los grupos de LLA y LS era el grupo intermedio con

61/162 (37.7%) y 33/78 (42.3%) pacientes respectivamente (Tabla 18).

Tabla 18.- Caracterisicas citogenéticas de los diferentes grupos de estudio

Riesgo citogenético LMA, n (%) LLA, n (%) LS, n (%)
alto 17(5.4) 9(5.6) 14(17.9)
intermedio 110(35.20) 61(37.7) 33(42.3)
bajo 122(39.10) 12(15.4)
n.c. 63(20.10) 92(56.8) 19(24.4)

1.3 Tratamiento

1.3.1 Leucemias agudas de novo

Todos los pacientes con LMA no M3 fueron tratados con los protocolos
PETHEMA (www.aehh.org) para menores de 65 afios y para mayores de 65
anos y los pacientes con LMA-M3 fueron tratados con los protocolos LPA-96
y LPA-99. Los pacientes con LLA fueron tratados segun el grupo de riesgo:

protocolo para el tratamiento de la LLA de linea B madura (Burkitt-like,
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LAL3), tratamiento de la LLA de riesgo intermedio, y tratamiento de la LLA

de alto riesgo en adultos.

1.3.2 Tratamiento del cancer primario de las LS/SMDS

Los pacientes con LS recibieron diferentes tratamientos en el
momento del diagnostico del cancer primario. En la Tabla 19, se recogieron
los datos de estos pacientes, asi como los farmacos recibidos durante el

tratamiento especifico.

Tabla 19.- Caracteristicas de los pacientes con LS y tratamientos administrados

segun el cancer primario

NLB | SEXO | EDAD R FARMACO |ANOS| TIPOLS
276 M 67 cancer de cervix CDDP,DOX,IFF, |3,36 |SMD-AREBt
PAC,5FU
257 M 76 cancer de colon CPT-11,DACH- 6,97 |SMD-AREBt
platinium,5FU,F
A
142 V 87 cancer de colon 5FU 5,06 |LMA no
clasificada
517 Y, 70 cancer de colon 5FU 1,80 |SMD-AREBt
675 M 67 cancer de colon 5FU 6,75 |LMA-MO
206 Y 54 EH ABVD 8,97 |LMA no
clasificada
518 M 68 EH ABVD 7,36 SMD-AREBt
573 \ 68 EH ABVD, IFMVP 6,24 LMA-M7
220 Y 44 EH C-MOPP, ABV 6,63 |LLA-pre-B
575 M 37 EH ESHAP 12,14 | LMA-M6
449 \Y, 76 cancer de estémago | 5FU 1,90 |[SMD-AREBt
522 \% 80 cancer intestinal IFF, Mesna 5,73 | SMD-AREBt
530 Y, 79 cancer de laringe CDDP,5FU 0,53 |LMA-M2
585 M 73 cancer de mama AC 1,00 LLA-B
700 M 62 cancer de mama AC 8,00 |LMA-M3
591 M 50 cancer de mama DOX 11,59 | LMA-M1
520 M 49 cancer de mama EPI, PAC 1,52 |LMA-M5b
570 M 62 cancer de mama EPI,CPM,5FU,M | 3,83 LMA-M3
X
216 M 44 cancer de mama FAC 3,11 LMA-M2
577 M 63 cancer de mama FAC 6,01 |LMA-M6
593 M 59 cancer de mama FAC 2,50 L indiferenciada
676 M 40 cancer de mama FAC, TAM 3,08 |SMD-AREBt
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Tabla 19.- Tipos de LS y tratamientos administrados segun el cancer primario
("Continuacion”)

CANCER . -
NLB | SEXO | EDAD PRIMARIO FARMACO ANOS TIPO LS
218 |M 40 cancer de mama | FCM 5,36 LMA-M4
310 |M 75 cancer de mama | FCM 7,13 | SMD-AREBt
437 (M 57 cancer de mama | FCM 3,42 LMA-M3
438 (M 53 cancer de mama | FCM 6,82 |LMA-M3
439 (M 51 cancer de mama | FCM 2,19 |LMA-M3
527 |M 60 cancer de mama | FCM 2,80 LMA-M3
581 |M 64 cancer de mama | FCM 2,80 |LMA-M5
579 |M 49 cancer de mama | FEC 3,59 LMA-M5
589 |M 62 cancer de mama | FEC 3,94 LMA-M6
592 |M 64 cancer de mama | FEC 3,92 |LMA-M3
141 M 62 cancer de mama | IDA, Ara-C, VP-16 | 2,21 LMA-M3
583 |M 39 cancer de mama | MMM 3,74 |LMA-M3
526 |M 54 cancer CDDP,5FU,AF 13,72 | SMD-AREBt
nasofaringeo
521 |M 72 cancer de ovario | CBDCA,PAC 2,83 | SMD-AREBt
529 |M 59 cancer de ovario | CBDCA,PAC 1,61 |[LMA-M2
516 |V 50 cancer de | ABVD 1,16 |SMD-AREBt
pulmon
146 |V 65 cancer de | VP-16,CDDP 1,12 LMA-M4 con
pulmon eosinofilia
524 |V 59 cancer de | VP-16,CDDP 3,56 SMD-AREBt
pulmon
447 |V 24 cancer testicular | CDDP, VP-16 0,50 |[LMA-M5
217 (M 69 cancer de utero | CPM,CBDCA 2,94 |LMA-M6
580 |M 59 LA DNR, Ara-C, 7,70 | LMA-MO
DHAD, HDAC
445 |V 15 LLA-T VCR, DNR, L-ASA, [ 2,86 [LMA-MO
MTX, Ara-C, CPM,
DHAD, VP-16;
VM-26, VCR,
PRED
148 M 66 LMA-M2 IDA, Ara-C, VP-16 | 0,63 LMA-M5
586 |V 73 LNH ASHAP, BACOS, 4,87 |LMA-M1
MINE
578 |V 41 LNH ASHAP/BACOS, 3,88 LMA-M6
MINE-Rituximab
582 |V 59 LNH ATT 4,59 LMA-M1
151 |V 54 LNH ATT, FCM 4,16 |LMA-MO
673 |V 49 LNH BEACOP-B 12,56 | LMA-MO
143 |V 64 LNH CAB 5,64 SMD-AREBt
139 |V 65 LNH CHOD, CHOP-B, 1,92 |Bifenotipica
VAMD
145 M 57 LNH CHOP, FCM 8,84 LMA-M3
140 M 51 LNH CHOP, MINE, 1,42 LMA-M4
ESHAP
6033 |M 30 LNH CHOP 3,27 |LMA-M4 con
eosinofilia
701 |v 76 LNH CHOP, CVP, FMD [2,72 |LMA-MO
574 |M 58 LNH CHOP,HyperCVAD | 6,39 LMA no clasificada
, MTX, Ara-C
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Tabla 19.- Tipos de LS y tratamientos administrados segun el cancer primario
("Continuacion”)

CANCER A -
NLB | SEXO | EDAD PRIMARIO FARMACO ANOS TIPO LS
451 \Y 55 LNH CHOP, MINE, ESHAP 6,75 SMD-AREBt
588 V 42 LNH CHOP-B/VAMD, FMD, |9,96 LMA-M6
MINE-Rituximab

144 M 63 LNH CHOP/VIA, PRED, VP- | 3,83 LMA-M3
16, IFF, Ara-C

264 \Y 63 LNH COP, CAB 6,26 SMD-AREBt

680 V 38 LNH COP-BLAM/IMVP 2,33 LMA-M3

287 \Y 41 LNH CPM, DHAD, VCR, 3,19 LMA-M1
PRED

147 \Y 35 LNH CPM, DOX, VM26, 4,25 SMD-AREB
VP16, IFF, Ara-C, B
CNU, L-PAM

149 \Y 41 LNH CPM, VCR, PRED, CAB | 7,70 LMA-M4

182 |V 68 LNH NOSTE, CHOP 6,75 |LMA-M2

515 V 41 LNH CPM, DHAD, VCR, 3,43 LMA-M1
PRED

584 \Y 60 LNH FMD/FC, HyperCAVAD | 2,62 LMA-M6

672 |V 66 LNH MegaCHOP, ESHAP, [3,17 [LMA-M2
FCM

674 \% 56 LNH PROMACE-MOOP, 7,17 SMD-AREBt
MiniBEAM-ESHAP

679 M 65 LNH VECPOB, MiniBEAM- 9,05 SMD-AREBt
ESHAP, PM, COP

514 \Y 72 MM L-PAM 9,91 LLA-B

677 |V 63 MM VBCMP, VBAP 2,17 [LMA-M1

576 \Y 64 MM VCMP, VBAP, 4,26 LMA-M7
HyperCVAD/AM

250 \Y 28 Sarcoma Ewing | CMP, DOX, VCR 6,93 LMA-M2

6038 |V 7 Sarcoma Ewing |VP-16, EPI, DOX, IFF [3,10 [LMA-M4

274 M 52 Sarcoma IDA, Ara-C 9,06 SMD-AREB

intracraneal
450 \Y 22 tumor germinal | BLEO, VP-16,CDDP 1,10 SMD-AREBt
mediastinico

NLB: numero de laboratorio; V: varén; M: mujer; EH: Enfermedad de Hodgkin,
LNH: linfoma no Hodgkin; LA: leucemia aguda; Afios: afos transcurridos entre el
diagnéstico del cancer primario y el de la LS; MM: Mieloma multiple; las siglas de
los tratamientos se encuentran en el anexo.

2 METODOS

En cada grupo, de acuerdo con los criterios antes indicados, se
procedid a la obtencién de una muestra de sangre o de médula ésea para
extraccion de ADN sobre el que se procedid a realizar los siguientes estudios

de polimorfismos genéticos (Tabla 20).
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Tabla 20.- Método de deteccion de cada polimorfismo estudiado

Polimorfismo | Cambio en la secuencia Método de deteccion
de ADN
CYP1A1*2A | T6235C (3' UTR) PCR en tiempo real
CYP3A4*1B -A290G (region promotora) | PCR en tiempo real
CYP2E1 -C1019T (regién promotora) | PCR en tiempo real
NQO1 C609T PCR en tiempo real
delGSTM1 delecion homocigota PCR convencional
delGSTT1 delecién homocigota PCR convencional
MTHFR C677T PCR en tiempo real
TS dobles (2R) vy/o triples | PCR convencional
repeticiones (3R) de 28 pb

2.1 Reactivos y soluciones

2.1.1 Reactivos para la deteccion de los polimorfismos

dNTP (dCTP, dTTP, dGTP y dATP) (Pharmacia); AmpliTag Gold
(Applied Biosystems), DNA Master Mix Hybridization Probes Fast Start
(Roche), DNA Master Mix Hybridization Probes (Roche). Tanto Ilos
cebadores como las sondas, han sido sintetizados por TIB MOLBIOL (Berlin,

Alemania).

2.1.2 Reactivos empleados en la electroforesis de agarosa

Agarosa MP (Boehringher Mannheim), Agarosa NuSieve 3:1 (FMC),
Bromuro de etidio (Sigma), Azul de bromofenol (Merck), Tris (Panreac),
cloruro sédico (Carlo Erba), hidréxido, EDTA (Prolabo), acido borico (Merck).
Marcadores de tamafios moleculares: ¢X174 DNA- Hinf I digest (MBI

Fermentas).
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2.1.3 Soluciones

En la siguiente tabla (Tabla 21) se enumeran

las soluciones

empleadas en la extraccion de ADN gendmico leucocitario.

Tabla 21.- Soluciones empleadas en la extraccion de ADN gendmico leucocitario

Soluciones

Composicion

Solucidén de lisis de eritrocitos

Tris-HCl mM, MgCI2 5 mM, pH=7,5

Solucién salina fisioldgica

0,15 M

Tampodn de lisis

Tiocianato de guanidio/Triton X-100

Buffer I Guanidio HCI/Etanol

Buffer II Etanol

Proteinasa K

2.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de sangre periférica o médula désea se
realizé mediante dos técnicas, una manual a partir del Kit UltraClean DNA
Blood Isolation y en otros casos de forma automatizada con el sistema
MagNapure LC con el kit DNA Isolation Kit - Large Volume (Roche
Diagnostics Gmbh, Roche Applied Science, Penzberg, Alemania). En algunos
casos se realizd previamente una lisis de hematies y se recogieron los
leucocitos mediante centrifugacion. La preparacion de muestras
leucocitarias se realizd a partir de 5-10 ml de sangre anticoagulada con
EDTA o bien de médula dsea, a los que se le afiadié el mismo volumen de
tampdn de lisis y se incub6 a 4°C durante 15 minutos para que se efectuara
la hemolisis. A continuacion se centrifugé a 3000 r.p.m. durante 5 minutos
a 15-16°C con el objetivo de sedimentar los leucocitos. Se resuspendio el
pellet leucocitario con 7 ml de tampdn de lisis y se incubd unos 7 minutos a
40C para que se completara la hemdlisis. Se centrifugd de nuevo como en el

paso anterior y se resuspendid el pellet en 5 ml de solucidn salina fisioldgica
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estéril. Después de centrifugar a 2000 r.p.m. durante 5 minutos se
resuspendid de nuevo el pellet con la solucidon salina. Se guardd una

alicuota de 600 pl a -30°C para la extraccion de ADN.

2.3 Métodos de deteccion de los polimorfismos genéticos

Los métodos para la deteccién de los polimorfismos CYP1A1*2A,
CYP3A4*1B, CYP2E1*5B, NQO1*2 y MTHFR C677T se basaron en el empleo
de sondas marcadas fluorescentemente en el sistema LightCycler (LC)
(Roche) con el kit LightCycler DNA Master Hybridization Probes. El volumen
final del mix fue de 10 ul, de los cuales 1 pl de LC DNA Master Hybridization
Mix. La deteccion del polimorfismo se hizo por discriminacion alélica

basandose en curvas de fusion (o melting).

Los métodos de deteccion de los polimorfismos de/GSTM1, delGSTT1
y TS2R3R, se basaron en la amplificacion del producto por PCR convencional

y se testd la reaccién en un gel de agarosa.

e POLIMORFISMO CYP1A1*2A

El polimorfismo CYP1A1*2A [OMIM:108330] se detecté con el

139 La reaccidn contenia 3mM de MgCI2,

método descrito por Harth y cols
0.5 UM de cada cebador y 0.2 uM de cada sonda de hibridacion. Se
desnaturalizd previamente a 95°C durante 10 minutos y a continuacion se
realizaron 50 ciclos de amplificaciéon consistentes en 3 segundos a 95°C

(desnaturalizacion), 15 segundos a 55°C (hibridacién) y 18 segundos a

720C (elongamiento). Las curvas de fusion se han obtenido a partir de una
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temperatura inicial de 45°C a una temperatura final de 80°C con un
incremento de temperatura de 0.1°C/s.

El cebador sentido 1A1 MSP-F (gi: 13430063; nts 4662-4683) y el
cebador antisentido 1A1 MSP-R (gi: 13430063; nts 4434-4408) amplificaron
un fragmento de 275 pb. La sonda sensor 1A1 MSPS (gi: 13430063; nts
4480-4502) (FL, fluoresceina) fue disefiada para unirse especificamente al
alelo mutado vy se unid a una distancia de 3 bases 3’ de la sonda anchor
1A1 MSPA (gi: 13430063; nts 4451-4477) (LCR, LighCycler-red640) (Tabla
21). Por tanto la temperatura de melting (Tm) del hibrido sonda/ADN fue
mayor en el caso del alelo mutado (67.6+0.2° C) que para el alelo normal

(58.1+0.3 © C) (Figura 5).
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Figura 5: Curvas de fusién obtenidas para la deteccion del alelo mutado
CYP1A1*2A y el alelo normal. El anélisis de la primera derivada negativa de
fluorescencia [-d(F2)/dT] en funcidon de la temperatura muestra que el alelo mutado
tiene una Tm mas alta que el alelo normal y por lo tanto el individuo normal (curva
morada) presenta solo un pico con la Tm del alelo normal y que el individuo
heterocigoto (curva verde) presenta la Tm del alelo normal y la del alelo mutado.

¢ POLIMORFISMO CYP2E1*5B

La deteccidén de este polimorfismo se realizé mediante el método de

PCR en tiempo real de Choi y cols.'*°,

El protocolo de la PCR se basé en el
empleo de 2.5mM de MgCI2, 0.4 uM de cada cebador y 0.15 uM de cada
sonda de hibridacion. Después de una desnaturalizacion inicial de 5
segundos a 959C, fueron necesarios 45 ciclos con una etapa de
desnaturalizacion de 5 segundos a 95°C, de hibridacién de 20 segundos a
550C y de elongamiento de 25 segundos a 72°C. Las curvas de fusién se
han obtenido a partir de una temperatura inicial de 45°C a una temperatura
final de 80°C con un incremento de temperatura de 0.1°C/s.

Los cebadores sentido Primer se (gi: 219567; nts: 264-285) vy

antisentido Primer as (gi: 219567; nts 528-507) amplificaron un fragmento

de 265 pb al que se unid la sonda sensor Rsa sensor que se hibridd
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especificamente con el alelo normal (gi: 219567; nts 353-388) y se situé 1
base 5’ de la sonda anchor Rsa anchor (gi:219567; nts 390-424) (Tabla
21). Por tanto el andlisis de las curvas de fusion generdé una Tm de
59.240.2° C para el alelo normal y una de 55.1+0.1° C para el alelo con el

polimorfismo (Figura 6).

Alelo normal
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Figura 6: Curvas de fusién de cada genotipo correspondiente al gen CYP2E1L.

e POLIMORFISMO CYP3A4*1B

Para la deteccion de este polimorfismo se ha empleado el método de
PCR en tiempo real de Von Ahsen et al 2001'*'. La reaccion de PCR
contenia 3mM de MgCl2, 0.5 uM de cada cebador y 0.225 uM de cada sonda
de hibridacidon. El programa de PCR consistié en una desnaturalizacion inicial
de 10 minutos a 95°C, 45 ciclos con una desnaturalizacidon a 95°C durante 5
segundos, hibridacidn de 10 segundos a 55°C, y un elongamiento de 15
segundos a 72°C. Las curvas de fusidon se han obtenido a partir de una
temperatura inicial de 40°C a una temperatura final de 75°C con un
incremento de temperatura de 0.2°C/s.

El cebador sentido 3A4-F (gi:219569;535-554) y el cebador

antisentido 3A4-R (gi:219569;961-941) amplificaron un fragmento de 427
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pb. La sonda sensor 3A4[G]lmt (gi: 219569;nts 827-809) se unid
especificamente al sitio polimérfico y se situé a una distancia de 3 bases en
5’ de la sonda anchor 3A4 anchor (gi:219569;nts 861-831) (Tabla 21). Las
curvas de melting obtenidas tras la PCR permitieron distinguir el alelo

normal (Tm=51.72+0.1°C) y el alelo mutado (Tm=61.34+0.1°C) (Figura 7).

Alelo normal
Tm= 51.72°C Alelo mutado

Tm= 61.34°C
Hormal

Homocigoto

00066 / \ / \ Heterocigoto

Fluorescence -d(F2/F1)/dT
g

00005 - T

0.0010
[ | | | \ | | 0 | | | 0
430440 460 480 500 520 840 560 580 60O 620 640 650 8SD 700

Temperature (°C)

Figura 7: Curvas de fusiéon de cada genotipo correspondiente al gen CYP3A4.

e POLIMORFISMO NQO1*2

El polimorfismo NQO1*2 se detectd segun el método de Harth y

cols.'*2,

La concentracion de MgCI2 empleada ha sido de 4mM, 0.5uM de
cada cebador y 0.15 uM de cada sonda de hibridacion. El programa de PCR
comenzd con una desnaturalizacién de 2 minutos a 95°C y a continuacion
durante los 45 ciclos de amplificacion se produjo una desnaturalizacion de 3
segundos a 95°C, una hibridacion de 10 segundos a 55°C y un
elongamiento de 25°C a 72°C. Las curvas de fusidén se han obtenido a partir

de una temperatura inicial de 45°C a una temperatura final de 80°C con un

incremento de temperatura de 0.1°C/s
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Los cebadores sentido NAD-F (gi:189290; nts 5-27) y antisentido
NAD as (gi:189290; nts 304-282) amplificaron un fragmento de 128 pb en
el que hibridé la sonda sensor NQO1[C]wt (gi:189290; nts 177-206) que
se unié al alelo normal y a una distancia de 2 bases en 3’ se situé la sonda
anchor NQO1 anchor (gi:189290; nts 209-231) (Tabla 21). Las curvas de
fusion generaron un Tm= 61.1°C +0.2°9 C para el alelo normal y un

Tm=66.7+0.1° C para el alelo con el polimorfismo. (Figura 8).

Alelo normal
Tm=61.1°C Alelo mutado

Tm=66.7°C

NQO1 normal
N0 heterocignta

HQO1 homocigoto

Fluorescence -d(F2/F1)/dT

Figura 8 Curvas de fusién de cada genotipo correspondiente al gen NQO1.

e MTHFR C677T

Para la deteccion del polimorfismo MTHFR C677T se ha empleado el
método disefado por Roche, basado en PCR en tiempo real, empleando las
sondas MTHFR LC (gi:4336810; nts 590-619) marcada Red640 en 5" y
MTHFR 3FL (gi:4336810; nts 622-640) marcada con fluoresceina en 3’ y los
cebadores MTHFR s (gi:4336810; nts 569-591) y MTHFR as (gi:4336810;
nts 801-782) (Tabla 21). El método generd un Tm de 55.7+0.2°C para el

alelo con el polimorfismo y de 63.8+0.4°C para el alelo normal (Figura 9).
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Los 10 pl de PCR contenia 4mM de MgCl2, 0.5 uM de cada cebador y 0.2 uM
de cada sonda de hibridacién. El programa de PCR consisti6 en una
desnaturalizacién inicial de 10 minutos a 95°C, 45 ciclos con una
desnaturalizacién a 95°C durante 5 segundos, hibridacién de 10 segundos a
550C, y un elongamiento de 15 segundos a 72°C. Las curvas de fusion se
han obtenido a partir de una temperatura inicial de 40°C a una temperatura

final de 85°C con un incremento de temperatura de 0.2°C/s.

Alelo mutado
Tm=55.7° C Alelo normal

Tm=63.8°C

IMormal
Homecigote

—— Heterocigote

Fluorescence -d(F2/F1)/dT

9,000~ i — —_

440 @80 480 500 520 s40 S80S0 eA0 820 €40 B0 eaD

Temperature {*C)

Figura 9: Curvas de fusiéon de cada genotipo correspondiente al gen MTHFR.

e POLIMORFISMO delGST

La deteccion de los polimorfismos en los genes GSTT1 y GSTM1 se ha
realizado siguiendo el método descrito por Naoe y cols.>>. Ademads del gen
diana (GSTM1 o GSTT1) en la PCR se coamplific6 un gen control ( B
globina). La PCR se realizd6 en un volumen final de 25 pl que contenia
2.5mM de MgCl2, 0.5 uM de cada cebador y 1.25 U de la AMpliTaq Gold
(Applied Biosystems). ElI programa de PCR consisti6 en wuna

desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C, a continuacion durante 40
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ciclos se repiti6 una desnaturalizacion de 45 segundos a 94°C, una
hibridacion de 45 segundos a 55°C y un elongamiento de 45 segundos a
72°C, y un elongamiento final de 10 minutos a 72°C. Se testd la reaccion
en un gel de agarosa 1.5%.

Para GSTM1, los cebadores sentido GSTM1-F (gi:4731668; nts
23663-23684) y antisentido GSTM1-R (gi:4731668; nts 23467-23487)
amplificaron un fragmento de 230 pb, mientras que los cebadores
especificos del gen GSTT1, GSTT1-F (gi:4731668; nts 23663-23684) y
GSTT1-R (gi:4731668; nts 23467-23487) amplificaron un fragmento de 480
pb (Figura 10) (Tabla 21). En las dos reacciones de PCR, se amplifico
también un fragmento de 110 pb del gen de la B-globina [OMIM:141900]
con los cebadores sentido BETA-F (gi:455025;nts 62150 -62169) vy

antisentido BETA-R (gi:455025;nts 62240 -62259) (Figura 10) (Tabla 21).

<«— 230 pb (GSTM1)
<+— 110 pb (B globina)

MM 5 6 7 8 9

<«— 480 pb (GSTT1)

<«— 110 pb (B globina)

Figura 10: Testado en agarosa MP 1,5%, 5 ul de producto de PCR con el marcador
PHI X174 DNA/HINFI MARKER (FERMENTAS). La delecion del gen GSTM1 o GTT1 se
interpreta por la ausencia de la banda de 230 pb o 480 pb respectivamente y la
presencia del gen control interno de la B globina. MM: marcador de pesos
moleculares; 1-2: delecion del gen GSTM1; 3-4: presencia del gen GSTM1; 5-7:
presencia del gen GSTT1,; 8-9: delecién del gen GSTT1.
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e POLIMORFISMO TS 2R/3R

La deteccion de las repeticiones en tandem se realizd segun el

método descrito por Villafranca y cols. (2001)**

gue consistio en el empleo
de los cebadores TS-F (gi: 21728142, nts 85209-85228) y TS-R
(gi:21728142; nts 85450-85422) (Tabla 21) que amplificaron un fragmento

de 220 pb en el caso del alelo 2R y 248 pb en el caso de que se trate de

un 3R (Figura 11).
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Figura 11: Testado en agarosa Nusieve 3:1 al 2,5%, 10 ul de producto de PCR con
el marcador de pesos moleculares PHI X174 DNA/HINFI MARKER (FERMENTAS)
(MM). La presencia de la banda de 220 pb corresponde a un individuo homocigoto
2R2R (3), la presencia de la banda de 248 pb corresponde a un individuo
homocigoto 3R3R (2) y un individuo heterocigoto 2R3R (1,4) presenta ambas
bandas.
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Tabla 22.- Cebadores empleados para la detecciéon de cada polimorfismo

CYP1A1 (Numero de acceso # AF253322)

ATTgggCACACTCCAgCAQACY
C-ph

Secuencias (5'—=3") Posicién Tamarfio | %CG | Tm(°C)
Cebadores
TATMSPF CCTgAACCCCATTCTgTgTTg [4662-4683 21 524 1589
TATMSPR AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG [4434-4408 26 154 |57.7
CTgTg
Sondas
TATMSPS CACCTCCCIlggCTCACACQATT |4480-4502 22 59.1 64.1
-F
TATMSPA LCRedG640- A4451-4477 26 615 |67.7
CCACCTCAgCCTCTgAgTAgQTT
gggg-ph
CYP2E1 (Numero de acceso # D10014)
Cebadores
Primer se AgAATggCATAACTCAAAATCC | 264-285 22 364 |53.0
Primer as” CAgACCCTCTTCCACCTTCTA | 528-507 22 500 |55.2
T
Sondas
Rsa Sensor| CATAAAQATTCATTgTTAATAT |[353-388 36 167 |56.9
wi AAAAQTACAAAATT-F
Rsa Anchor | LCRed6G40- 390-424 35 314 |60.5
CAACCTATgAATTAAQAACTTC
TATATATTgCCAg-ph
CYP3A4 (Namero de acceso # D11131)
Cebadores
3A4-F AACAQgCagTggAAACACAAT 535-554 20 450 |57.6
3A4-R CCACTCACTgACCTCCTTTgA |961-941 21 24 |564
Sondas
3A4 anchor CTCAAgTggAgCCATTggCATA | 831-861 31 387 |650
AAATCTATT-F
3A4 [G]mt LCRedG40- 809-827 19 63.2 |61.3
TCgCCTCTCTCCTgCCCTT-ph
NQO1 (Numero de acceso # M81600)
Cebadores
NAD-F GAgACQCTAgCTCTgAACTQAT [5-27 23 478 |556
T
NAD as AgCAAAATACAQTggTgTCTCA | 304-282 23 391 544
T
Sondas
NQO1[C]wt TCCAAQTCTTAQAACTgACATA | 177-206 24 367 581
TT-F
NQO1 anchor | LCRedG40- 209-230 23 609 |66.8
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Tabla 22.- Cebadores empleados para la deteccion de cada polimorfismo

("Continuacion”)

GSTM1 (Namero de acceso # AC000032)
Cebadores
GSTM1-F gAACTCCCTgAAAAQCTAAAQC [23663-23684 |22 450 |69.0
GSTM1-R gTTgggCTCAAATATACggTgg [ 23487-23467 |22 500 |71.0
GSTT1 (Numero de acceso # Z84718)
Cebadores
GSTT1-F TTCCTTACTQQTCCTCACATCT 15204-15226 |23 470 |720
GSTT1-R #CACCQQATC.E\TQQCCAQCA 2566215643 |20 600 |720
B-GLOBINA (Numero de acceso # U01317)
Cebadores
BETA-F ACACAACTgTQTTCACTAgC 62150-62169 |20 450 |66.0
BETA-R CAACTTCATCCACGTTCACC  [62259-62240 |20 500 |68.0
MTHFR (Namero de acceso # AF105980)
Cebadores
MTHFR s CgAAgCAgggAgCTTTgAggCT | 569-591 23 670
MTHFR as iggAngTgngTgAgAng 801-782 20 63.0
Sondas
MTHFR 3FL | TgAccTgAAgCACTTgAAgoAgA |590-619 30 67.6
AgalglC X
MTHFRLC |LCred640- 622-640 19 587
CaggAgCCgATTTCATCAT-ph
TYMS (Numero de acceso # AP001178)
Cebadores
TS-F gTggCTCCTgCgTTTCCCCC 85209-85228 |20 70 67.0
TSR CCAAgCTTggCTCCgAgCCggC [85450-85422 |38 737 908
CACAggCATgaCgCag

2.4 Analisis estadistico

La asociacion de los diferentes polimorfismos con el riesgo de padecer
la enfermedad se ha examinado con el andlisis de regresion logistica para
calcular los odds ratios (OR) y sus intervalos de confianza del 95% (IC). Las
frecuencias esperadas de cada polimorfismo dentro del grupo control se han

analizado con el test de equilibrio de Hardy-Weinberg. La presencia de los
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polimorfismos y las variables dicotémicas fueron comparados con la prueba
x2 de Pearson y el test exacto de Fisher (FET). Los analisis del tiempo
transcurrido hasta el evento se realizaron por el método de Kaplan Meier***
y con la prueba de rango logaritmico para las comparaciones'*. La
supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia de recaida
(SLR) se calcularon desde la fecha de remision completa (RC). En el anélisis
de SLE, la recaida y la muerte fueron consideradas eventos no censurados,
cualquiera ocurriendo primero. Para SLR, la recaida en RC fue considerada
como evento no censurado. El anadlisis multivariado fue realizado a partir del
modelo de riesgo proporcional de Cox**®. Todos los tests fueron bilaterales y
los valores de P menores de 0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Se ha utilizado el programa estadistico SPSS 11.0 (Chicago,

IL) para los calculos automatizados.
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En el caso de las leucemias agudas de novo, la existencia de las
variaciones genéticas junto con una serie de factores condicionantes como
pueden ser los efectos de la dieta, la exposicion ambiental a carcindégenos y
las caracteristicas del sistema inmune de cada individuo, podria predisponer
al desarrollo de la leucemia aguda. En el caso de las leucemias secundarias
a tratamiento quimioterapico, estas variantes podrian explicar las
diferencias interindividuales en la metabolizacion de agentes quimicos y
podrian ser considerados como factores de riesgo de baja penetrancia en el
desarrollo de malignidades secundarias. A continuacion se analiza la
incidencia de los polimorfismos genéticos en enzimas metabolizantes, en un
grupo de SMDS/LS, LMA y LLA, la implicacion de cada uno de ellos en el
riesgo de desarrollar una leucemia aguda y también su implicacién en la

respuesta al tratamiento en las leucemias mieloides agudas de novo.

1 GRUPO CONTROL

En la Tabla 23 se recoge la incidencia de los polimorfismos en un
grupo control formado por 454 individuos sanos. Las frecuencias genotipicas

de los polimorfismos del GC cumplian el equilibrio de Hardy-Weinberg.

81



RESULTADQOS

Tabla 23.- Incidencia de los polimorfismos en el grupo control

Polimorfismo N/Total P
Genotipo (%)
CYP1A1*2A
; 84/403
Heterocigoto (20.8) 0.151
Homocigoto 2(64g)3
CYP2E1*5B
Heterocigoto 2(35/ 399)0 0.548
CYP3A4*1B
Heterocigoto 2(98/ 315)7 0.424
delGSTM1’
Homocigoto 232/451 0.981
g (51.4)
delGSTT1’
: 61/445 0.895
Homocigoto (13.7)
NQO1*2
160/447
Heterocigoto (35.8)
Homocigoto 19/447 0.422
(4.3)
MTHFR
160/331
Heterocigoto (48.3) 0.74
Homocigoto 65/331 -
(19.6)
TYMS
2R/3R 162/347
(46.7) 0.38
3R/3R 117/347 :
(33.7)

"2 los individuos heterocigotos se han considerado junto con los
normales.
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2 LEUCEMIAS/SINDROMES MIELODISPLASICOS SECUNDARIOS

2.1 Caracteristicas demograficas y clinicas y polimorfismos

genéticos

El grupo de LS/SMDS estaba formado por 78 pacientes, con el mismo
numero de varones que de mujeres, con una mediana edad de 55.9 (rango

7-87) afos (Tabla 24).

La mediana de tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de
la neoplasia maligna primaria hasta la aparicion de LS fue de 3.9 afos
(rango 0.5-13.7) y de 5.7 afios (rango 1.1-13.7) para los SMDS. Atendiendo
a la neoplasia primaria, la mediana de tiempo para el LNH fue de 4.2 afios
(rango 1.42-12.56), para el CM de 3.6 afios (rango 1-11.59), y para la

enfermedad de Hodgkin (EH) de 7.4 afos (rango 6.24-12.14) (Tabla 24).

La neoplasia primaria mas frecuente fue el LNH (24/78; 30.7%)

seguido del CM (21/78; 26.9%) (Tabla 24 y Fig.12).
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Tabla 24.- Caracteristicas de los pacientes con SMDS/LS

Pacientes Tiempo de
N (%) latencia en anos
mediana(rango)
Total pacientes 78(100) 3.9(0.5-13.7)

Edad al diagnostico en ainos

Mediana(rango) 55.9(7-87)
Sexo

Varones 39(50.0)
Mujeres 39(50.0)

Malignidad primaria

LNH 24(30.7) 4.2(1.4-12.6)
CM 21(26.9) 3.6(1-11.6)
EH 5(6.4) 7.4(6.2-12.1)
CC 3(3.9) 6.8(1.8-6.9)
CP 3(3.9) 1.16(1.1-3.6)
LA 3(3.9) 2.9(0.6-7.7)
SE 2(2.6) 5.0(3.1-6.9)
CO 2(2.6) 2.2(1.6-2.8)
MM 3(3.9) 4.2(2.2-9.9)
Otras malignidades 12(15.4) 4.3(0.5-13.7)

CM: cancer de mama; CC: cancer de colon; SE: sarcoma de
Ewing; EH: enfermedad de Hodgkin; LA: leucemia aguda; CP:
cancer de pulmoén; LNH: linfoma no Hodgkin; MM: mieloma
multiple; CO; cancer de ovario.
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Malignidad
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Figura 12: Incidencia de los tumores primarios en los 78 pacientes con SMDS/LS.

CC: cancer de colon; CM: cancer de mama; CO; cancer de ovario; CPL: cancer de
pulmén; EH: enfermedad de Hodgkin; LA: leucemia aguda; LNH: linfoma no
Hodgkin; MM: mieloma multiple; SE: sarcoma de Swing.

La mayoria de los pacientes recibieron una combinacidon de varios
agentes antineoplasicos para tratar la neoplasia primaria. Las dos
combinaciones mas frecuentes fueron para el cancer de mama: 5FU, CPM y
MTX, y para el LNH: CPM, ADR, VCR y PRED. Los tratamientos de las LS y
los SMDS, consistieron en agentes alquilantes, antibidticos antimetabolitos y
antineopldsicos como las antraciclinas y los alcaloides de la vinca, y
minoritariamente en agentes del platino e inhibidores de la topoisomerasa

I1.

En la Tabla 25 se recoge la distribucion de los casos SMDS/LS

agrupados por clasificacion FAB y grupo de riesgo citogenético.
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Tabla 25.- Caracteristicas de los SMDS/LS y grupos de riesgo citogenético

Clasificacion

SMDS/LS

Namero (%)

Total 78(100)
SMDS 20(25.6)
SMD 2(2.6)
AREB 2(2.6)
AREB-T 16(20.5)
LS /subtipos 58(74.4)
LMA sin clasificar 3(3.8)
MO 6(7.7)
M1 6(7.7)
M2 6(7.7)

M3 12(15.38)
M4 4(5.1)
M4Eo 2(2.5)
M5 5(6.41)
M6 7(8.97)
M7 2(2.56)
LLA-B 3(3.85)
Bifenotipica 1(1.28)
LA indiferenciada 1(1.28)

Grupo de riesgo

citogenético
Alto 14(17.9)
Intermedio 33(42.3)
Bajo 12(15.4)
S.C. 19(24.4)

s.C.: sin clasificar

La neoplasia secundaria mas frecuente fue la LMA (53%) y dentro de

ésta el subtipo mas comun la LMA-M3 (15%) (Tabla 25 y Fig. 14). Se ha

observado una mayor incidencia de LMA-M3 entre los pacientes con CM que

en los pacientes con LNH [9/21(42.9%) vs. 3/24(12.5%), respectivamente;

v?=8.44; P = 0.030] (Fig. 14). Por el contrario, los SMDS mostraron una

incidencia mas alta entre los pacientes que tenian LNH que en los que

tenian CM [5/24 (20.8%) vs. 2/21(9.5%), respectivamente; y’=1.27;

P<0.0001] (Fig. 13).
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SMDSILS
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Figura 13: Distribucion de los SMDS/LS segun el tumor primario.

CC: cancer de colon; CM: cancer de mama; CO; cancer de ovario; CPL: cancer de pulmén EH: enfermedad de Hodgkin; LA:

leucemia aguda; LNH: linfoma no Hodgkin; MM: mieloma multiple; SE: sarcoma de Swing.

87



RESULTADQOS

No se ha encontrado ninguna asociacién de los polimorfismos
genéticos con las caracteristicas clinico-biolégicas de las leucemias

secundarias al diagnéstico.

2.2 Riesgo de LS y polimorfismos genéticos

En la Tabla 26 se recoge la incidencia de los polimorfismos genéticos
en el GC y SMDS/LS. Aunque no se han observado diferencias
estadisticamente significativas para ningun polimorfismo, si que hubo una
tendencia significativa para NQO1*2 (47.3% vs. 35.8%; P = 0.07; Tabla
26, Fig. 14), presentando un mayor porcentaje de individuos heterocigotos

NQO1*2 en el grupo SMDS/LS frente al GC.

Tabla 26.- Polimorfismos y susceptibilidad a SMDS/LS

Polimorfismo SMDS/LS GC OR
Genotipo N./Total N./Total (95%]IC) P
(%) (%)
CYP1A1*2A
Heterocigoto 15/69 84/403 1.05 0.88
(21.7) (20.8) (0.5-1.95)
. 0/69 2/403 0.00 0.99
Homocigoto (0.0) (0.5) (0.00)
CYP2E1*5B
Heterocigoto 4/67 23/390 1.013 0.98
(6.0) (5.9) (0.34-3.03)
CYP3A4*1B
Heterocigoto 6/73 29/357 1.013 0.98
(8.2) (8.1) (0.41-2.53)
delGSTM1'
Homocigoto 42/76 232/451 1.16 0.54
(55.3) (51.4) (0.72-1.90)
delGSTT1'
Homocigoto 16/78 61/455 1.62 0.12
(20.5) (13.7) (0.88-2.99)
NQO1*2
Heterocigoto 35/74 160/447 1.58 0.07
(47.3) (35.8) (0.96-2.62)
Homocigoto 2/74 19/447 0.76 0.72
(2.7) (4.3) (0.17-3.41)
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Tabla 26.- Polimorfismos y susceptibilidad a SMDS/LS (“Continuacion”)

MTHFR C677T

Heterocigoto 25/65  160/331 0.72 0.29
(38.5) (48.3)  (0.38-1.33)

Homocigoto 17/65 65/331 1.21 0.60
(26.2) (19.6)  (0.59-2.42)

TYMS

2R/3R 35/62  162/347 1.47 0.32
(56.5) (46.7)  (0.69-3.13)

3R/3R 17/62  117/347 0.98 0.98

(27.4) (33.7) (0.43-2.28)
GC; grupo control; SMDS/LS, leucemias secundarias; OR, odds ratio
": los individuos heterocigotos se han considerado junto con los
normales.

OR=1.58(1C95%=0.96-2.62); P=0.07

100%- ——
90%

80% 160
35
70% - )
B Homocigoto
O Heterocigoto

@ Normal

60%

50%
40%
30%
20%
10% -

0% ~

SMDS/LS

Figura 14: Histograma representando la incidencia del polimorfismo NQO1*2 en

SMDS/LS y el grupo control (GC).

Al analizar todas las combinaciones de los polimorfismos se observo
gue la presencia de uno o mas de los polimorfismos CYP1A1*2A, delGSTT1
o NQO1*2, tenia una incidencia significativamente mas alta en SMDS/LS
que en el GC (72% vs. 56%; y°=5.38; P = 0.02; OR = 1.93; 95% IC = 1.1-

3.42; P = 0.02) (Tabla 27, Fig. 15).
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Tabla 27.- Haplotipos CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2 en SMDS/LS y el grupo
control (GC).

Polimorfismos Haplotipo SMDS/LS GC p OR
N./Total N./Total 959%% IC
(%) (%)
1 o mas 001
positivos 010
100
011 48/67 228/403 0.02 1.94
110 (71.65) (56.6%) (1.1-3.42)
101
111
1 Positivo 100 7/67 38/403 0.015 2.09
(10.4) (9.4) (1.16-3.78)
001 23/67 101/403
(34.3) (25.1)
010 7/67 24/403
(10.4) (5.9)
2 Positivos 110 1/67 9/403 0.57 1.29
(1.5) (2.2) (0.557-3.01)
101 5/67 37/403
(7.5) (9.2)
011 2/67 9/403
(3.0) (2.2)
3 Positivos 111 2/67 1/403 0.02 18.41
(3.0) (0.25) (1.6-212.77)

"100”: positivo para CYP1A1*2A, “001”: positivo para NQO1*2, “010":
positivo para delGSTT1.
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100% -
90% -
80% A

x2=5.30;P=0.02
OR=1.93; =0.02
70% A
60% A
50% A
40% A
30% A

B CYP1A1*2A, GSTT1ly
NQO1*2 Positivos

B CYP1A1*2A, GSTT1ly
NQO1*2 Negativos
20% -
10% A
0% -

SMDS/LS

Figura 15: Histograma representando la incidencia de la combinacion de los
polimorfismos CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2 en SMDS/LS y el grupo control
(GC).

Por el contrario, la negatividad para los tres polimorfismos demostrd
una presencia significativamente mas alta en el GC (28.3% en SMDS/LS vs.
43.4% en el GC; OR = 1.93; 95% IC = 1.11-3.44; P = 0.02), mientras que
la presencia de uno de los tres polimorfismos (55.2% en SMDS/LS vs.
40.4% en el GC; OR = 2.09; 95% IC = 1.16-3.78; P = 0.015) o los tres
polimorfismos fue significativamente mas alta en SMDS/LS (2.98% en
SMDS/LS vs. 0.25% en el GC; OR = 18.41; 95% IC =1.6-212.77; P = 0.02)

(Fig. 16).
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Figura 16. Histograma representando la incidencia de los polimorfismos
CYP1A1*2A, NQO1*2 y delGSTT1 en SMDS/LS y el grupo control (GC).

Al seleccionar el haplotipo negativo para los tres polimorfismos,
(“000"), solamente positivo para NQO1*2, ("001") y positivo para los tres
polimorfismos, ("111"), se demostrdé que el haplotipo (*000”) disminuia 18
veces el riesgo de SMDS/LS (OR = 0.054; 95% IC: 0.005-0.627; P = 0.02).
Por el contrario, los haplotipos "001" y "111" aumentaban 2 y 18 veces
respectivamente el riesgo de SMDS/LS (OR = 2.09; 95% IC: 1.08-4.03; P =
0.027 y OR = 18.42; IC 95%: 1.59-212.76; P = 0.02) (Fig. 17). El
haplotipo "111" fue observado en 2/78 (2.56%) casos del grupo SMDS/LS y
1/403 (0.25%) casos del grupo GC, mientras que el haplotipo "000" tenia
una incidencia mas alta en el GC que en SMDS/LS [175/277(63.2%) y
19/44 (43.2%), respectivamente; y?=12.08; P = 0.002]. Asimismo se ha
demostrado una incidencia mas alta del haplotipo "001" en SMDS/LS que en
el GC [23/44, 52.2% y 101/277, 36.4%, respectivamente, y*=13.07; P =

0.015].
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ORyy, = 2.09; 1C95%:1.08-4.03: P=0.027 | | ORy;, = 18.42; 1C95%:1.59-212.7: P=0.020

=000
@001’
o'

SMDS/LS GC
ORggo = 0.054; 1C95%:0.005-0.627; P = 0.02

Figura 17. Representacion de los haplotipos CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2 y el
riesgo de SMDS/LS. *000’: negativo para los tres polimorfismos,; '001°: positivo para

NQO1*2; '111’: positivo para los tres polimorfismos

3 Leucemia aguda de novo

3.1 Polimorfismos y caracteristicas clinico-bioldgicas

El grupo de 479 pacientes con leucemia aguda de novo incluyé 317
pacientes con LMA con una mediana de edad de 47 afios (rango 0.8-87),
de los que 174 (54.8%) eran varones y 142 mujeres (44.7%), y 162
pacientes con LLA con una mediana de edad de 26 anos (rango 1-82), de

los que 102 (63.0%) eran varones y 60 (37.0%) mujeres (Tabla 28).
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Tabla 28 .- Caracteristicas clinico-bioldgicas del grupo de LA

Caracteristicas LMA n (%) LLA n (%)
Total 317(100) 162(100)
Sexo

Varon 174(54.8) 102(63.0)

Mujer 142(44.7) 60(37.0)
Edad

<=18 35(11.0) 58(35.8)

19-40 78(24.6) 48(29.6)

41-50 50(15.7) 12(7.4)

51-60 45(14.1) 13(8.0)

>60 77(24.3) 20(12.3)

Mediana (rango) 47(0.8-87) 26(1-82)
FAB

Indiferenciada 3(0.95)

Mixta 2(0.64)

Sin clasificar 3(0.95)

MO 11(3.47)

M1 49(15.46)

M2 49(15.46)

M3 109(34.38)

M4 37(11.67)

M5 29(9.15)

M6 10(3.15)

M7 4(1.26)

S.C. 11(3.47)
Inmunofenotipo

LAL-B 96(59.3)

LAL-T 27(16.7)

Pre-B 18(11.1)

LAL-Ph+ 9(5.6)

s.C. 12(7.4)
Grupo de riesgo
citogenético

alto 17(5.4) 9(5.6)

intermedio 110(35.20) 61(37.7)

bajo 122(39.10)

S.C. 63(20.10) 92(56.8)

s.C.: sin clasificar

94



RESULTADQOS

Dentro del grupo de LMA, al estratificar por el subtipo FAB, se
observd que el polimorfismo CYP2E1*5B mostrd una incidencia
significativamente mayor en pacientes con el subtipo M3 comparado con los

de otros subtipos (11.2% vs. 2.8%; y*= 8.96; P = 0.01) (Fig.18).

100% 1
0%
g0% 4
0% A
G0% 4 HP ositivo
50 B egyativ
40% 4
30% 4
20% 4
10% 4

0% -
Lhda b3 LhdA no M3

Figura 18. Distribucion del polimorfismo CYP2E5*1B en pacientes LMA-M3
respecto a pacientes con otro subtipo FAB

Ademas, al estratificar en funcidon del sexo, las mujeres del subtipo
FAB M2 mostraron una incidencia duplicada del polimorfismo delGSTM1
respecto a los varones con el mismo subtipo (59.1% vy 21.7%,

respectivamente; y*> = 6.53; P = 0.01) (Fig. 19).
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100% -

a0% 4

50% 1 B Homocigoto

B Mormal
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20%

0% -

Yaranes Mujeres

Figura 19. Distribucién del polimorfismo delGSTM1 en pacientes LMA-M2 segun el
sexo

3.2 Polimorfismos y riesgo de LMA

En la Tabla 29 se muestra la incidencia de los polimorfismos
genéticos. El polimorfismo de/lGSTT1 mostré una mayor incidencia en el
grupo de LMA que en el GC (25.6% vs. 13.7%; OR = 2.17; 95% IC = 1.48-

3.16; P <0.001; Fig.20).

Tabla 29.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos y OR para las LMA

Controles Casos

Polimorfismos GC LMA OR P
Genotipos n/total n/total (95% IC)
(%) (%)
CYP1A1*2A
Heterocigoto 84/403 31/199 0.69 0.13
(20.8) (15.6) (0.43-1.09)
Homocigoto 2/403 0/199 -—-- 0.3
(0.5) (0.0)
CYP2E1*5B
Heterocigoto 23/390 13/225 0.96 0.91
(5.9) (5.8) (0.48-1.98)
Homocigoto 0/390 1/225 -—-- 0.19
(0.0) (0.4)
CYP3A4*1B
Heterocigoto 29/357 14/222 0.77 0.4
(8.1) (6.3) (0.39-1.48)
Homocigoto 0/357 1/222 ---- 0.08
(0.0) (0.5)
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Tabla 29.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos y OR para LMA
("Continuacion”)

delGSTM1'
Homocigoto 232/451 143/295 0.88 0.46
(51.4) (48.5) (0.66-1.191)
delGSTT1'
Homocigoto 61/455 74/289 2.17 P<0.001
(13.7) (25.6) (1.48-3.16)
NQO1*2
Heterocigoto 160/447 94/273 0.96 0.92
(35.8) (34.4) (0.71-1.33)
Homocigoto 19/447 16/273 1.38 0.4

(4.3) (5.9) (0.69-2.77)
MTHFR C677T

Heterocigoto 160/331 80/163 0.98 0.98
(48.3) (49.1) (0.64-1.50)

Homocigoto 65/331 29/163 0.87 0.63
(19.6) (17.8) (0.51-1.51)

TYMS

2R3R 162/347 94/169 1.19 0.42
(46.7) (55.6) (0.73-1.94)

3R3R 117/347 42/169 0.74 0.23

(33.7) (24.9) (0.43-1.27)
GC, grupo control; LMA, leucemia mieloblastica aguda;
LLA, leucemia linfoblastica aguda; OR, odds ratio.
": los individuos heterocigotos se han considerado junto
con los normales.

CR=2,17 {95%IC=1.48-3.6), P<0.001

100% -
0% A
G309 A
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BO%E A
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20%
10% 1

0%

B Hormocigoto
@ Marral

Lhis, el
Figura 20.Incidencia del polimorfismo delGSTT1 en el grupo LMA y en el grupo GC.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el
resto de los polimorfismos, a excepcion de NQO1*2, que al separar por

sexos, se observd una mayor incidencia de homocigotos en los varones del
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subtipo FAB M3 con respecto al GC [8.6% (5/58) vs. 2.2% (5/219); OR

(ORhom.) = 4.88; 95% IC = 1.32-18.1; P = 0.017; Fig. 21].

100% 7
=1
a0 1
TG
B9
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4095
309
209
1095 1
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g2 Varones

B Homocigoto
O Heterodigoo
= Marrmal

G

Figura 21. Incidencia del polimorfismo NQO1*2 en varones LMA-M3 y en el grupo

control (GC).

Esta diferencia en el patrén de incidencia del polimorfismo NQO1*2

entre ambos sexos implicod la existencia de interacciones estadisticamente

significativas [ORhet.*varén

3.11; 95% IC = 1.18-8.19; P = 0.02 y

ORhom.*varén = 8.81; 95% IC = 1.18-65.74; P = 0.03; Fig. 22].
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Figura 22. Incidencia del polimorfismo NQO1*2 en varones y mujeres con LMA-M3
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Al agrupar todos los parametros estadisticamente significativos
detectados por regresidon logistica binaria univariante (de/lGSTT1, NQO1*2,
sexo y NQO1*2*vardn) en el modelo de regresion logistica multiple binario,
las variables de/lGSTT1 (OR = 1.97; 95% IC = 1.33-2.92; P = 0.001) vy la
interaccion NQO1*2*varén (OR = 3.64; 95% IC = 1.22-10.86; P = 0.02)
fueron los Unicos parametros independientes que conferian un mayor riesgo

de leucemia (Tabla 30).

Tabla 30.- Analisis multivariante

OR 95% IC P
delGSTT1 1.97 1.33-2.92 0.001
NQO1*2 1.43 0.99-2.05 0.056
sexo 1.01 0.69-1.48 0.965
NQO1*2*varén 3.64 1.22-10.86 0.02

Al estratificar en funcidn del sexo, la proporcion de mujeres
heterocigotos para el polimorfismo CYP1A1*2A fue mayor en el GC que en
el grupo de LMA (OR = 0.47; 95% IC = 0.23-0.99; P = 0.04) (Tabla 31).
Dentro del grupo de LMA, tanto los varones como las mujeres presentaron
una mayor incidencia del polimorfismo de/lGSTT1 con respecto al grupo
control (OR = 2.04; 95% IC = 1.2-3.4; P = 0.007 en los varones; OR =
2.3; 95% IC = 1.34-3.96; P = 0.002 en las mujeres). Ademas la proporcion
de varones homocigotos para el polimorfismo NQO1*2 fue mayor en el
grupo de LMA que en el grupo control (OR = 3.35; 95% IC = 1.1-10.2; P =

0.03).
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Tabla 31.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos y OR para LMA segun el

Sexo
. . Varones Mujeres
P%‘;‘%ﬁg’;os GC LMA OR P GC LMA OR P
n/total n/total (95% IC) n/total n/total (95% IC)
(%) (%) (%) (%)
CYP1A1*2A
Heterocigoto 43/203 22/112 0.9 0.75 41/200 10/91 0.47 0.04
(20.7) (19.6) (0.5-1.6) (20.5) (11.0) (0.23-0.99)
Homaocigoto 0/203 0/112 2/200 0/92 0.987 0.31
(0.0) (0.0) (1.0) (0.0) (0.97-1.005)
CYP2E1*5B
Heterocigoto 11/204 8/131 1.15 0.77 12/186 5/99 0.77 0.63
(5.4) (6.1) (0.45-2.9) (6.5) (5.1) (0.27-2.26)
Homocigoto 0/204 1/131 1.008 0.21 0/186 0/99
(0.0) (0.4)  (0.992-1.02) (0.0) (0.0)
CYP3A4*1B
Heterocigoto 16/174 9/132 0.74 0.5 13/183 5/95 0.73 0.55
(9.2) (6.8) (0.31-1.7) (7.1) (5.3) (0.25-2.1)
Homocigoto 0/174 2/132 1.017 0.11 0/183 0/95
(0.0) (1.52) (0.994-1.04) (0.0) (0.0)
delGSTM1!
Homocigoto 105/222  77/169 0.93 0.7 127/229  71/135 0.9 0.6
(47.2) (45.6) (0.6-1.4) (55.5) (52.6) (0.6-1.4)
delGSTT1!
Homocigoto 30/218 41/167 2.04 0.007 31/227 35/131 2.3 0.002
(13.8) (24.6) (1.2-3.4) (13.7) (26.7)  (1.34-3.96)
NQO1*2
Heterocigoto 82/219 63/154 1.25 0.31 78/228 35/127 0.71 0.16
(37.4) (40.9)  (0.82-1.92) (34.2) (27.6)  (0.44-1.15)
Homocigoto 5/219 10/154 3.26 0.03 14/228 6/127 0.68 0.44
(4.3) (5.9) (1.08-9.9) (4.3) (4.7) (0.25-1.8)
MTHFR C677T
Heterocigoto 76/169 48/89 1.2 0.51 84/162 34/76 0.81 0.5
(58.5) (63.1) (0.68-2.2) (51.9) (44.7) (0.44-1.5)
Homocigoto 39/169 13/89 0.64 0.26 26/162 16/76 1.2 0.6
(23.1) (14.6) (0.3-1.4) (16.0) (21.0) (0.56-2.7)
TYMS
2R3R 88/181 51/93 0.9 0.82 74/166 45/78 1.7 0.16
(48.6) (54.8) (0.5-1.8) (44.6) (57.6) (0.8-3.5)
3R3R 61/181 22/93 0.58 0.14 56/166 20/78 0.99 0.98
(33.7) (23.6) (0.27-1.2) (33.7) (25.6) (0.44-2.2)

GC, grupo control; LMA, leucemia mieloblastica aguda; OR, odds ratio.

'+ los individuos heterocigotos se han considerado junto con los normales.

En la regresion logistica multiple binaria separando por sexo,
delGSTT1 (OR = 2.04; 95% IC = 1.2-3.4; P = 0.007) y el homocigoto para
NQO1*2 (OR = 3.26; 95% IC = 1.08-9.9; P = 0.03) fueron los Unicos

factores de riesgo independientes para LMA en varones, mientras que
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delGSTT1 (OR = 2.3; 95% IC = 1.34-3.96; P = 0.002) fue el Unico factor

de riesgo independiente para LMA en mujeres (Tabla 32).

Tabla 32.- Resultado del analisis multivariante segun el sexo

VARONES MUJERES
OR 95% IC P OR 95% IC P
delGSTT1 1.73 1.0-3.0 0.05 2.24 1.27-3.94 0.005
NQO1*2 3.35 3-1.1-10.2 0.03 0.786  0.54-1.15 0.22

3.3 Polimorfismos y susceptibilidad a LLA

En el grupo de LLA, no se observaron diferencias en la frecuencias
genotipicas en cuanto a la edad al diagnéstico, sexo, linaje de células B o T,

o0 riesgo citogenético.

Al analizar las frecuencias genotipicas en relacién con la
susceptibilidad a LLA, se pudo observar una mayor incidencia del
polimorfismo de/GSTT1 en pacientes con LLA comparado con el GC (25.5%

vs. 13.7%; OR = 2.15; 95% IC = 1.35-3.43; P = 0.001; Tabla 33, Fig. 23).
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Tabla 33.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos y OR para LLA

Controles Casos

Polimorfismos GC LLA OR P
Genotipos n/total n/total (95% IC)
(%) (%)
CYP1A1*2A
Heterocigoto 84/403 13/92 0.62 0.05
(20.8) (14.1) (0.32-1.17)
Homocigoto 2/403 0/92 ---- 0.38
(0.5) (0.0)
CYP2E1*5B
Heterocigoto 23/390 8/118 0.86 0.28
(5.9) (6.8) (0.37-1.98)
Homocigoto 0/390 0/118 ----
(0.0) (0.0)
CYP3A4*1B
Heterocigoto 29/357 6/128 0.56 0.41
(8.1) (4.7) (0.23-1.38)
Homocigoto 0/357 1/128 ———- 0.11
(0.0) (0.8)
delGSTM1'
Homocigoto 232/451 64/140 0.79 0.28
(51.4) (45.7) (0.54-1.16)
delGSTT1'
Homocigoto 61/455 36/141 2.15 0.001
(13.7) (25.5) (1.35-3.43)
NQO1*2
Heterocigoto 160/447 41/120 1.05 0.93
(35.8) (34.2) (0.68-1.63)
Homocigoto 19/447 14/120 3.03 0.003

(4.3) (11.7) (1.44-6.37)
MTHFR C677T

Heterocigoto 160/331 53/117 0.72 0.24
(48.3) (45.3) (0.45-1.13)
Homocigoto 65/331 15/117 0.49 0.038
(19.6) (12.8) (0.26-0.96)
TYMS
2R3R 162/347 42/108 0.77 0.58
(46.7) (38.9) (0.43-1.37)
3R3R 117/347 43/108 1.08 0.65

(33.7) (39.8) (0.60-1.95)
™+ los individuos heterocigotos se han considerado junto
con los normales.
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OR=2.15(95%IC=1.35-3.43); P=0.001
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Asimismo, se observd una mayor incidencia del polimorfismo
NQO1*2hom en pacientes con LLA que en el GC (11.7% vs. 4.3%; ORhom

= 3.03; 95% IC = 1.44-6.37; P = 0.003; Tabla 34, Fig.24).

100% -
90% |
80% - 160

70% A 41
B Homocigoto
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40% -
30% -
20% -

10% -

0% -

LLA

Figura 24. Representacion del polimorfismo NQO1*2 en pacientes con LLA y en el
GC.
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También se pudo observar una baja incidencia de homocigosis para

MTHFR C677T, en el grupo de LLA en comparacién con el GC (12.8%

vs.19.6%; OR = 0.49; 95% IC = 0.26-0.96; P = 0.038; Tabla 33; Fig.25).

160

100% -

90% +

80% -

70%

60% -

50% ~

40% -

30% -

20%

10% -
0% -

53

LLA

B Homocigoto
O Heterocigotg
= Normal

Figura 25. Representacion del polimorfismo MTHFRC677T en pacientes con LLA y

en el GC.

Al introducir los polimorfismos delGSTT1, NQO1*2 y MTHFR C677T

en un modelo de regresién logistica multivariante binario, todos seguian

presentando significacién estadistica (ORde/GSTT1 = 1.91; 95% IC = 1.04-

3.43; P = 0.04; OR NQO1*2hom. = 3.61; 95% IC = 1.44-9.02; P = 0.006

y OR MTHFR C677T = 0.42; 95% IC = 0.23-0.87; P = 0.02) (Fig. 26).
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100% -

90%
80% - 61
70% 1 <&
04 -
60% O delGSTTL
50% 19 O NQO1*2
0% - B MTHFR C677T
14
30% -
20%
10%
0% A
LLA

Figura 26. Representacion de la distribucion de los polimorfimos NQO1%*2,

delGSTT1 y MTHFRC677T en pacientes con LLA y en el grupo control GC.

Al estratificar por sexos, se mantuvieron las diferencias
estadisticamente significativas para de/lGSTT1 y NQO1*2 en varones (Tabla

34).

105



RESULTADQOS

Tabla 34.- Frecuencias genotipicas de los polimorfismos y OR para las LLA segun el

Sexo

_ ) Varones Mujeres

Polimorfismos —&# LLA OR P GC LLA OR P

Genotipos n/total nftotal  (95% IC) n/total n/total  (95% IC)
(%) (%) (%) (%)

CYP1A1*2A

Heterocigoto  43/203  11/90 0.52 0.07  41/200  8/53 0.68 0.36
(21.2) (12.2) (0.25-1.1) (20.5)  (15.1)  (0.3-1.6)

Homocigoto 0/203 0/90 2/200 0/53 0.987 0.45
(0.0) (0.0) (1.0) (0.0) (0.97-1.005)

CYP2E1*5B

Heterocigoto  11/204 5/79 1.19 0.76 12/186 6/48 2.1 0.16
(5.4) (6.3) (0.4-3.5) (6.5) (12.5)  (0.7-5.8)

Homocigoto 0.0 0.0 0.0 0.0
(0.0) (0.0) (0.0) (0.0)

CYP3A4*1B

Heterocigoto  16/174  6/86 0.76 0.58  13/183  2/51 0.53 0.41
(9.2) (7.0) (0.3-2.0) (7.1) (3.9)  (0.12-2.4)

Homocigoto 0/174 2/86 1.026 0.052 0.0 0.0
(0.0) (2.3) (0.99-1.062) (0.0) (0.0)

delGSTM1!

Homocigoto ~ 105/222  44/95 0.96 0.87 127/229 28/60 0.7 0.22
(47.3) (46.3)  (0.6-1.6) (55.5) (46.7)  (0.4-1.2)

delGSTT1?

Homocigoto ~ 30/218  24/96 2.1 0.015  31/227  12/60 1.6 0.22
(13.8) (25.0) (1.1-3.8) (13.7)  (20.0) (0.76-3.3)

NQO1*2

Heterocigoto  82/219  26/81 0.95 0.86  78/228 19/54 1.1 0.76
(37.4) (32.0) (0.54-1.7) (34.2) (35.2) (0.58-2.1)

Homocigoto 5/219  11/81 6.6 0.001  14/228  5/54 1.62 0.39
(2.3) (13.6) (2.17-20.04) (6.1) (9.3)  (0.54-4.8)

MTHFR C677T

Heterocigoto  76/169  37/84 0.75 0.33  84/162  27/50 0.84 0.6
(45.0) (44.0) (0.42-1.3) (51.9) (54.0) (0.4-1.6)

Homocigoto ~ 37/169  12/84 0.48 0.06  27/162  3/50 0.3 0.06
(21.9) (14.3) (0.22-1.03) (16.7) (6.0)  (0.08-1.1)

TYMS

2R3R 88/181  34/78 0.82 0.6 74/166  17/47 0.8 0.67
(48.6) (43.6)  (0.4-1.7) (44.6) (36.2) (0.3-1.99)

3R3R 61/181  29/78 1.01 0.97 56/166  20/47 1.29 0.57
(33.7) (37.2) (0.48-2.16) (33.7) (42.6) (0.54-3.1)

GC, grupo control; LLA, leucemia linfoblastica aguda; OR, odds ratio.
’: los individuos heterocigotos se han considerado junto con los normales.

La diferencia de incidencias del polimorfismo delGSTT1 observada
entre el grupo de LLA y el GC, fue sobre todo debida a los varones con LLA,

en los que el polimorfismo mostraba una incidencia del 25.0% (24/96)
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frente a 13.8% (30/218) de los varones del GC (OR = 2.1; 95% IC = 1.1-

3.8; P = 0.015; Tabla 33, Fig. 27).
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Figura 27. Representacion del polimorfismo delGSTT1 en varones con LLA y del
GC.

Asimismo, los varones con LLA presentaron una mayor incidencia del
polimorfismo NQO1*2, 12.5% (9/72) homocigotos frente a 2.2% (5/219)
homocigotos en el GC (ORhom = 6.09; 95% IC = 1.9-19.2; P = 0.002;
Tabla 34; Fig. 28). Sin embargo, estas diferencias no se observaron en las

mujeres.

Varones

g Homocigoto
o Heterocigoto
g Mormal

L& eI
Figura 28. Incidencia del polimorfismo NQO1*2 en varones con LLA y en el GC.
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4 VARIABILIDAD INTERINDIVIDUAL EN LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO EN PACIENTES CON LMA

4.1 Caracteristicas clinico-biolégicas de los pacientes

El estudio de la variabilidad interindividual en la respuesta al
tratamiento se realizé en 153 pacientes con LMA no M3 de novo.
En la siguiente tabla se recogen las caracteristicas clinico-bioldgicas

de estos pacientes.

Tabla 35 .- Caracteristicas clinico-bioldgicas del grupo de estudio

Caracteristicas n (%)
Edad

<60 98(64)
>60 55(36)
Sexo

Varones 83(54)
Mujeres 70(46)
Leucocitos(x10°/L)

<50 112(45)
>50 37(25)
Hemoglobina(g/dL)

<10 87(61)
>10 55(39)
Plaquetas (x10°/L)

<50 65(45)
>50 78(55)
FAB

MO 9(6)
M1 40(26)
M2 40(26)
M4 32(21)
M5 27(18)
M6 4(3)
M7 1(1)
Grupo de riesgo citogenético

Bajo 17(11)
Intermedio 91(59)
Alto 21(14)
ND 24(16)

ND: No disponible
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Los subtipos FAB mayoritarios fueron M1 y M2 40/153 (26%)
respectivamente seguido de M4 32/153 (21%) y M5 27/153 (18%). La
mayoria de los pacientes eran del grupo de riesgo citogenético intermedio

con 91/153 (71%).

La presencia de los cuatro polimorfismos principales (de/lGSTM1,
delGSTT1, NQO1*2, y CYP1A1*2A) fue examinada segun la edad, sexo,
leucocitos, plaquetas, hemoglobina, subtipo FAB, grupo de riesgo
citogenético. No se encontraron diferencias en la distribucion de los
genotipos con respecto a las caracteristicas clinicas en el diagndstico, a
excepcion de delGSTM1 y del sexo. Una frecuencia mas alta de de/lGSTM1
fue observada en las mujeres (62%) que en los hombres (41%) (P = 0.01),
y también el genotipo doble nulo de/lGSTM1T1 tiende a estar mas

representado en las mujeres (71% frente a 56%; P = 0.06).

4.2 Implicacion de los polimorfismos en la respuesta al tratamiento

Ciento cuarenta y siete pacientes fueron evaluados para su respuesta
al tratamiento de induccién: 112 pacientes alcanzaron la remisién completa
(RC), 23 fueron resistentes, y 12 murieron. La respuesta al tratamiento no
mostrd ninguna relacién con delGSTM1, delGSTT1, o con CYP1A1*2A. Sin
embargo, los pacientes con el polimorfismo NQO1*2 mostraron una
tendencia a una peor respuesta (P = 0.08), ya que el 81% (55/68) de los
casos negativos para el polimorfismo NQO1*2 y el 63% (30/48) de los
positivos para el polimorfismo NQO1*2 alcanzaron RC. Cuando se considerd

el numero de alelos funcionales NQO1, se encontré que 55 de 68 (81%)
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pacientes negativos para NQO1*2, 28 de 41 (69%) pacientes heterocigotos,
y dos de siete (27%) pacientes homocigotos alcanzaron RC (P = 0.04) (Fig.

29).
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90% | n
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70% -

0f
60% W Muerte
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20% | @ RC

30% -

20% -

10% -

0% -

Negativo Heterocigoto Homocigoto

Figura 29. El numero de alelos polimdrficos NQO1*2 influye en la respuesta a la
terapia de induccion.

4.3 Polimorfismos y valor prondéstico

En los pacientes que alcanzaron la RC, la mediana de seguimiento fue
de 26 meses (rango, 0.61-141 meses). La probabilidad estimada de SLE fue
del 49%. El analisis univariante demostré6 que la SLE estaba
significativamente influenciada por la edad mayor de 60 afios (P = 0.0002),
el grupo de riesgo citogenético (P = 0.01), y de/lGSTM1 (P = 0.04) (Tabla

36).
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Tabla 36.- Andlisis univariante

Analisis univariante

N (%) N° eventos (%) RR (95% IC) P

Edad

78(72.2) vs 30(27.8) 39+4% vs 18+4% 2.52 (1.05-3.48) 0.0002
>60 vs <60
Cariotipo
Favorable vs 17(18.3) vs 70(75.3) vs 6(6.5) 59+10% vs 50+11% vs 2011 2.02 (1.10-3.74) 0.01
intermedio vs alto
GSTM1

) 58(53.7) vs 47(44.8) 28+6% vs 51+£7% 1.70 (1.05-2.87) 0.04

Delecion vs normal
GSTM1T1
Cualquier delecién vs 21(20.2) vs 83(79.8) 30+£7% vs 58+7% 1.97 (1.05-3.47) 0.03
normal
GSTM1*Sexo

29(49.2) vs 30(50.8) 28+11% vs 57+9% 1.31 (0.99-1.78) 0.06

Delecién vs normal

N: niumero de pacientes que entran en RC
Eventos: recaida o muerte en RC
*Interaccion
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La probabilidad de SLE fue significativamente menor en pacientes con
delGSTM1 respecto a los pacientes con GSTM1 no delecionado (28% frente

a 51%, respectivamente; P = 0.04; Fig. 30).

1,07
0,87
0,6
=47) 51+[%

0,47

Probabilidad SLE

o =57)|28 6%

0,07

1 1 1 1 1
0,00 30,00 60,00 90,00 120,00 150,00
meses

Figura 30. Las deleciones GSTM1 tienen un valor prondstico negativo en la SLE.

Dado que delGSTM1 fue asociado significativamente al sexo, se
examind la influencia del sexo en relacién con de/lGSTM1. Se observd que la
presencia de delGSTM1 afectd exclusivamente la SLE en los hombres (28%
SLE para delGSTM1 frente a 57% SLE para GSTM1 no delecionado; P =

0.04; Fig. 31) pero no tenia ningln impacto significativo en mujeres.
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Figura 31. Las deleciones GSTM1 estan asociadas con una probabilidad de SLE

mas baja para los varones (A) pero no modifica el prondstico en mujeres (B).

Asimismo, al evaluar el impacto del polimorfismo de/lGSTM1 dentro
del grupo de riesgo citogenético intermedio, se observd que los hombres
con delGSTM1 presentaban una probabilidad reducida de SLE comparado
con aquellos con GSTM1 no delecionado (29% frente a 60%,
respectivamente; P = 0.05). Sin embargo, no se encontré diferencias

significativas en mujeres.

El analisis de los genotipos combinados GSTM1 y GSTT1 demostré
que los pacientes con los genes no delecionados GSTM1 y GSTT1 tenian
una SLE significativamente mayor que los pacientes con al menos una
delecion GST (58% frente a 30%, respectivamente; P = 0.03). Al
estratificar los datos por sexo, se observd que los pacientes varones con
GSTM1 y GSTT1 no delecionados tenian una SLE significativamente mayor
gue los pacientes varones con al menos una delecién de GST (64% frente a
34%, respectivamente; P = 0.05). Por el contrario, GSTM1 y GSTT1 no

delecionados no afectaron la SLE en las mujeres (Fig. 32).
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También se observé que los varones en el grupo de riesgo
citogenético intermedio con al menos una delecion de GST tenian una SLE
significativamente mas corta que aquellos con GSTMI1T1 no delecionado
(30% frente a 73%, respectivamente; P = 0.03). De nuevo, no se encontrd

ninguna diferencia significativa en mujeres.
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1,0 107
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- GSTM1T1 (n=21)64+11% ==
g 0,67 o ‘ g 0,67
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=2 0,4 £ 04 '
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© 027 delGSTMI1TI1 (n=33) 34+10% O 021 delGSTM1T1 (n=36)30+8%
o o
0,01 0,01
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00 000 3000 6000 9000 120,00 150,00
meses meses

Figura 32. La presencia de al menos una delecién GST tiene un valor prondstico

negativo para la SLE en varones (A) pero no modifica el prondstico en mujeres (B).

El analisis de la significacién de las deleciones de GST, se considero
por separado la incidencia de la muerte en remision y la SLR. La frecuencia
de la muerte en remision era significativamente mas alta en pacientes con
delGSTM1 comparado con aquellos sin la delecion GSTM1 (20% frente a
5%, respectivamente; P = 0.05) o en aquellos que albergaban por lo menos
una delecion de GST comparado con aquellos con GSTM1 y GSTT1 no

delecionados (19% frente a 0%, respectivamente; P = 0.01; Fig. 33).
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Figura 33. La incidencia de muertes en remision es significativamente mayor en
pacientes delGSTM1 que en aquellos que no presentan la delecion (A). Los
pacientes con al menos una delecién GST presentan una mayor incidencia de

muertes en remision que aquellos sin la delecién (B).

No se encontraron diferencias en la SLR entre las deleciones de GST
y los genes GSTM1T1 no delecionados, aunque los hombres con delGSTM1
(P = 0.06) o con al menos una delecién de GST (P = 0.08) mostraron una
tendencia a una SLR mas corta en relacion con el genotipo no delecionado
de GST en los hombres. El analisis multivariante de la regresién de Cox
incluyendo la edad, género, nimero de ciclos de tratamiento para alcanzar
la RC, subtipo FAB, leucocitos, grupo de riesgo citogenético, de/IGSTM1, y
GSTM1T1 no delecionados mostréo que la edad mayor de 60 afios (P =
0.002) era un factor prondstico independiente Unico para SLE (Tabla 36).
Sin embargo, el analisis multivariante considerando la interaccién entre
delGSTM1 y el sexo mostré que los varones con de/lGSTM1 tendian a tener

un peor prondstico (P = 0.09) (Tabla 37).
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Tabla 37.- Analisis multivariante

Analisis multivariante

N (%) N° eventos (%) RR (95% IC) P
Edad
78(72.2) vs 30(27.8) 39+4% vs 18+4% 4.35 (2.29-8.27) 0.0001
=60 vs <60
Cariotipo
Favorable vs 17(18.3) vs 70(75.3) vs 6(6.5) 59+10% vs 50+11% vs 20+11 - -
intermedio vs alto
GSTM1
. 58(53.7) vs 47(44.8) 28+6% vs 51+7% - -
Delecion vs normal
GSTM1T1
Cualquier delecién vs 21(20.2) vs 83(79.8) 30+7% vs 58+7% - -
normal
GSTM1*Sexo
29(49.2) vs 30(50.8) 28+11% vs 57+9% 1.34 (0.94-1.97) 0.09

Delecion vs normal

N: numero de pacientes que entran en RC
Eventos: recaida o muerte en RC
*Interaccion
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DISCUSION

Las enzimas metabolizadoras de drogas, carcinégenos y toéxicos
ambientales son capaces de degradar sustancias quimicas exdgenas
(xenobidticos) a los cuales se exponen los seres vivos. Constituyen la
primera linea de defensa para evitar el ingreso de sustancias
potencialmente nocivas al interior del organismo y se caracterizan por su
amplia especificidad de sustrato, son facilmente inducibles o inhibibles por
los propios xenobidticos y presentan un alto grado de polimorfismo
genético. Estas variaciones genéticas en combinaciéon con la exposicion a
toxicos podrian conferir un mayor riesgo a desarrollar leucemia
especialmente en los nifios, debido a la exposicion diferencial y/o inmadurez
fisioldgica, o en pacientes con cancer sometidos a tratamiento citotdxico

intensivo.

En el presente trabajo, nos hemos planteado determinar la posible
asociacion entre la susceptibilidad a la leucemia y una serie de
polimorfismos genéticos en enzimas metabolizantes de citotdxicos
(CYP1A1*2A, CYP2E1*5B, CYP3A4*1B, delGSTM1, delGSTT1, NQO1*2,
MTHFRC677T y TS 2R3R) en tres grupos de pacientes: 78 con LS/SMDS,
317 con LMA de novo y 162 con LLA; y un grupo control formado por 454
individuos sanos. Por otra parte, se ha estudiado el valor prondstico de los
polimorfismos NQO1*2, CYP1A1*2A, delGSTM1 vy delGSTT1 en 147
pacientes con LMA de novo, para evaluar su repercusion en la eficacia del

tratamiento inicial.
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1. POLIMORFISMOS EN ENZIMAS METABOLIZANTES DE DROGAS Y
RIESGO DE SMDS/LS

El analisis de los polimorfismos CYP1A1*2A, CYP2E1*5B, CYP3A4*1B,
delGSTM1, delGSTT1, NQO1*2, MTHFRC677T y TS 2R3R ha mostrado que
el haplotipo CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2 modifica fuertemente el
riesgo de SMDS/LS' (OR = 18.41; 95% IC =1.6-212.77; P = 0.02). Asi, la
presencia de los tres polimorfismos aumenta 18 veces este riesgo. Estos
polimorfismos han sido asociados individualmente con el desarrollo de

55,70,93,148,149,150,151

SMDS/LS en estudios previos , tal y como se discute a

continuacion.

El aumento de actividad enzimatica causada por la presencia del
polimorfismo CYPA1*2A aumentaria la producciéon de agentes electrofilicos
y, como consecuencia, podria contribuir al acimulo de cambios genéticos.
La implicacién de CYPA1*2A en SMDS/LS no se ha demostrado en ningun
trabajo previo, pero si se ha relacionado con la susceptibilidad a desarrollar

LLA® y LMA de novo'®.

La ausencia de actividad enzimatica, producida por la presencia de
los polimorfismos delGSTM1 y delGSTT1, implicaria una detoxificacion
deteriorada y por lo tanto un acumulo de determinadas drogas
quimioterapicas. En ese sentido, Sasai y cols.’, en un estudio de pacientes
japoneses, ha demostrado una asociacidn estadisticamente significativa
entre delGSTT1 y el riesgo de desarrollar SMDS/LS (OR = 4.62;
95%]IC=1.48-14.4). Por otra parte, Haase y cols.'®® refieren que la

combinacidon entre de/lGSTM1 y delGSTT1 estd asociada con el riesgo de

120



DISCUSION

SMDS/LS después de recibir quimioterapia por cancer de mama. En nuestro
analisis, aunque encontramos una mayor incidencia de delGSTT1 en el
grupo de SMDS/LS que en el GC, el resultado no es estadisticamente
significativo. Las diferencias entre nuestros resultados y los mencionados
anteriormente, podrian deberse al nUmero de pacientes y de controles, que
es menor que en nuestro estudio (2 a 5 veces menos en el grupo de

SMDS/LS y de 2 a 10 veces menos en el GC).

La disminucién de la actividad enzimatica causada por la presencia
del polimorfismo NQO1*2, favorece el aumento de benceno y de las
especies reactivas de oxigeno en el organismo, dafiando asi las células. Dos
estudios realizados en adultos de diferentes grupos étnicos han encontrado
una asociacién entre NQO1*2 y predisposicién a SMDS/LS>>’°. Asimismo, se
ha publicado que los pacientes con SMDS/LS tienen una proporciéon
significativamente mayor de individuos homocigotos y heterocigotos para el
alelo NQO1*2 comparado con la poblacidon control, y la homocigosis para
NQO1*2 confiere un aumento de 2.6 veces el riesgo de desarrollar un
SMDS/LS>®. Ademads, se ha observado que el polimorfismo estd altamente
asociado con anomalias caracteristicas de las LS en los cromosomas 5 y/o

7’°. En este sentido, Fern y cols.?®

proponen que los pacientes con
actividad NQO1 reducida, tratados con dosis estandar de quimioterapia,
estarian mas expuestos a un acortamiento de los teldémeros y un posible
desarrollo de hematopoyesis clonal y, como consecuencia, estos pacientes
estarian mas expuestos a desarrollar SMDS/LS. En nuestro trabajo, aunque
la asociacion entre NQO1*2 y la predisposicion a desarrollar SMDS/LS no

alcanza la significacion estadistica, la incidencia de NQO1*2 es mayor en el

grupo SMDS/LS que en el grupo control (47.3% vs. 35.8%). Estas
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diferencias también pueden ser debidas a diferencias étnicas, dado que en
la poblacién asiatica, la frecuencia de este polimorfismo es mayor que en la

poblacién caucasica (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

A la vista de nuestros resultados, aunque los polimorfismos
analizados individualmente no se han visto asociados con SMDS/LS, la
combinacidén de CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2 aumenta
significativamente el riesgo de SMDS/LS, lo que sustentaria la hipdtesis de
que el riesgo a desarrollar leucemia es una compleja interaccion entre

multiples variantes genéticas de baja penetrancia.

Este trabajo junto con el publicado por Guillem y cols.'®!, son los que
reinen las series mas largas de SMDS/LS, en las que se demuestra la
influencia de variantes genéticas en el desarrollo de la leucemia. Guillem y
cols.’®* demuestran que los polimorfismos MTHFR C677T y A1298C estan
implicados en el riesgo de desarrollar SMDS/LS, sobre todo en pacientes
que han padecido cancer de mama y pacientes con malignidades
hematoldgicas que han recibido ciclofosfamida. Estos resultados no se
confirman en nuestro estudio.

No es sencillo relacionar algunas influencias genéticas con el
desarrollo de SMDS/LS debido a la heterogeneidad de los tratamientos.
Ademas, se debe considerar que algunas variantes alélicas pueden estar en
desequilibrio de ligamiento y/o pueden existir posibles interacciones
genéticas entre alelos polimdérficos de varios genes de reparacién del ADN.

Por ultimo, la representacion excesiva de una variante en SMDS/LS
podria reflejar la predisposicidon conferida por la variante a la malignidad

primaria. Una variante podria aumentar la tasa de supervivencia tras
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terapia por una malignidad primaria aumentando la eficacia de la muerte de
la célula tumoral, y a su vez dafiando la célula progenitora hematopoyética
en la médula ésea. Ambas podrian desajustar los trabajos de interaccion

genética en SMDS/LS.

2. POSIBLE EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS EN ENZIMAS
METABOLIZANTES EN EL RIESGO DE DESARROLLAR UNA
LEUCEMIA AGUDA

2.1 POLIMORFISMOS Y RIESGO DE DESARROLLAR LMA

Nuestros resultados muestran que los polimorfismos delGSTT1 vy
NQO1*2 se asocian con un mayor riesgo de padecer LMA'*?, Asi, la mayor
incidencia del polimorfismo delGSTT1 que elimina por completo la actividad
de la enzima GSTT1 ha sido referida por otros autores en relacién con el

riesgo de LMA. En diferentes trabajos®!°0:123-1%°

, este polimorfismo se
asocia con el riesgo de desarrollar una LMA, y este riesgo aumenta si se
analiza en combinacion con de/lGSTM1. Ademas se ha asociado delGSTT1
con el riesgo de LMA en combinaciéon con CYP1A1*4°°. Por el contrario,
Chauhan y cols.*®® han encontrado una mayor incidencia de de/GSTT1 en el
grupo control que en el grupo de LMA, y aunque no alcanza la significacion

estadistica, sugieren que podria tener un papel protector en el desarrollo de

la LMA.

El anadlisis de los polimorfismos genéticos en relacion con las
caracteristicas clinico-bioldgicas, muestra que el polimorfismo CYP2E1*5B
es mas frecuente en pacientes del subtipo FAB M3. Al separar el analisis por

sexo, el polimorfismo de/lGSTM1 es 6 veces mas frecuente en mujeres del
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subtipo FAB M2 que en los varones del mismo subtipo. En la literatura, se
ha relacionado de/GSTM1 en nifios con el subtipo FAB M3 y M4’ y en
adultos con los subtipos M0, M1, M3 y M6%*°, aunque las estimaciones del
riesgo de LMA son poco elevadas y los extremos del intervalo de confianza

se solapan.

Los varones con el subtipo FAB M3 y homocigotos para NQO1*2
muestran un aumento de riesgo de desarrollar una LMA que no se observa

en las mujeres. Reynolds y cols.**®

han publicado que la mieloperoxidasa
(MPO) presenta un polimorfismo MPO*2 (G-642A) en la region promotora
que esta sobrerepresentado en pacientes con los subtipos FAB M3 y M4, El
genotipo MPO*2 aumenta la expresion de MPO y cooperaria con la

homocigosisdad NQO1*2, aumentando asi la susceptibilidad a

envenenamiento por benceno’?.

Es conocido que la incidencia de la leucemia aguda es mas frecuente
en varones que en mujeres; en este sentido, en nuestro estudio se ha
obtenido una predominancia clara de LMA en varones menores de 30 afios y
mayores de 50 afios, mientras que la enfermedad es mas prevalente en
mujeres entre 30 y 50 afios. Del mismo modo, nuestros resultados sugieren
que la mayor susceptibilidad de LMA conferida por NQO1*2 en varones,
sobre todo los que son del subtipo FAB M3, con respecto a las mujeres,
podria ayudar a explicar el aumento de riesgo en desarrollar una leucemia

en los varones.
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Uno de los polimorfismos estudiados que no se relaciona con LMA en
nuestro trabajo pero si ha sido referido por otros autores es de/lGSTM1. Se

ha asociado con LMA solo!*®

o en combinacion con otros polimorfismos,
delGSTT1*>>, CYP1A1*2A, CYP2D631*°, vy NAT2*6B'°°. La diferencia entre
nuestros resultados y los publicados puede deberse en parte al niumero de
pacientes y de controles que es menor que el de nuestro trabajo. Dado que
delGSTM1 tiene el mismo efecto sobre la actividad enzimatica que
delGSTT1, podriamos esperar una asociaciéon entre delGSTM1 vy la
susceptibilidad a desarrollar una LMA. Pero, debemos de tener en cuenta

qgue el 50% de la poblacidon normal presenta el polimorfismo, por lo tanto es

dificil encontrar diferencias entre los pacientes y los sujetos sanos.

En nuestro trabajo, el polimorfismo CYP1A1*2A parece tener un
papel protector en las mujeres. Un trabajo sobre leucemias agudas en
nifios® demuestran que siendo CYP1A1*2A mas frecuente en el grupo
control, disminuye el riesgo de desarrollar una leucemia aguda no
linfoblasica (LANL), lo que podria sugerir que el genotipo homocigoto, o
heterocigoto en nuestro caso, podria estar ligado a factores asociados con la

reduccion del riesgo de desarrollar una LANL en las mujeres.

2.2 POLIMORFISMOS Y RIESGO DE DESARROLLAR LLA

Al igual que en las LMA de novo, nuestros resultados apuntan a que
los polimorfismos delGSTT1 y NQO1*2 estan implicados en el desarrollo de
LLA. Asi, hemos encontrado que el genotipo de/GSTT1 esta asociado con un

aumento del riesgo a desarrollar LLA. Sin embargo, en un meta-analisis
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realizado en trabajos que analizan la posible relaciéon entre delGSTT1 y
riesgo de LLA'®, no se ha encontrado relacién de este polimorfismo con el
riesgo de LLA. Esta discrepancia podria explicarse en parte debido a las
diferencias de edad de las poblaciones estudiadas. En nuestro estudio, los
sujetos son sobre todo adultos, mientras que en la mayoria de los

>1.86,6281,95161 = por otra parte, la mayor

diferentes trabajos son nifos
incidencia de de/GSTT1 en nuestro estudio se ha encontrado Unicamente en
varones con LLA.

Asimismo, nuestros resultados para NQO1*2 en pacientes con LLA
estan de acuerdo con los resultados obtenidos en los pacientes con LMA del
subtipo FAB M3. De modo, que la presencia de NQO1*2 aumenta el riesgo
de LLA sélo en varones, pero no lo modifica en mujeres. Este aumento de
riesgo conferido por la homocigosis de NQO1*2 encontrado en este trabajo
estd de acuerdo con algunos trabajos realizados en nifios con LLA”!/77:80:162
Ademas, se ha relacionado este polimorfismo con CYP1A1*2A y CYP1A1*2B
en el desarrollo de LLA'®,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo en los pacientes con
LLA se han basado principalmente en pacientes adultos. Para este grupo de
edad, Cartwright y cols.*®* han demostrado una clara predominancia de LLA
en varones, mientras que la incidencia de LLA en nifios es similar en nifias y
en nifnos. A este respecto, nuestros hallazgos del aumento de riesgo de LLA
en varones conferido por delGSTT1 vy, en particular, por NQO1%*2,

proporciona una base genética para la alta incidencia de LLA observada en

varones.
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Dado que no existe una hipdtesis ambiental actual para explicar la
alta incidencia de leucemia aguda en varones, se podria suponer que las
mujeres estdn mejor protegidas genéticamente que los varones frente a
agentes toxicos y ambientales que la causan. En este sentido, y si bien no
lo hemos analizado en nuestra serie, un trabajo en Malasios!® sugiere que
podria existir un gen “sensible al sexo” localizado cerca del locus ABO en el
cromosoma 9, que podria proteger a las mujeres del grupo sanguineo O
contra la leucemia aguda. Ademas, algunos resultados sugieren un posible
papel de los esteroides en el control de la proliferacion de las células
leucémicas. Por ejemplo, se ha publicado que el efecto antiproliferativo del
estradiol 17-B en la linea celular U937 monoblastica humana es mas
potente que la de la testosterona®®®.

Uno de los polimorfismos implicados en el metabolismo del folato,
MTHFR C677T, es menos frecuente en el grupo de LLA que en el grupo
control, y por lo tanto esta diferencia podria indicar un papel protector de
este polimorfismo en el riesgo de LLA. El papel de los polimorfismos
genéticos MTHFR C677T y A1298C en la susceptibilidad a desarrollar una

LLA, ha sido descrito tanto en nifios como en adultos'?!:122/167.168

aunque los
resultados obtenidos por meta-analisis para MTHFR C677T no evidencian

una relacién entre el genotipo y el riesgo de LLA.

Por ultimo, el polimorfismo TS2R3R que disminuye la cantidad de
dTMP, necesario para la incorporacién de timina durante la sintesis de ADN
y favorece la incorporacion de uracilo, desencadenando roturas de doble
cadena y dafo al ADN, en nuestro trabajo no se asocia con el riesgo a

desarrollar LLA. Es mas, contrariamente a lo esperado, los estudios
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publicados por otros autores han descrito un papel protector de este

polimorfismo en la LLA?3:169171,

3. VALOR PRONOSTICO DE LOS POLIMORFISMOS EN LAS ENZIMAS
METABOLIZANTES DE DROGAS

Las enzimas metabolizantes de drogas son responsables de Ia
activaciéon y/o detoxificacién de drogas citotéxicas. Por lo tanto, las
variaciones genéticas en estas enzimas podrian explicar la variabilidad entre
pacientes en las respuestas frente a la droga'’? y por tanto en el prondstico.
Por una parte una disminucién o ausencia de la actividad enzimatica en el
metabolismo de las drogas quimioterapicas, podria favorecer un acimulo de
dichas drogas en el organismo provocando mayor toxicidad, y por el
contrario si el polimorfismo causara un aumento de la actividad enzimatica
y del metabolismo de la droga disminuiria asi la eficacia del tratamiento.

En nuestro estudio hemos encontrado que el nimero de alelos
polimérficos NQO1*2 influye en la respuesta a la terapia de induccion'”3.
Probablemente debido al aumento de toxicidad por ausencia de actividad
enzimatica, se ha observado que la mayoria de los pacientes homocigotos
para este polimorfismo no han alcanzado la remision completa. NQO1 es
importante en la detoxificacién de algunos metabolitos quimioterapeuticos y
activador de agentes antitumorales bioreductivos como la mitomicina-C ¢4,
Las antraciclinas administradas en los protocolos de tratamiento para la
LMA inducen una activacion modesta de la enzima NQO1 a través de la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Teniendo en cuenta el papel
detoxificante de NQO1, cabe esperar que los individuos heterocigotos, que

tienen actividad enzimatica intermedia o baja y los individuos homocigotos
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que carecen de actividad, presenten un aumento de los efectos téxicos
debido a esta detoxificacion reducida. En este trabajo, NQO1*2 no tiene
impacto en pacientes adultos con LMA que han alcanzado la remision

completa, a diferencia de un estudio'’

en nifos con LMA en los que
NQO1*2 reduce la probabilidad de supervivencia.

Nuestros resultados indican que la presencia de al menos una
delecion del gen GST esta asociada con una baja SLE, debido a un aumento
de la tasa de muertes en remision, y este efecto es mas significativo en los
varones, es decir que los varones con GST no delecionado tienen una SLE
significativamente mayor que los varones con al menos una delecion de
GST (64% frente a 34%, respectivamente; P = 0.05). Las enzimas GST
tienen un papel muy importante en la detoxificacion de drogas
quimioterapicas incluyendo agentes alquilantes, doxorubicina y vincristina®’.
Los polimorfismos conducen a una ausencia de actividad enzimatica y a una
reduccién de la detoxificacion de drogas.

Esta detoxificacion reducida podria producir dos efectos, por un lado
un aumento en la toxicidad, aunque también podria asociarse con una
mayor respuesta debido a una mayor biodisponibilidad de los agentes
quimioterapicos. Estos efectos podrian ser mas acentuados en los pacientes
varones debido al papel del estradiol 17-B. Los experimentos publicados por
Sanchez y cols.'’®, sugieren que el estradiol potencia la expresién de NQO1
y GST, dado que el complejo estradiol-receptor-estradiol se une a
elementos de respuesta electrofilicos en los promotores de estos genes. Por
lo tanto, las mujeres con el polimorfismo que anula la actividad enzimatica
GST podrian estar mas protegidas que los varones, dado que el estradiol

podria inducir la expresién de NQO1.
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Nuestro trabajo ha demostrado que de/GSTM1 y delGSTT1 no tienen
ningln impacto en la respuesta al tratamiento de induccién, contrariamente
a los resultados publicados por Voso y cols.*® en el que los pacientes con al
menos una delecion GST tienen una baja probabilidad de alcanzar la
remision completa tras la induccidn, debido a un aumento de muertes en la
induccidon, como también se ha demostrado en otros trabajos'”’'8°,

Es dificil explicar el mecanismo especifico por el cual los
polimorfismos de/lGSTM1 y NQO1*2 modifican la respuesta al tratamiento,
debido al papel dual (activacion y/o detoxificacién) y al gran numero de
enzimas implicado en el metabolismo de drogas. Sin embargo, considerando
gue las drogas administradas en estos pacientes muestran una pequefa
activacién a través de las enzimas NQO1 y GST, cabria esperar que los

principales efectos se debieran a la actividad de detoxificacién reducida de

estas enzimas que confieren los polimorfismos.

Algunos trabajos han descrito que los pacientes CYP1A1*2A con
LMA'® tienen una mayor tasa de muertes tras la induccién, aunque en
nuestro trabajo no se haya confirmado. Las discrepancias entre nuestros
resultados y los publicados por Voso y cols.'*® en pacientes con LMA podrian
atribuirse a diferencias metodoldgicas y en la procedencia de los pacientes.
Solo hemos considerado pacientes con LMA de novo, y las series de Voso y
cols. incluyen pacientes con LMA de novo y secundarias. Por lo tanto,
podriamos esperar algunas diferencias debido a los protocolos de

tratamiento.
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En conclusién, en nuestro estudio, la existencia de los polimorfismos
delGSTT1 y NQO1*2 se han visto implicados en el desarrollo de los tres
tipos de leucemia. Esta combinacidon puede implicar la funcién de NQO1 y
GSTT1 en la superposicién de las vias del metabolismo de carcindgenos. Es
posible que la diferencia interindividual en las actividades enzimaticas NQO1
y GSTT1 debida a los polimorfismos, conduzca a una diferencia en la
cantidad de carcindgenos y/o aductos de ADN en las células leucémicas.
Ademas, las deleciones GST y el polimorfismo NQO1*2 podrian conferir
variabilidad interindividual en la respuesta al tratamiento en pacientes con
LMA.

Aunque los datos parecen sugerir que ciertas variantes genéticas
estan implicadas en la susceptibilidad individual a desarrollar algun tipo
particular de leucemia, los resultados deben ser tomados con cautela. Hoy
en dia, las técnicas de genotipado masivo de SNP mediante microarray
permiten realizar estudios de asociacién alélica a lo largo de todo el genoma
(GWA), pudiendo asi establecer la predisposicidn genética a ciertas
enfermedades e identificar mutaciones y variantes que pueden explicar las
diferencias entre las respuestas individuales ante las enfermedades y los
tratamientos. Recientemente, se han publicado dos estudios GWA en LLA de

181,182 Los

nifios y LS en los que se analizan miles de polimorfismos
resultados confirman que existen variantes genéticas heredadas que
contribuyen al riesgo de estas leucemias, aunque no se encuentra ninguna
de las que se habian reportado en estudios previos individuales.

Diferencias genéticas en la regulacién, expresiéon y actividad de las

enzimas de fase I y II del metabolismo de xenobidticos, pueden ser factores

cruciales para definir esta susceptibilidad, debido a la produccion de mayor
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o menor cantidad de metabolitos. Las investigaciones hasta ahora
realizadas, muestran que genotipos o alelos asociados en un estudio con un
proceso tumoral, en otro no lo estan. Esta diferencia se podria explicar por
tres razones: diferencias étnicas, que pueden producir variacidn en la
expresion de enzimas que activan o inactivan carcinégenos; la falta de
asociaciéon debido al andlisis de grupos muy pequefios, de diferentes grupos
de edad o pruebas estadisticas inadecuadas para analizar bajas frecuencias
en poblaciones; el ligamiento de polimorfismos, que pueden explicar mas

acertadamente la susceptibilidad a cancer.
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Del andlisis y discusion de los resultados obtenidos en este trabajo se

pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. NQO1*2A es el polimorfismo con mayor incidencia en SMDS/LS.

2. La combinacion de los haplotipos CYP1A1*2A, delGSTT1 y NQO1*2
aumenta significativamente el riesgo de desarrollar SMDS/LS, lo que
demostraria que los alelos de baja penetrancia pueden cooperar para

desarrollar SMDS/LS.

3. En el grupo de pacientes con leucemia aguda de novo, el
polimorfismo CYP2E1*5B es mas frecuente en pacientes del subtipo FAB

M3, y delGSTM1 en mujeres del subtipo FAB M2.

4. Los polimorfismos delGSTT1 y NQO1*2 se asocian con un mayor

riesgo de padecer LMA y LLA.

5. La susceptibilidad a desarrollar leucemia aguda conferida por los
polimorfismos de/lGSTT1 y NQO1*2, se ha demostrado en varones, lo que
supone que el sexo podria modificar el riesgo de desarrollar una leucemia

aguda.

6. El polimorfismo CYP1A1*2A disminuye el riesgo de LMA en

mujeres y el polimorfismo MTHFR C677T implicado en el metabolismo del

folato, disminuye el riesgo de LLA, teniendo ambos asi un papel protector.
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7. Los polimorfismos en los genes que intervienen en el metabolismo
de drogas como NQO1*2, delGSTM1 y delGSTT1 se han asociado con SLE y
con un mayor numero de muertes en remision completa. Este conocimiento

podria condicionar la pauta terapéutica inicial.
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Lack of association of CYP344-V polymorphism with the
risk of treatment-related leukemia

Preliminary reports related the genetic variations in activ-
ity of the enzymes of the phase I metabolism with the risk
of cancer and treatment-related leukemia (TRL) caused by
anticancer drugs. In fact, phase I metabolism by cytochrome
P450 (CYP) enzymes convert many anticancer drugs to reac-

tive intermediates, some of which can damage DNA [1]. Thus
in the promoter region of the CTP344 gene has been discov-
ered the A(-290)G polymorphism also known as CYP344-7
[2]. The role of this polymorphism is controversial and ini-
tially it has been suggested that it could reduce transcription
based on the low incidence of the polymorphism in prostate
cancer [2] and in TRL/myelodisplastic syndrome (MDS)
[3].

Table 1
Features of the group of subjects with treatment-related leukemia/myelodisplastic syndrome
Patient Gender Primary cancer Ageat CTP344 substrate ex- Interval from Dx. of Secondary Karyotipe Genotype
no. primary Dx. posure primary tumor (vear) leukemia WiV
147 M NHL 35 VM26.VP16.IFOS 4.25 RAEB-t 46, XY.—7 tmar W-W
264 M Low grade 63 CPM, VCR 6.26 RAEB-t 46.XY(15%)/45. XY —T7(85%) TW-W
lymphoma
276 F Cervix cancer 67 IFOS 336 RAEB-t 46,3 TW-W
310 F BC 75 CFM 7.13 RAEB-t 46, 3X W-W
139 M Primary brain 65 CPM, VCR 192 Biphenotypic Trisomy 8+ 21deletion W-W
lymphoma leukenua
151 M NHL 54 CPM, VCR 416 MO 45 XY —7.—21.+(21) [9] TW-W
321 M Bladder cancer 78 VBL 7.67 M1 46, XY W-W
182 M NHL 68 CPM, VCR 6.75 M2 46XX[6]/47 XX TW-W
der(3)add(3)(q25)7.del(5)
(q13:q31).+der(5)del(5)
(q13:931).1(3:12)(q21;p13),
—18 +mar[cpl4]
216 F BC 44 CPM 311 M2 47.XX.+8 W-W
250 M Ewing sarcoma 28 VCR 6.93 M2 45 XY (8:21)(q22:q22) W-W
137 M NHL 61 CPM., VCR. 6.20 M2 del(1)(p31) + Monosomy 7 W-W
141 F BC 62 VP-16 221 M3 NA TW-W
144 F NHL 63 CPM.VCR.VP-16, 383 M3 46.350.1(15:17)(q22.q11) W-W
IFOS
140 F Mantle cell 51 CPM., VCR. IFOS 142 M4 46,35 1(8:16)(p11;p13) W-W
lymphoma
145 F NHL 57 CPM., VCR. 8.84 M4 46,33 1815:17)(q22:q11) W-V
146 M SCLC 65 VP-16 112 M4 46. XY inv(16)(p13:q22)/ TW-W
149 M CLL 41 CPM.VCR 7.70 M4 45 XY . —4 del{5)(g?). W-W
—7.del(13)(q?).del(15)(q?).
—17 +mar2/45 XY,
del(5)(q?).—7.—17 +mar2
218 F BC 40 CPM 5.36 M4 46. XX W-W
6038 M Ewing sarcoma 7 VP-16, IFOS 3.10 M4 NA W-W
6033 F Follicular 30 CPM., VCR. 327 M4Eo 46, XX 1(16:16) W-W
lymphoma
217 F Fallopian tube 69 CPM 294 Mé NA W-W
adenocarcinoma
220 M HL 44 VBL.CPM.VCR 6.63 pre-B 46, XY /FISH:tetrasomy 22 (53%) W-W
206 M HL 54 VBL 8.97 LMA(NC) 46.XY W-W

Abbreviations: Dx.: diagnosis; BC: breast cancer; SCLC: small cell lung cancer; HL: Hodgkin-lymphoma; NHL: non Hodgkin-lymphoma; CLL: chronic
lymphocytic leukaemia; NA: not available; W: wild type ;V: CYP344-F variant; CPM: cyclophosphamide; IFOS: ifosphamide; VBL: vinblastine; VM26:
teniposide; VP16: etoposide; VCR: vincristine; NC: not classified; RAEB-t: refractory anemia with excess blasts in transition

0145-2126/% — see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved
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We investigated if CYP344-F polymorphism conferred a
high risk to acute leukaemia (AL) and TRL/MDS in Spanish
Caucasian population.

The CYP3A44-V polymorphism was studied in 215 de novo
AL: 51 with acufe Iymphoblastic leukemia (ALL) and 164
with acute myeloid leukemia (AML; three MO, 18 M1,27 M2,
86 M3, three M3v, 11 M4. 10 M5. three M6, and three M7).
and 23 patients with TRL/MDS. All TRL/MDS patients had
been treated with anticancer drugs metabolised by CTP3A44
(Table 1). We also included a control group for de novo AL
(AL-CQG) of 173 healthy volunteers matched in age and gen-
der with de novo AL, and another for TRL/MDS (TRL/MDS-
CG) of 25 subjects treated with chemotherapy who remained
disease-free for a median follow-up of 17 years (range: 9-26
years).

The CYP3A44-V polymorphism was assessed by real time
PCRin the LightCycler (Roche) following the method of Von
Ahsen et al. [4].

The CYP3.44-V polymorphism showed a mean frequency
of 9% for both control groups [two heterozygous (het) in
25 subjects (8%) and 14 het and two homozygous (hom)
in 173 subjects (9.2%) for TRL/MDS-CG and AL-CG, re-
spectively] and in the de novo AL patients [three hom and
14 het in 215 patients (7.9%)], consistent with the fre-
quency reported for Caucasians [2.5,6]. However, the fre-
quency of ¥ polymorphism represented 4.5% (one het out
of 23) of the TRL/MDS. Differences in the incidence of
CYP344-V between the TRL/MDS and de novo AL or
control groups were not statistically significant in agree-
ment with the results reported in children by Blanco et al.
[7].

Conversely to our results, Felix et al. [3] reported simi-
lar incidence for 7 polymorphism in the group of TRL/MDS
but found a statistical significant difference with the group
of de novo leukemia. This was due to the higher inci-
dence of ¥ polymorphism in the de novo AL than the
reported here (19% versus 9%). probably due to the in-
clusion of non-Caucasian in de novo AL subjects of that
study.

However. the lack of association of 7 allele with
TRL/MDS of the present study is not unexpected. Thus, the
concrete role of the polymorphism remains to be elucidated.
Hence although experiments based on the measurement of en-
zymatic activity in liver samples suggested that the CYP3.44-
7" had no effect on transcription [8]. On the contrary, other
experiments indicare that 7 allele increases transcription as
compared with CYP344-7 [9]. In conclusion our results in-
dicate that the CYP344-7 allele does not seem to be rele-
vant to a predisposition to TRL/MDS in Caucasian popula-
tion.
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Abstract

Background: Recent studies have provided evidence that common genetic variations with low penetrance could account for a proportion of
leukemia and could also influence disease outcome, although the results obtained are still controversial.

Material and methods: We reviewed 54 recent reports focused on the contribution of genetic polymorphisms to the risk of developing leukemia
and to disease progression. The polymorphisms of genes encoding drug-metabolising enzymes (CYP family, NOQOI, GSTT1, GSTM1, GSTPI),
enzymes involved in folate metabolism (MTHFR, TYMS, SHMT1, MTRR), and DNA repair enzymes (XPD, XPG, RAD51, XRCCI, XRCC3,
CHEK?2, ATM) were considered in the review.

Results: There was a good agreement on the influence of NQ@17%*2 polymorphism and those of the enzymes involved in DNA repair with the
increased risk of therapy-related leukemia/myelodysplastic syndrome. Most studies found a strong association between the polymorphisms
MTHFR, C677T or A1298C, and NOQO/ *2 or *3 and the risk of acute lymphoblastic leukemia (ALL). In addition, most of the studies reported
an association between GSTT! deletions and an increased risk of de novo acute myeloid leukemia. In ALL, polymorphisms in the genes
of folate metabolism are associated with poor prognosis, and the 3R3R TYMS polymorphism in particular is associated with methotrexate
resistance.

Conclusion: The reports reviewed support the hypothesis that several low-penetrance genes with multiplicative effects together with dietary
effects, ambient exposition, and individual immune system responses, may account for the risk of leukaemia.

© 2006 Published by Elsevier Ltd.

Keywords: Polymorphisms: Genetic predisposition; Leukemia; Therapy-related leukemia; Risk
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Acute myeloid leukemia (AML) is the most common acute
leukemia (AL) in adults. with a median incidence of 2.4 cases
per 100,000 inhabitants [1]. Acute lymphoblastic leukemia
(ALL) is the most common form of leukemia in childhood,
accounting for about 30-30 new cases per million children
[2] and represents 25-30% of all childhood malignancies
[3-5].

The incidence of AL. particularly AML, occurring
as a second tumor has increased because of the ris-
ing numbers of long-term survivors of cancer [6-11].
Therapy-related leukemia/myelodysplastic syndrome (t-
AML/M-MDS) accounts for about 10-20% of all cases of
AML [12]. The cumulative risk of developing t- AML/t-MDS
at 10 years after the start of chemotherapy for breast can-
cer, non-Hodgkin’s lymphoma, ovarian cancer, or Hodgkin’s
disease has been estimated at 1.5%, 7.9%, 8.5%. and 3.8%,
respectively [6,13—15]. Molecular epidemiological studies
have begun to provide new insights into the genetic back-
ground of patients developing AL and t-AML/t-MDS, and
this is the focus of this review [6.16].

While the clinical and biological aspects of leukemia are
well documented, little is known about the factors that condi-
tion an individual’s susceptibility to leukemia. Highly pene-
trating mutations account for a reduced incidence of leukemia
[17], but it is very likely that normal polymorphic varia-
tions of several genes together with dietary effects, ambient
exposure to carcinogens and individual immune system char-
acteristics could be factors predisposing to develop leukemia
[18].

Genetic polymorphisms in the drug metabolizing enzymes
are extremely common and may contribute to the risk of
developing secondary cancers. These polymorphisms could
explain differences in the way at which the individuals
metabolise the chemical agents [19]. They are generally not
associated with a dramatically increased risk of developing
leukemia when considered in isolation from other etiological
factors or exposure to chemotherapy, but they may act as risk
factors of low penetrance in the development of secondary

malignancies [20]. Among these genetic factors, several poly-
morphisms in the genes coding for enzymes involved in the
metabolism of drugs, ambient toxics and xenobiotics have
been reported. Studies have involved polymorphisms in the
genes coding for P450 cytochromes (CYPs) involved in phase
I of metabolism (oxidation/activation), glutathione S-methyl
transferase (GST) implicated in phase II of metabolism (con-
jugation/detoxification), and quinone oxoreductase (NQO1T),
which acts in free radical metabolism/oxidative stress
(Table 1).

The variations in activity of the genes implicated in the
folic acid metabolism, such as that for methylene tetrahy-
drofolate reductase (MTHFR). which plays an indirect role
in the accurate DNA synthesis (Table 1), could also have an
important role in leukemia susceptibility.

Lastly, several studies have evaluated the relevance of the
variations on the genes coding for the DNA repair machinery,
such as hMLHI. hMSH2. hMSH3. XRCCI. XRCC3. XPD,
XPG,CHEK2 and ATM (Table 1), which can produce genome
instability.

1. Quinone oxoreductase

Quinone oxoreductase, also called NAD(P)H, menadione
oxidoreductase 1 or NQOI, is a flavoprotein that catalyzes a
two-electron reduction. This enzyme converts the quinones
derived from benzene into hydroquinones and has been asso-
ciated with the hematotoxicity of benzene [21] and myto-
mycin C resistance [7,22].

Two polymorphisms in the NQOI gene have been
described, the C609T and C465T substitutions, leading to
P187S and R139W amino acid replacements, respectively
(Table 1). Both variants affect the enzyme’s function; C465T
causes a diminution of enzyme activity, whereas the C609T
causes a complete loss of enzyme activity [23].

Intheearly 1990s, Traveretal. [7] characterized the NQOI1
activity of cell lines derived from colon and lung cancer
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[8]. The authors reported that BE and H596 cells, derived
from colon and lung cancers, respectively, lacked NQOI
activity. The cDNA sequence of the gene obtained from BE
cells revealed the presence of the C609T polymorphism, also
known as NQOI*2 (Table 1). This polymorphism causes a
P187S substitution, which leads to a loss of function resulting
from protein instability.

Edwards et al. in 1980 [9] reported that 4% of the UK
population showed a complete absence of NQOI activity.
Homozygosity for this polymorphism has been detected in
4-5% of Caucasians and Afro-Americans, with a higher inci-
dence among Hispanics [6] (Table 1). Homozygosity for
this polymorphism was also detected in 20% of Chinese
[8].

The NQO1 C465T polymorphism, also called NQO1I*3,
causes a diminution in enzyme activity as the result of
alternative splicing, which leads the loss of exon 4 in
NQOI*3 mRNA and also posttranscriptional modifications
[23].

The allele frequency of the NQOI*3 polymorphism is
0.032 with 6.5% heterozygosity in Caucasians and the allele
frequency is 0.019 with 3.7% heterozygosity among the
Japanese [24].

NQO1 normally protects against benzene poisoning.
Thus, a case—control study carried out in benzene-exposed
workers in China showed an increased risk of hematotoxicity
and leukemia in individuals who harboured NQO1*2 allele
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[8.10,20]. Homozygosity for NQOI*2 combined with the
high enzymatic activity of CYP2E] causes a 7.6-fold increase
(95% CI, 1.8-31.2) of the risk of benzene poisoning [10].
Furthermore, when NQO7%#2 homozygosity is combined with
tobacco smoking or alcohol consumption, the risk of benzene
poisoning increases 8.15 times and 21.5 times relative to that
of heterozygous and homozygous carriers of the wild-type
allele, respectively [11].

Interestingly, normal bone marrow lacks NQOI activ-
ity. However, the presence of high concentrations of the
benzene metabolite hydroquinone induces it [13]. Likewise,
bone marrow cells with wild type genotype (C/C) show
increased NQOI activity in response to hydroquinone: those
homozygous for the polymorphism (T/T) do not show this
response, and the heterozygous cells (C/T) show an inter-
mediate response. On the other hand, menadione produces
greater toxicity in mice carrying the NQOI null genotype
than in carriers of the wild type allele [14].

1.1. NQOI%*2 in treatment-related
leukemia/myelodysplastic syndrome

Several studies carried out in adults in various ethnic
groups found an association of the NQO1*2 polymorphism
with t-AML/t-MDS (Table 2). Significantly more patients
with t-AML/t-MDS were homozygous or heterozygous for
the NQO1*2 allele than in controls [6,15]. Moreover, being

Table 1
Genetic polymorphisms studied in relation to leukaemia
Biological role GENE OMIN  Polymorphism Effect dbSNP ID / Polymorphism Biological effect
(locus) SNP500Cancer ID frequency
%
Phase | CYP1A12A 12-16 Increases
metabolism T6235C(Mspl) expression
3'UTREXx7
CYP1A1*2B 1462V rs1048943/ 8-9 Increases
(gg :2’4) 108330  A4889G expression
CYP1A1*4 T461N rs1799814/ 10 Unknown
C4887A
Ex-7
CYP3A44 CYP3A4*1BNV Promotor rs2740574/ 22 Possibly
7 124010 -A290G CYP3A4-02 reduces expression
(7q22.1)
CYP3A5*3 Induces Decreases
A-J splicing enzymatic activity
CYP345 605325 variants
(7q22.1) CYP3A5*6 Induces 1-17 No effect or
14690G>A splicing severely reduces
variants expression
MPO 606989 MPO*2 Promotor rs2333227/ 44 Increases
(17g23.1) -642G>A MPO-02 expression
Phase ll GSTM1 138350 del{GSTM1} Deletion -/ 50 Abolishes
metabolism (1p13.3) GSTM1-02 expression
GSTT1 600436 del{GSTT1} Deletion - 41 Abolishes
(22911.2) GSTT1-02 expression
GSTPI 134660 GSTP1*B 1105V rs947894/ 54 Decreases
(11q13) Ex5-24A>G GSTP1-01 catalytic activity
Free radicals/ NQO1*2 P187S rs1800566/ 48 Abolishes the
NQOI 125860 C609T NQO1-01 enzymatic activity
(11q22.7) NQO17*3 R139W rs4986998/ 4 Decreases
C465T NQO1-03 expression
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Biological GENE OMIN  Polymorphism Effect dbSNP ID/ Polymorphism Biological
role (focus) SNP500Cancer ID frequency effect
9 o
Folic acid A1298C E429A rs1801131/ 49 Decreases
metabolism Ex8 - 62A>C MTHFR-01 enzymatic
MTHFR 236250 activity
(1p36.3) C667T A222V rs1801133/ 51 Decreases
Ex5 +79C>T MTHFR-02 cathalitic
activity
SHMT1 182144 C1420T or L435F rs1979277/ 38 Alters
(17p11.2) C1444T SHMT1-01 enzymatic
Ex12 +138C>T activity
28 bp tandem 38-54 Increases
TYMS 188350 repeats in 5'- (3R) expression
(18p11.32) UTR in
multiples of two
(2R) or three
(3R)
MTRR 602568 A2756G D919G 17 Alters
(5p15.3-p15.2) enzymatic
activity
MTHFD1 172460 A1958G K134R rs1950902 30
(14q24)
DNA repair CHEK2 604373 1100delC a1l Abolishes
genes (22q12.1) Ex10 kinase activity
RADS1 6802774 -G135C 11 Alters HRC
(15q15.1) 5-UTR
hMLH1 120436 Ex8-23A>G 1219V rs1799977/ 23 MMR
(3p21.3) MLH1-02
hMISH2 609309 IV§12-6C>T rs2303428/ 15 MMR
(2p22-p21) MSH2-03
XPD 278730 Ex23+B1A>C K751Q rs13181/ 39 NER
(719913.2-913.3) ERCC2-03
Ex8-22C>T R194W rs1799782/ 23 HRC
XRCC1-03
XRCC1 194360 Ex10-4A>C R399Q rs25487/ HRC
(19913.2) XRCC1-01
Ex9+16G>A R280H rs25489/ HRC
XRCC1-02
XRCC3 600675 Ex8-53C>T T241M rs861539/ 35 HRC
(14932.3) XRCC3-01
T1229C V410A 0-2 HRC
ATM 607585 T1744C F582L 1-3 HRC
(11923)
T4388G F1483C 0-2 HRC

HRC: homologous recombination; MMR: mismatch repair; NER: nucleotide excision DNA repair.

homozygous for NQOI*2 conferred a 2.6-fold increase in the
risk of developing t-AML compared with those carrying the
wild-type allele [15]. Additionally, this polymorphism was
strongly associated with t-AML carrying abnormalities of
chromosomes 5 and/or 7 [6]. Contrary to the results observed
in adults, a study of children with ALL undertaken by Blanco
et al. [25] found no differences in the incidence of NQOI*2
between patients with t-AML (53 patients with ALL who
developed t-AML) and controls (215 patients with ALL who
did not develop t-AML).

It could be concluded that the NQOI*2 and *3 polymor-
phisms are associated with an increased risk of t-AML/t-
MDS. The discrepancies observed between adults and chil-
dren may be attributable to many factors, particularly the
therapy regimen used to treat the first tumor. More studies
are required to resolve this controversy.

1.2. NQOI*2 in de novo acute leukemia

The NQOI*2 allele is more prevalent in children with
ALL carrying mixed lineage leukemia (MLL) gene translo-
cations (MLL-positive) than in controls ([32.33]; Table 3).
Moreover, the presence of at least one NOQO1*2 allele con-
ferred 2.7-fold increase in the risk of ALL/MLL-positive.
Furthermore, children younger than 1 year with de novo
leukemia MLL-positive were most likely to be heterozy-
gous or homozygous for NQOI#*2 (OR>10.8; 95% ClI,
1.58—0c¢; P=0.013) [32]. In addition, individuals with ALL
with the NQOI*2 allele had also worse therapeutic out-
come ([44]; Table 4). When in the Cox regression model
were included demographic parameters, biological parame-
ters, treatment protocol and type of population, the combina-
tion of NQO1*2 and CYP1AI*2A alleles appeared to be the



Table 2

Polymorphisms and risks of developing therapy-related leukemia/myelodysplastic syndrome (t-AMLA-MDS)

Pathway Gene Polymorphism  Ethnic groups Cases Polymorphism Controls Polymorphism OR 95% Cl P References
frequency frequency
(%) (%)
Phase | CYP3A4 *“1BV White, Black, EE] 3 99 AML 18 0.07 0.0-0.7 0.05 Felixetal [16]
metabolism Hispanic
White: 41 87 167 66 153 0315 ns
CYP3A4 BV Black 8 87.5 32 a3y 0.47 0.0-59 ns Blanco et al. [25]
Hispanic 4 25.0 23 39.1 0.562 0.1-5.8 ns
CYFP3A4 *1B/\V Caucasian 23 a5 1) 80 nr ns Collado et al. [26]
White: 41 146 167 17.9 1.28 0.5-33 ns
CYP3A5 *3 Black 8 875 3 a3.5 207 0.2-26.2 ns Blanco et al. [25]
Hispanic 4 250 23 30.4 1.31 0.1-149 ns
Phase Il GSTMT deletion Japanese 18 61 a3 53 FET ns. Sasai et al. [27]
metabolism
GSTM1  deletion Japenese 58 44.8 150 51.3 077 0017 ns Nace et al. [15]
GSTM1 deletion Caucasian 89 56 1022 49 1.31 08-20 ns Alan et al. [28]
GSTM1 deletion Caucasian 42 547 175 495 0.98 0.5-2.0 ns Seadhouse at al. [29]
GSTT1  deletion Japanese 18 67 43 30 FET 001 Sasaietal [27]
GSTT1  deletion Japanese 58 46.6 150 54.0 074 0.0-1.6 ns Maoe et al. [15]
GETTT  deletion Caucasian =¢] 21 1022 14 1.79 1.0-3.1 ns Alan et al. [28]
GSTP1 "B Caucasian 89 63 1022 51 1.58 10-25 0.05 Alan etal[28]
Free radicals Caucasian,
NQO7 2 Afro-american, 56 517 +Estimated 21.65° Chi- 0.03 Larson et al. [8]
Hispanic, Asian square
Adults
Japenese 24 1(hom) 10 6{hom)
NQOo1 "2 Adults 58 T2 150 58 2.62 22-31  0.002 Naceetal [15]
NQOT 2 White: 41 44 160 35 1.45 07-29 ns
Black 8 38 3z 38 1.00 0249 ns Blanco et al. [25]
Hispanic 4 50 23 65 053 0145 ns
Children
DMNA repair RADST  135C Caucasian 51 24 186 11 256 1.2-60 002 Seedhouse et al. [29]
XRCC3 241M Caucasian a4 47 175 54 1.44 0.7-2.9 ns Seedhouse et al. [29]
RADST  241M Caucaslan 44 47 175 54 8.1 2.2-287 0.002 Seedhouse et al. [29]
&
XRCC3
XFD K751Q Caucasian 51 -AML after (BB 729 (42)KiK 1.0 —
chemotherapy [41)KIQ (43)K/Q 122 06-2.4 Allan et al. [30]
(25)Q/0 (25)a/0 222 10-47 <005
hMSH2  IVS12-6C=T Caucasian 16 t-AML after {62.5)TT 837 (86.2)TT 1.0 -
~guanine (37.5)TC+CC (13 8)TC+CC 402 14-11.4 003  Wormilow et al. [31]
treatment

CI: confidence interval: ethnic groups: descriptors used in the original articles; FET: Fisher exact test; hom: homozygous: n.s.

gous + heterozygous).

AEstimated for the different ethnic groups.

not significant; OR: odds ratio; polymorphism frequency: % (homozy-

T6HI-120 1 (H00F ) OF 420252y D] 0 12 13fnjog o

SLvl



Table 3

Polymorphisms and risks of developing acute lymphoblastic leukemia (ALL) and acute leukemia (AL)

Pathway Gene Polymorphism  Ethnic groups Cases Polymorphism Controls Polymorphism/ OR 95%Cl P References
Igenotypic genotypic
frequency frequency
(%) (%)
Phase | CYP1A1 *2A Caucasian 144 ALL & 33 16.7 185 16.9 099 0616 ns. Balta et al. [34]
metabolism (Turkish) ANLL (children)
CYP1A1 *2A Caucasian 170 ALL (adult) 19.4 299 1.7 18 1.1-31  0.03 Krajinovic et al. [35]
CYP1A1 *28 Caucasian 170 ALL (adult) 73 299 80 09 0418 ns. Krajinovic et al. [35]
CYP1A1 *4 Caucasian 177 ALL (adult) 56 295 95 06 03-1.2 ns. Krajinovic et al. [35]
Phase Il GSTM1 deletion Whites 163 ALL (children) 55.2 Whites 416 53.5 068 -— ns Chen et al. [36]
metabolism Blacks 41.2 Blacks 276 26 0.0005
GSTM1 deletion Caucasian 177 ALL (children) 64 304 513 1.8 1.2-26 004 Krajinovic et al. [35]
GSTM1 deletion Caucasian 47 ALL (children) 68.1 102 49.0 22 1145 0035 Alvesetal [37]
GSTM1 deletion Whites 616 ALL Whites 54 Whites 532 54 FET - ns Davies et al. [38]
Blacks 35 ALL Blacks 40 Blacks 201 32 ns
(children)
GSTM1 deletion Caucasian 139 AL (children) 554 185 54.6 103 0716 ns. Balta et al. [34]
(Turkish)
GSTT1 deletion Whites 163 ALL{(children) 14.1 Whites 416 15.0 FET ns. Chen et al. [36]
Blacks 35.3 Blacks 241
GSTT1 deletion Caucasian 177 ALL{(children) 15.9 304 17.2 0.9 0515 ns. Krajinovic et al. [35]
GSTT1 deletion Caucasian 47 ALL (adults) 19.2 102 255 22 1.1-45 ns. Alves et al. [37]
GSTT1 deletion Whites 616 ALL Whites 16 Whites 532 16 FET ns. Davies et al. [38]
Blacks 35 ALL Blacks 17 Blacks 201 28 ns
(children)
GSTT1 deletion Caucasian 139 AL (children) 209 185 227 09 0515 ns Balta et al. [34]
(Turkish)
GSTP1 ‘B Caucasian 139 AL (children) 441 185 443 116 0.7-20 ns. Balta et al. [34]

(Turkish)

16F1-1LF1 (900T) 0F Y2352y DI T] /10 12 22/t 0 d



Table 3 (Continued )

Free radicals NQO7 e Caucasian 39 MLL(+) AL 61.5 56 MLL(-) de 393 277 1266 0.033
(children) novo B- Smith et al. [32]
lineage ALL
NQO1 *2 British 36 (ALL and AML 55 100 cord 33 254 1160 0.015 Wiemels et al. [33].
MLL[+]) (adulls) blood
NQO1 "2 Japanese 64 (49ALL+ 15 (59.1)ALL 185 cord 55.3 117 0822 ns
AML, MLL +) (56.0)MLL-AF4 blood 103 04-24 ns Eguchi-Ishimae et al. [24]
(infants) (80)AML 323 09118 ns
NQO1 ‘2 Caucasian 138 infant ALL (25.7)MLUUAF4(CT) 190 (68.3)CC 079 0417 .56 Kracht et al. [39]
(29.2)TEL/AML1(CT) (32.1)CT 0.92 0517 79
142 04-3.8 37
(38.7)BCR/ABL(CT) 1eTT
NQO1 2 Caucasian 50 infant ALL(32 106 cases of (38)CC+CT(147
MLL+ and 18 MLL-) (72)CC+CT pedriatric healhy controls) 422 14-125 0.0068 Lanciotli et al. [40]
ALL
147 healthy ~ CC+CT(106ALL) 572 1.7-160 0.002
controls
NQO1 3 Japanese 64 (49 ALL* 15 (12.2)ALL 185 cord 37 355 11111 002 Eguchi-Ishimae et al. [24]
AML, MLL +) (20.0)MLL-AF4 blood 636 1.8-21.9 0.001
(infants) (0)AML — 0.59
Folic acid MTHFR  A1298C Caucasian 69 ALL (adult) 33.3 (AC) 114 47.7 (AC) 033 0207 005 Skibolaetal [41]
metabolism 1.5(CC) 9.8 (CC) 007 0018 ns
MTHFR Ce677T Caucasian 71 ALL(adult) 42 CT) 114 342(CT) 058 0313 ns Skibola et al. [41]
7.2(TT) 12.3(TT) 023 0108 005
MTHFR C677T Caucasian 71 ALL (children) 39.4 (CT) 7 50.7 (CT) 05 0.2-09 0.05 Franco et al. [42]
8.4 (TT) 18.3 (TT) 03 0108 005
47.8 (CT+TT) 69.0 (CT+TT) 04 0208 005
MTHFR A1298C Caucasian 71 ALL (children) 42.2 (AC) 71 39.4 (AC) 13 0.7-76 n.s. Franco et al. [42]
7.0(CC) 2.8 (CC) 28 05156 ns.
49.2 (AC+CC) 42.2 (AC+CC) 13 0726 ns.
MTHFR C677T Caucasian 37 MLL(+)ALL 216 200 healthy 358 036 0.2-09 0.017 Wiemels et al. [43]
(children) newborns CT+TT
MTHFR A1298C Caucasian 37 MLL(+)ALL 40.5 200 healthy 324 114 0527 n.s. Wiemels et al. [43]
(children) newborns
MTHFR C677T Turkish 142 ALL (adults) 29 185 28 104 0715 n.s. Balta et al. [34]
MTHFR Ce77T French- 270 ALL (children) 47 (CT) 300 427 (CT) 1.1 08-16 ns Krajinovic et al. [44]
Canadian 11.5(TT) 15.3(TT) 0.8 0413 ns
MTHFR TT677/ French- 270 ALL (children) 1.5 300 153 04 0209 002 Krajinovic et al. [44]
AA1298 Canadian
MTHFR cCce77/ French- 270 ALL (children) 44 300 10.3 03 0.1.08 0.001  Krajinovic et al. [44]
CC1298 Canadian
MTHFR A1298C French- 270 ALL (children) 39.8 (AC) 300 39.7 (AC) 09 0613 n.s. Krajinovic et al. [44]
Canadian 4.4(CC) 10.3(CC) 04 0208 ns
TYMS 2R3R Caucasian 71 ALL (adults) 522 (2RMBR) 114 58.8 (2R/3R) 036 0208 001 Skibola et al. [45]
11.9 (3RBR) 21.1 (3R3R) 025 01-08 001
SHMT1  C1420T Caucasian 71 ALL (adults) 366(CT) 114 447 (CT) 048 0309 002  Skibola et al. [45]
56 (TT) 15.80 (TT) 031 01-09 0031
MTRR & 2756AG &  Caucasian 71 ALL (adults) 366 (CT) 114 018 0.1-06 0008 Skibola et al.[45]
SHMT1 1420CT/TT 58(TT)
DNArepair  XRCC71  399(R —Q), Indian children 177 ALL(childen) Codon 399 17 Codon 398
genes 194(R—W), 13.6(Q/Q) 8.0(Q/Q) 242 1059 005 Jopseph et al. [48]
280(R-»H) 39.3(R/Q) 28.2(RIQ) 180 1134 003
47.0(R/R) 64.1(R/R) 1.00 Reference Reference

ANLL: acute non-lymphocytic leukemia; CI: confidence interval; ethnic groups: descriptors used in the original articles: FET: Fisher exact test: n.s.: not significant: OR: odds ratio; Polymorphism frequency: %
(homozygous + heterozygous).

I6FI-1LF 1 (9002 ) 08 Y352y vYuamar] / 10 12 1afnjog o

LLvl



Table 4
Polymorphisms and outcomes for patients with ALL

Pathway Gene Polymorphism _Ethnic groups Event Cases Controls OR 95% CI P References
Phase | CYP1A1 “2A French- EF3 68 relapses 320 children in CR P 1.1-4.9 0.003 Krajinovic el al. [47]
metabolism Canadians
CYP3A4 1B Mon-African- Relapse 222 relapses 982 children in CR 1.2 0.6-22 n.s. Aplenc et al. [48]
American.
African-Amaerican
CYP3AS *3 Mon-African- Relapse 222 relapses 982 children in CR 1.02 0.6-1.7 n.s Aplenc et al. [48]
American,
African-American
CYP3AS5 ‘3 White, Adverse 47 relapses 246 children in CR ns Rocha et al. [50]
Blacks events:
Others relapses. death
in remission
CYP3AS *B Mon-African- Relapse 222 relapses 982 children in CR 079 0.1-4.0 n.s Aplenc et al. [48]
American,

African-American

Phase Il GSTM1 deletion Caucasians Relapse 64 relapses 64 children in CR 0.5 0.2-11 ns Stanulla et al. [49]
metabolism
GSTM1 deletion French- EFS 68 relapses 247 children with ALL 14" 0.6-21 n.s. Krajinovic et al. [47]
Canadians
GSTM1 non-null White, Adverse 47 relapses 246 children in CR 18.1" 39844 00002 Rochaetal 2005 [50]
Blacks events; GSTMI1-non-
Others relapses. death null
in remission
GSTM1 deletion White s T10 ALL children {816 0.9 n.s Davies et al. [38]
Black EFS 132 relapses whites) ng* ns
Hispanic
Asian
GSETT1 deletion Caucasians Relapse 64 relapses 64 children in CR 0.38 0.1-1.0 0.048  Stanulla et al. [45]
GSTTi deletion French- EFS 68 relapses 231 children with ALL 1q* 0.4-31 n.s. Krajinovic et al. [47]
Canadians
GSTT1 deletion White os 710 ALL children (816 12° ns Davies et al. [38]
Black EFS 132 relapses whites) 1.0° n.s
Hispanic
Asian
GETP1 ‘B Caucasians Relapse 64 relapses 64 children in CR 0.33 0.1-1.2 0.088 Stanulla et al. [49]
Free radicals NQO1 *2 French- EFS 68 relapses 252 children in CR 36" 1.7-74 0.001 Krajinovic et al. [47]

Canadians
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Table 4 (Continued)

Folic acid MTHFR Ce77T/
metabolism A1298C
MTHFD1 A1958
TYMS 2R3R
TYMS 3R3R vs others
TYMS 3R/3R+
GSTM1 non-null
DNA repair ~ hMLH1 1219/1219
hMLH1 & 1219
CYPIAT"2A
XRCC1 399(R —Q),
194(R—-W),
280(R— H)
XPD K751Q

CI: confidence interval: CR: complete remission: EFS: event free survival: ethnic groups: descriptors used in the original articles: KM: Kaplan-Meier: OR: odds ratio: n.s.:

French-
Canadians
French-
Canadians

French-Canadian
French-Canadian
White,

Blacks

Others
French-Canadian
French-

Canadians
Indian children

341 patients MCR  DFS 12 month

polymorphism frequency: % (homozygous + heterozygous).

*Hazard ratio.
PRelative risk.

EFS
EFS
Relapse or
deatn
Relapse or

death
Relapse

Relapse
EFS

n.r.

0S 12 month

35 relapses

35 relapses

32 relapses
40 Relapses
47 adverse events
(relapses, second
malignancies, death
in remission)
67 relapses
68 relapses
nr.
(44)K/K(38)

(38)K/Q(35)
(16)Q/Q(23)

166 adults in CR

166 adults in CR

173 adults in CR
40 adults in CR
246 children in CR

252 adults in CR
252 children in CR

n.r.

56"

KM, Chi-
square

DFS 1.30°
0s 1.19°

1.1-47

1173

16-16.9
0.7-3.0
25852

0834
1.9-16.8

nr.

1.0-1.7

1014

0.04

0.003

0.005
ns

0.0031

ns.
0.0002

ns.

0.04

0.07

not significant: n.r.: not reported:

Krajinovic et al. [51]

Krajinovic et al. [51]

Krajinovic et al. [52]
Lauten et al. [53]

Rocha et al. [50]

Krajinovic et al. [47)
Krajinovic et al. [47]

Jopseph et al. [46]

Allan et al. [30]
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best predictor of relapse (P <0.03 and 0.001, respectively)
[44].

In another study of infants, the inverse relationship
between the NQOI*2 polymorphism and MLL rearrange-
ments was observed [40]. Only an association between
the NQOI*2 allele and ALL/MLL-negative patients was
observed (Table 3). These differences were even more sig-
nificant when the genotypes of ALL/MLL-negative infants
were compared with those of all pediatric ALL patients
(P=0.002) and with those of pediatric ALL/MLL-negative
patients (P =0.001) (Table 3). The discrepancy was explained
by the authors as being due to the age limit defined for the
group of infants (<1 year), the selective influence of xenobi-
otics or toxins, ethnic factors, etc.

In contrast to previous reports, two case—control studies
(one involving 108 Japanese infants with ALL [24], and
the other, 138 patients with childhood ALL [39]). found
no correlation between the NQOI1*2 allele and leukemia
associated with MLL rearrangements or with MLL-negative
ALL (Table 3). However, Eguchi-Ishimae et al. [24] found a
strong association between the C4635T variant and ALL/MLL-
positive infants, particularly in those with the MLL-AF4
rearrangement (Table 3).

The studies performed on adults with acute leukemia
(mostly AML) showed a significantly higher incidence of
the NQOI*2 allele in the patients with leukemia than in
controls (|34]; Table 5). Thus, the presence of the NOQOI*2
allele conferred an increase in the risk of both AML and ALL
(OR=1.5 and 1.9, respectively). Furthermore possessing the
NQOT*2 allele was associated with a particularly high inci-
dence among those patients with AML harbouring inv(16)
(OR=8.1;95% CI, 1.4-46.4).

In summary, most reports note that the NOOI*2 and
*3 polymorphisms are associated with an increased risk of
ALL. However, controversial issues remain, particularly with
regard to the association with MLL rearrangements, which
require clarification.

2. Myeloperoxidase

The neutrophil enzyme myeloperoxidase (MPO) metabo-
lizes benzene to toxic quinones and [ree radicals [62], and its
reactive by-products have been linked to DNA strand break-
age, generation of carcinogens, and inhibition of DNA repair.
The antimicrobial functions of MPO are linked to cytotoxic
effects, such as DNA damage. which could lead to leukemo-
genesis [63].

The MPO database documents the —642G>A poly-
morphism also called MPO*2 (Table 1). This polymor-
phism alters the binding of SP1 transcription factor [11],
and increases enzyme expression [63]. The allele is over-
represented in patients with AML-M3 and M4 FAB subtypes
of leukemia, suggesting that higher levels of MPO are asso-
ciated with an increased risk for this subset of leukemias
[63.64]. Furthermore, it has been reported that MOP*2

homozygosity cooperates with NQOI *2, increasing suscep-
tibility to benzene toxicity [10,20]. In contrast, Krajinovic et
al. [47] found no association between the MPO*2 polymor-
phism and response to treatment in patients with childhood
ALL.

The paucity of reports on this polymorphism prevents us
from drawing any definitive conclusions.

3. Glutathione S-transferases

Glutathione S-transferases (GSTs) constitute a family of
enzymes encoded by five gene families, p. 6, 7, a and o
(MIM 138350). These enzymes are involved in phase Il
metabolism and are implicated in the detoxification of a
broad range of compounds, including xenobiotics, pesticides,
environmental carcinogens, PAHs and some chemotherapeu-
tic drugs (including alkylating agents, doxorubicin and vin-
cristine) [20]. They catalyze the conjugation of electrophilic
compounds to glutathione, a reaction that is sometimes the
first step in the detoxification process leading to formation of
mercapturic acid.

Functional polymorphisms have been reported in at least
three of the genes that code for GSTs, including GSTM1,
GSTT1 and GSTPI (Table 1).

In the human GSTT! and GSTMI genes there is a
widespread polymorphism, which consists in the complete
deletion of the gene that causes the loss of enzymatic activity
[37.65.66] (Table 1). The 1105V GSTP1 polymorphism, also
called GSTPI*B, causes the replacement of I for V in the
electrophilic-binding active site of the GST-w peptide [67]
and affects the catalytic activity and thermal stability of the
enzyme [28,34].

The GSTMI and GSTT! polymorphisms show broad
differences in incidence among ethnic groups. Thus, the
GSTM1-null polymorphism was found in 51-53% of “whites’
and 32% of ‘blacks’, whereas GSTT! was found in
15-17% of ‘whites” and 28% of ‘blacks™ [19,29.32]. The
1105V/GSTPI*B polymorphism showed a mean incidence
of 53.5% among the different ethnic groups and 51.6% in
Caucasians (Table 1).

Polymorphisms within the GST genes are associated with
susceptibility to non-malignant [68] and malignant diseases
including AML [37.59,69-71]. Patients with a GSTs-null
genotype are believed to exhibit impaired detoxification of
environmental genotoxic agents and chemotherapeutic drugs,
leading to an increased risk of developing primary and sec-
ondary cancers and treatment-related complications. Partic-
ularly, GSTPI conjugates and protects against the cytotoxic
effects of some chemotherapeutic agents, including alkylat-
ing agents, anthracyclines and cyclophosphamide metabo-
lites [55]. GST polymorphisms may thus contribute to sus-
ceptibility to t- AML/t-MDS following chemotherapy for pri-
mary malignancies.

Additionally, the role of GSTs in the detoxification of
ambient carcinogens, such as benzopyrenes and other PAHs,



Table 5

Polymorphisms and risk of developing acute myeloid leukemia or myelodysplastic syndrome (AML/MDS)

Pathway Gene Polymorphism Ethnic groups Cases Polymaorphism Controls Polymorphism OR  95% CI P References
fgenotypic Igenotypic
frequency frequency
(%) (%)
Phase | 53 AML with NRAS 371 AML
metabolism CYPIA1 *Z2B Caucasian mutatios 161 without NRAS 7 236 1055 006 Bowen et al. [18]
(adults) mutations
CYPiA1 *2B Caucasian 193 AML (adults) 7.3 273 9.2 n.r. n.s. D' Ala et al. [55]
CYPIAT *4 Caucasian 183 AML (adults) 18.1 273 9.8 22 1337 0008 D'AlGetal [55]
CYP344 *1BNV Caucasian 215 AML (adults) a7 173 0.2 nr ns. Collado et al. [26]
Fhase || GETM1 delation Caucasian 92 MDS (adults) 42 2 48 08 05-1.3 ns. Chen et al. [58]
metabolism
GETM1 deletion Caucasian 166 MDS (adults) 55 112 48 089 0514 ns. Aloyebi et al, [57]
GSTM1  deletion Japanese 116 MDS (adults) 55 43 53 0.80 0624 ns. Sasai et al. [27]
GSTM1 deletion Caucasian 232 AML (children) 64 153 47 20 1331 0001 Davies et al, [58]
GSTM1  deletion Caucasian 475 AML({adulls) 54 a28 49 124 1016 =005 Rolinson etal [58]
GSTM1 deletion Caucasian 193 AML(adults) 43 273 47 - e n.s. D'AlG et al. [55]
GSTM1  deletion Caucasian 200 AML(adults) 50 177 44 128 08-20 ns. Seedhouse el al, [29]
GSTT1 deletion Caucasian 92 MDS (adults) 45 190 16 43 2574 000001 Chenetal [56]
GSTT1 deletion Caucasian 166 MDS (adults) 2 112 16 072 0413 ns. Aloyebi el al. [57]
GSTT1 deletion Caucasian 174 MDS/ME t- 22 100(blood 19 X n.s. Praudhome et al. [61]
AML(adults) danors)
GSTT1 deletion Japanese 116 MDS (adults) 53 43 30 265 1355 005 Sasai et al. [27]
GSTT1 deletion Caucasian 232 AML (children) 22 153 15 16 0929 ns. Davies et al. [58]
GSTT1 deletion Caucasian 475 AML({adults) 18 826 15 132 1018 =005 Rollinson et al. [59]
GS8TT1 deletion Caucasian 193 AML(adults) 29 273 19 17 1127 002 D'Alo et al. [55]
GETP1 “B Caucasian 472 AML(adults) 13.9 (homo) 823 14 (hom) 084 0713 ns. Rollinson et al. [59]
GSTP1 *B MRAS 52 AML(adults) 181 371 7 236 1055 008 Bowden etal. [18]
mutations
Free radicals NQO1 2 Caucasians 420 AML and 67 41(hem=het) 838 32(hom+het) 149 1.2-1.9 005 Smith et al, [54]
ALL (adults)
Folic acid CB7TT Caucasian 237 AML(adults) 29.6 (CT) T 35.2 (CT) 073 0511 ns. Skibola et al. [41]
metabolism MTHFR 103 (TT) 11.7(TT) 0.84 04-16 ns.
A1298C 44.5 (AC) 43.4 (AC) 099 07-1.5 ns.
10.5 (CC) 11.0 (CC) 095 0518 ns.
DMNA repair RADS1 135C Causasian 216 AML(adulls) 17 188 " 1.6 0829 s Seedhouse el al. [29]
XRCC3 241M Caucasian 216 AML{adulis) 54 186 47 1.38 0.8-21 n.s. Seedhouse et al. [29]
RADS5T & 135C Caucasian 216 AML(adults) 54 186 47 377 14-102 0009  Seedhouse ef al. [29]
XRCCE  241M
Caucasian 420 de novo (16)Q/Q 729 (15)Q/Q 122 0818 ns Allan et al. [30]
XPD K7510Q (48)KIQ (43)K/Q 120 0816 n.s
(BEIKIK (42)KIK 1.0 - -—
White (116) 456 children with de (37.1)AA 578 normal (42.4)A8 x‘z ns n.s. Metha el al. [60]
XFPD K7510 Black{20) novo AML (45 4)AC blood denors (44 G)AC
Hispanic(40) {17.8)CC {12.7)CC
Asian(7)
Other(9)
hMSH2 WS12-6C>T Caucasian 420 de novo (B4.3)TT 83T (B6.2)TT 1.0 - ns. Worrilow et al. [31]
AML(adults) (15.7)TC+C0 (138)TC+EC 1.2 0118

CI: confidence interval; ethnic groups: descriptors used in the original articles; hom: homozygous: het: heterozygous: n.r.: not reported: n.s.: not significant; OR: odds ratio; polymorphism frequency:

% (homozygous + heterozygous).
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suggests the possible implication of GST polymorphisms in
the development of de novo leukemia.

3.1. Treatment-related leukemia/myelodysplastic
syndrome

The 1105V/GSTP1*B polymorphism is associated with t-
AML/t-MDS, but not with de novo leukemia. A case—control
study showed that individuals with at least one GSTPI V
allele were significantly over-represented among the t-AML
patients in relation to controls, suggesting an increased risk
of developing t-AML (|28]; Table 2). Moreover, the pres-
ence of at least one V allele generates an increased risk of
developing t-AML after chemotherapy in relation to individ-
uals homozygous for [ allele (OR=2.7; 95% CI, 1.4-5.1).
Furthermore, the risk of developing t-AML is particularly
increased (OR=4.3; 95% CI. 1.4-13.2) in patients treated
with chemotherapeutic agents that act as substrates of the
GSTP1 enzyme, such as isophosphamide, busulfan or chlo-
rambucil [28]. These promising results need to be confirmed
by further studies.

Several studies have investigated the influence of GSTM [
and GSTTI-null polymorphisms on the risk of developing
t-AML/t-MDS ([15.27-29]; Table 2). Most of these studies
did not find association of the GSTM[ [15,.27-29] or GSTT-
null polymorphism [15,28] with t-AML/t-MDS. However,
in a study with a reduced number of Japanese subjects (18
cases and 43 controls), Sasai et al. [27] reported a significant
association between the GSTT7-null genotype and t-AML/t-
MDS (Table 2). Thus, the majority of studies reviewed here
found no association between GSTT! or GSTMI deletions
and the risk of t-AML/t-MDS.

3.2. Pediatric acute lymphoblastic leukemia

The results obtained for GSTMI are controversial and,
whereas some studies shown association of the GSTM/-null
genotype with an increased risk for pediatric ALL ([35,37];
Table 3) and that the GSTT! and GSTM I-null genotypes were
more prevalent in ‘black’ children with ALL than in black
controls (23.5% versus 3.9% in controls; P=0.0005) [36],
other reports [34.38] identified no association between the
GSTM-null genotype and ALL (Table 3). Overall, it seems
that GSTM1 might confer an increased risk of ALL, as sup-
ported by the majority of studies reviewed.

For the GSTTI-null genotype, all the studies reviewed
([34-38]; Table 3) confirmed the lack of association of this
polymorphism with the risk of developing ALL.

3.3. Outcome of pediatric acute lymphoblastic leukemia

Several studies of GSTs genotypes and susceptibility
to childhood ALL provided contradictory results. Thus,
whereas Davies et al. [38], in a study carried out in one
of the largest series (710 children with ALL treated by the
Children’s Cancer Group), and Krajinovic et al. [47] found

no differences in disease outcome according to GSTs geno-
type, particularly in terms of relapse rate. However, studies
performed in shorter series ([49,50]; Table 4) reported that
the patients with the GSTT1 or GSTMT non-null genotypes
had greater risk of hematological relapse as compared with
the null genotype. Further studies are required to clarify this
issue.

Stanulla et al. [49] found no association between the
GSTPI1#B1105V polymorphism and disease outcome in chil-
dren with ALL (Table 4).

3.4. Acute myeloblastic leukemia

Most of the studies performed in adults with AML/MDS
found similar incidence of the GSTM/-null genotype in
patients and controls ([27.29,55-57]; Table 5). In contrast,
Rollinson et al. [59] found a weak association between the
GSTMI-null genotype and a risk of AML. Seedhouse et al.
[29] reported that the combination of the GSTMI-null geno-
type with polymorphisms of the DNA repair genes RAD5 -
135C and XRCC3-241M dramatically increases the risk of
developing AML (OR =15.3; 95% CI, 1.8-127.8; P=0.01).

In children, Davies et al. [58]. reported that the GSTM1-
null genotype was significantly more prevalent in MDS or
AML than in matched controls and that the GSTMI-null
genotype was particularly associated with the M3 and M4,
FAB subtypes.

Opposite results have been reported in children and adults
for the GSTT!-null polymorphism. Thus, whereas Davies et
al. ([58]: Table 5), in pediatric MDS/AML did not find asso-
ciation between the GSTT/-null and the risk of leukemia,
the reports performed in adults showed a higher incidence
of GSTTI-null genotype in cases than in controls [27,55.,56],
suggesting that the GSTT1-null genotype increases the risk
of AML (Table 5). In addition, it was observed that combina-
tion of the GSTTI-null genotype with the cytochrome P450
polymorphisms CYPIA1#2B and CYPIA1%*4 (see below) fur-
ther increases the risk of developing AML (OR =10.2: 95%
CL 1.2-83.9; P=0.01; and OR=7.0; 95% CI, 2.0-24.8;
P=0.001, respectively) [46].

These contradictory results in adults do not allow us to
draw any firm conclusions. However, the promising results
observed in children, although based on a single report,
should be confirmed by further studies.

3.5. Outcome of acute myeloblastic leukemia

Studies of children [72] and adults [69] have shown that
the GSTs deletion has an unfavorable effect on outcomes
in AML. Thus, investigations carried out in children with
AML revealed that patients with the GSTTI-null genotype
showed a significantly shorter OS than those with the GSTT!
non-null genotype after intensive chemotherapy, including
high-dose anthracycline and cytarabine ([72]; Table 6). Cox
regression analysis, including demographic and biological
parameters confirmed the increased risk of death of those



Table 6

Polymorphisms and outcome of acute myeloid leukemia (AML)

Pathway Gene  Polymorphism Ethnic groups  Event Cases Controls Comments OR _95%Cl P References
Phase Il GSTM17 deletion White 0os 189 GSTM1null 116 GSTM1 KM e 0.05. Davies et al. [72]
metabolism (children) non-null
GSTM1 deletion C ians R e 51 patients with 44 patients with 82% of patients with 47 1.2-181 0.02 Vosso etal. [69]
toinduction ~ GSTM1 and/or non-null undelete genotype achieved
GSTT1 null GSTM1 and CRvs. 61 % of those with
genotype GSTT1 deletions
Adult AML
GSTM1 deletion Caucasians os 51 patients with 44 patients 242 1249 0.02 Vosso et al. [69]
GSTM1 and/or GSTM1 and
GSTT1 null GSTT1 non-
genolype null
Adult AML
GSTT1 deletion White os 65 GSTT null 240 GSTT non- GSTT1 deletion had 160 —— 0.02 Daviesetal. [72)
genotype null reduced survival as
(children) compared with GSTT1
undeleted
GSTT1 deletion White Relapse 30 GSTT null 106 GSTT non- The frequence of relapse KM e ns. Daviesetal. [72]
genotype null from the end of induction to
(children) 5 years was similar for
GSTT1 undeleted or deleted
GSTT1 deletion White Death in 47 GSTT1null 172 GSTT1 The frequency of death in KM e 0.05 Daviesetal [72)
remission genotype non-null remission was increased in
(children) GSTT1 deletion
DNA repair  XPD K751Q White DFS 5 yeras 456 children AML  AA genotype AC KM ns. Methaet al. [60]
Black OS5 years cc
Hispanic

CR: complete remission: DFS: disease free survival: KM: Kaplan-Meier: n.s.: not significant: OR: odds ratio: OS: overall survival.

“Hazard ratio.
PRelative risk.
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carrying the GSTT1-null genotype. The incidence of death in
remission was also increased in GSTT/-null patients owing
to the greater sensitivity of these patients to the chemother-
apy. However, the GSTMI-null genotype did not influence
OS.

The study performed in adults with AML also concluded
that GSTs deletions (GSTT/-null and GSTM-null) predict
a poor response to induction chemotherapy and. in conse-
quence, to a shorter OS ([69]: Table 6). Moreover, multivari-
ate analysis with the Cox regression model including cytoge-
netics confirmed GSTs deletions as independent prognostic
factors for response to chemotherapy and OS (P=0.01). Con-
sequently, determining the GSTs-null genotype would be of
particular interest for those patients with intermediate cyto-
genetic risk who lack of other prognostic factors.

Once again, the paucity of data in this field indicates a
need for more studies to establish reliable conclusions.

3.6. Lymphocytic leukemia

A case—control study performed on 138 patients with
chronic lymphocytic leukemia (CCL) and 280 healthy con-
trols found similar incidence for the GSTT! and GSTM-null
genotypes as for GSTPI-I/1 homozygotes in cases and con-
trols [73]. However, the concomitant presence of the three
high-risk genotypes (GSTT1, GSTM 1 and GSTPI) increased
the risk of developing CCL (OR=2.8; 95% CI, 1.1-6.9).
Regarding ALL, one study performed in adults reported a
significantly higher frequency of the GSTM/-null genotype
in the patients with ALL than in controls (55.3% versus 32%;
P <0.025) [74]. Because they are based on only a few reports,
these results require confirmation by further studies of larger
series of patients.

4. Cytochromes

The CYPs genes, implicated in phase [ metabolism, con-
vert several antineoplastic agents into intermediate reactive
metabolites, some of which can damage DNA [75]. There
is an initial report on the genetic variations in the activity
of these enzymes with the risk of developing secondary can-
cers and t-AML/t-MDS [16]. Polymorphisms of cytochromes
CYPIAI,CY3A4. and CYP3AS5 were studied to elucidate their
possible contribution in the risk to leukemia (Table 1).

Polymorphisms in the C¥Ps genes have been associated
with both increased or decreased risk of certain cancers
because of over or under metabolism of carcinogens or drugs
[19]. Thus, CYPs are implicated in the bioactivation of sev-
eral chemical carcinogens and PAHs, some of which are
found in cigarette smoke [76]. The oxidation of PAHs pro-
duces epoxides, intermediate metabolites with very reactive
electrophilic groups, which can interact with DNA leading
to the formation of adducts [55]. These epoxides damage the
DNA unless they are transformed into hydrosoluble inactive
metabolites by phase II enzymes.

The genetic predisposition to leukemia conferred by
CYP1AT has mainly been investigated for the following poly-
morphisms: (a) CYPIAI*2A located at nucleotide (nt) 1194
in the 3" untranslated region (UTR) of exon 7. It has been
shown that this polymorphism increases CYP expression [77]
(Table 1); (b) CYPIA1*2B results in an 1462V substitution
located in the binding site of CYPIAL This polymorphism is
in linkage disequilibria with the T6235C allele of the same
gene. This polymorphism enhances enzyme activity but its
biological significance remains unknown; and (c) CYPIAI*4
causes a T461N substitution in the vicinity of the A4889G
polymorphism [78].

CYP3A4 is the most abundant isoform of CYP in the
adult human liver. It metabolizes numerous clinically. phys-
iologically, and toxicologically important compounds. The
liver’s expression of CYP3A4 varies 40-fold among indi-
viduals, and metabolism of CYP3A4 substrates varies at
least 10-fold in vivo. For CYP3A4, there are 38 different
known polymorphisms (see CYP allele nomenclature). The
CYP3A4-V polymorphism, also known as CYP3A4*IB [69]
(Table 1) consists of an A290G change in the promoter
region [80]. The role of this polymorphism is controversial;
it was initially suggested that it could reduce transcription
based on the low incidence of the polymorphism in individ-
uals with prostate cancer [80] and in t-AML/t-MDS [16].
However, studies based on luciferase expression of the hep-
atoblastoma cell line HepG2 transfected with the V pro-
moter sequence indicate that, contrary to expectation, the
V allele shows higher transcription than wild type allele
[81].

CYP3A5 is expressed polymorphically in 10-29% of adult
livers [82]. CYP3A activity is the cumulative output of the
family of CYP3A genes. including CYP3AS5. which is poly-
morphically expressed at high levels in a minority of Cau-
casians [83]. CYP3AS represents at least half of the CYP3A
content in the liver and jejunum of most individuals carrying
a CYP3A5%] allele, and CYP3A4 levels in those individu-
als appear to correlate with CYP3AS5 levels. CYP3A5 has 22
polymorphic variants described (see CYP allele nomencla-
ture). The CYP3A5%3 and CYP3AS5%6 variants induce splice
site variants that substantially decrease the hepatic content of
CYP3A (Table 1). The CYP3A5*1 allele produces a correctly
spliced transcript and has allele frequencies of 0.15% and
0.45% in Caucasians and African-Americans, respectively;
only individuals with at least one CYP3A5*] allele express
CYP3A5 at a high level [83].

The polymorphisms CYPIAI*2A. CYPIAI*2B. and
CYPIAI*4 were detected in 12-16%, 8-9% and 9.5% of
Caucasians, respectively [35.55].

The CYP3A4*IB/V polymorphism varies widely in fre-
quency among ethnic groups. There were reported incidences
of 8% in Caucasians [79,80.84]. 20% in Hispanics [85], 53%
in African-Americans [81], and it could not be detected in
the Asiatic [15,79].

CYP3A5*5 is present in 18.4% of non-African-
Americans, in 75% of African-Americans and CYP3A5*6
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is found in 1% of non-African-Americans and 17.2% of
African-Americans [48].

4.1. CYPs polymorphisms and leukemia

A study carried out on AML and t-AML/t-MDS sec-
ondary to treatment with epipodophyllotoxin showed that
CYP3A4-V allele was significantly under-represented in t-
AMLA-MDS compared with de novo cases ([16]; Table 2).
The authors hypothesized that the wild-type genotype could
facilitate the production of DNA-damaging reactive interme-
diate metabolites. However, later studies could not support
this conclusion [25.26].

No relationship between CYP3A5*3 polymorphism and
t-AML was found [25].

A case—control study performed on adults with AML
reported higher prevalence of the CYPIA 1 *#4 allele in patients
than controls ([55]; Table 5). This leads to an increased risk of
leukemia which was further augmented when the GSTT!-null
genotype was combined with CYPIAI*2B and CYPIAI*4
alleles (OR=10.2:95% CI., 1.2-83.9: P=0.01: and OR =7.0;
95% Cl, 2.0-24.8: P=0.001, respectively). However, these
results could not be substantiated in a series of pediatric ALL
([35]: Table 3).

The CYPIAI*2B/V polymorphism is over-represented
among patients with AML who carried the NRAS mutation
compared with those without it ([18]; Table 5). This polymor-
phism is particularly over-represented among patients with a
poor cytogenetic risk (OR=15.9; 95% CI, 3.7-68.5).

Krajinovic et al. [35] reported higher incidence for the
CYPIAT%#2A allele in children with ALL compared with con-
trols; this conferred an increase in the risk of developing ALL
(Table 3), which could not be confirmed in other report [34].
For the CYPIAI#2B allele Krajinovic et al. [35] did not find
any relationship with ALL (Table 3).

In summary, most of the reports reviewed noted that CYP
polymorphisms increase the risk of AML and ALL, although
the paucity of reports in this field and the controversial
results demand further studies to confirm these preliminary
results.

4.2. CYPs polymorphisms and disease outcome

The CYPIAI*2 allele confers a higher risk of relapse in
pediatric ALL. Thus, a study performed on children with
ALL showed that those carrying CYP1A1%*2 had shorter sur-
vival probabilities ([47]; Table 4). A Cox regression model
including other prognosis factors (demographic and biolog-
ical parameters and white blood cell count) confirmed the
predictive value of carrying this allele. Furthermore, the com-
binations of CYPIAI*2 with NQOI1*2 or with hMLH1 1219
were more prevalent among 68 patients who relapsed within
5 years of follow-up than in those who remained disease-free.

However, for the CYP3A polymorphisms (CYP3A4*1B,
CYP3A5%3 and CYP3A5%6) the studies of Aplenc et al. [48]
and Rocha et al. [50] could not find association of these

CYP3A variants with the risk of relapse in children with ALL
(Table 4).

In summary, most of the studies reviewed did not find that
CYPs polymorphisms influence disease outcome. However,
the lack of data in this field necessitates further studies to
establish a definitive conclusion.

5. Polymorphisms in genes involved in folate
metabolism

The enzyme 5,10-methylene tetrahydrofolate reductase
(MTHEFR) catalyzes the reduction of 5,10-methylene tetrahy-
drofolate to 5-methylene tetrahydrofolate, which donates a
methyl group to homocysteine to be transformed into methio-
nine [86]. However, 5,10-methylene tetrahydrofolate is the
main source of methyl groups needed for the conversion
of uracil to thymine. If thymine is scarce, uracil will be
incorporated into newly synthesized DNA. Subsequent DNA
repair mechanisms to excise the misincorporated uracil might
produce DNA strand breakage. which is one cause of chro-
mosomal translocations [41.87].

Besides MTHFR polymorphisms, other polymorphisms
in the genes involved in folate metabolism could also affect
the synthesis of nucleic acids. This is the case of thymidylate
synthase (TYMS). which plays arole in the provision of bases
required for DNA synthesis. A reduction of this enzyme’s
activity has been associated with chromosomal damage and
the production of fragile loci [45].

Serine hydroxymethyltransterase (SHMTI) is a cytoso-
lic Vitamin B6-dependent enzyme that reversibly catalyzes
the conversion of tetrahydrofolate (THF) to glycine and
methylene-THE. This isoenzyme plays a role in the supply
of carbons for purine, thymidylate and methionine synthesis
[45].

The methionine synthase reductase gene (MTRR) codes
for a Vitamin Bl2-dependent enzyme that catalyzes the
remethylation of homocysteine to methionine.

For MTHFR, the C677T polymorphism leads to an A222V
substitution (Table 1). This polymorphism produces a ther-
molabile enzyme that causes hyperhomocysteinemia in car-
riers with low plasma levels of folic acid [88]. This poly-
morphism is found in 67% of Caucasians [89]. A second
polymorphism at AI1298C leads to an E429A substitution.
The allele has a 45% overall mean frequency and is found
in 61% of Caucasians [90]. Individuals homozygous for this
polymorphism (10% of the Canadian population) showed a
60% reduction in the lymphocytic activity of MTHFR [91].
The double heterozygous condition (A1298C and C677T),
found in 15% of the population, is associated with a reduc-
tion of enzyme activity to 50-60% of that found in subjects
with wild type alleles.

A connection between MTHFR tunctional polymorphisms
and leukemogenesis is likely, as there is a relationship
between folate concentration and susceptibility to genetic
damage in actively dividing cells, such as those involved in
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hematopoiesis [87]. Likewise, the MTHFR C677T polymor-
phism is associated with reduced risks of developing colon
cancer and ALL [41]. This protective effect is related to folate
level, so the risk of cancer may be increased in homozygous
subjects for MTHFR 677C — T with low folate intake [92].

TYMS possesses a unique site of internal tandem repetition
at a 5"-UTR, upstream of the ATG start codon [93,94]. This
polymorphism consists of 28 bp tandem repeats in multiples
of two (2R) or three (3R) (Table 1). The 3R polymorphism
enhances gene expression. This hyper-expression can induce
the conversion of dUMP to dTMP. decreasing uracil levels
and, consequently, preventing the erroneous incorporation of
uracil into DNA. The TYMS 3R allele is found in 38-54% of
Caucasian populations.

For SHMT1. the alleles C1420T or C1444T (Table 1) cause
areduction in plasma and erythrocyte folate levels [45]. The
T allele had a mean frequency of 38.2% in the different ethnic
groups studied.

In the reading frame of MTRR, was reported the transi-
tion A2756G that leads to D919G. This polymorphism can
modify enzymatic activity. as it alters the enzyme domain
involved in the methylation and reactivation of the Vitamin
B12 cofactor [45]. This allele is associated with reductions in
homocysteine levels and elevated levels of folate, and can be
associated with an increase in the flow of carbon-containing
molecules required for DNA synthesis.

5.1. Polymorphisms of the genes of folate metabolism
and acute leukemia

The relationship between MTHFR polymorphisms and
the risk of adult leukemia (AML or ALL) remains unclear.
Thus, in adult AML no significant differences in the MTHFR
genotypes 677TT, 1298AC and 1298CC between cases and
controls were seen ([41]; Table 5).

In adult ALL were observed controversial results. Thus,
in a case—control study performed in adult ALL (71 ALL
patients versus 114 controls) ([41]: Table 3) was shown
that the MTHFR 677TT genotype had lower incidence in
cases than in controls, conferring a great reduction in the
risk of ALL. Moreover, the MTHFR 1298AC genotype
conferred a three-fold reduction in the risk of developing
ALL. In addition, individuals who were double heterozygous
(677CT/1298AC) showed a strong reduction in the risk of
ALL (OR=0.2; 95% CI, 0.1-0.8) compared with homozy-
gous individuals (677CC/1298AA). However, the reported
association between MTHFR C677T and the risk of adult
ALL could not be confirmed in another study performed in
Turkish [34].

Most studies involving children showed that the MTHFR
Co677T polymorphism or its combination with the A1298C
polymorphism conferred a protective role against ALL
([42-44]: Table 3). Thus, a study performed on pediatric ALL
and healthy controls confirmed that both the TT677/AA1298
and CC677/CC129859 genotypes decreased the risk of ALL
[44] and that this protective effect could also be achieved

by providing folate supplements during pregnancy. Further-
more, there is a relationship of MTHFR polymorphisms and
certain chromosomal rearrangements ([43]; Table 3). Thus,
patients with leukemia harbouring MLL rearrangement had
lower incidences of the C677T allele and higher incidence
of A1298C. For TEL-AML1-positive ALL patients occurred
the contrary. and for those with hyperdiploid leukemia there
was a lower incidence for both loci. Additionally, the CT and
TT genotypes at position 677 nt showed a protective effect in
patients with MLL-positive leukemia, with this effect being
stronger for the CT (OR=0.3: 95% CI. 0.1-0.7) than for the
TT allele (OR =0.5: 95% CI. 0.2-1.5).

[t has also been reported that some polymorphisms in
other genes implicated in folate metabolism might also con-
fer protection against ALL [45]. Thus, the 1420CT SHMT!
genotype confers a 2.1-fold reduction and the 1420TT geno-
type causes a 3.3-fold reduction in the risk of developing
ALL (Table 3). Likewise, the T¥MS 2R3R polymorphism
decreases the risk of developing ALL by 2.8-fold and 3R3R
reduces it four-fold (Table 3). Furthermore, the combina-
tion of 3R3R TYMS and 1420CT/TT SHMT! polymorphisms
confers a strong reduction in the risk of developing ALL
(OR=0.1:95% CI. 0.0-0.8). In addition, the combination of
MTRR 2756AG and SHMT] 1420CT/TT produces a 5.6-fold
reduction in risk (Table 3). However, these results should be
interpreted with caution, because they are based on a single
study performed on a limited series of patients.

5.2. Polymorphisms of the genes of folate metabolism
and disease outcome

Polymorphisms of MTHFR can be potential modulators
of anti-folic chemotherapy with MTX. Thus, the leukemic
blasts of patients with the C677T MTHFR polymorphism
showed greater sensitivity to MTX in vitro [95.96]. Hence,
in a study performed in 201 children with ALL treated with
MTX. the patients with the haplotype MTHFR T677A1298
or methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 1 (MTHFDI)
A1958 variant (Table 1) showed a lower probability of EFS
and the haplotype MTHFR T667A1298 increased the risk
of relapse ([S1]; Table 4). Furthermore, the combination of
TYMS 3R and MTHFR T667A1298 or MTHFD1 A1958 also
significantly reduced the event-free survival (HR =9.0; 95%
CIL 1.9-42.8; and HR =8.9: 95% CI. 1.8—44.6. respectively).
[t has also been reported that homozygosity for 677T MTHFR
was associated with an increased risk of secondary effects
of MTX at oral, gastrointestinal and hepatic levels [97].
However, all these results should be considered preliminary,
because they are based on single reports.

TYMS is an enzyme essential for cell proliferation and
an important target of MTX [98]. The studies of Rocha et
al. [50] and Krajinovic et al. [52] performed in larger series
confirmed the relevance of TYMS 3R polymorphism in the
response to MTX (Table 4). Thus, Rocha et al. [50] stud-
ied the repercussion of 16 common genetic polymorphisms
in the pharmacodynamics of antileukemic drugs in 246 chil-
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dren with ALL treated with a regime including high dose
MTX. They reported that in the higher risk group of patients
the combination of GSTM! non-null genotype with the pres-
ence of TYMS 3R/3R was associated with higher risk of
hematological relapse (univariate analysis P=0.02) and these
polymorphisms were confirmed by multivariate analysis to
be independent prognostic factors. Krajinovic et al. ([52];
Table 4) showed that the homozygous genotype TYMS 3R
was associated with poor response to treatment in children
with ALL also treated with MTX. However, another study in
this field [53] could not relate the risk of relapse of patients
with ALL with the 3R/3R genotype; hence. the higher doses
of MTX given could overcome the drug resistance caused by
the polymorphism. Therefore, more studies are required to
confirm to confirm in influence of TYMS 3R/3R genotype in
the response to MTX.

6. DNA repair genes

Genetic polymorphisms in the DNA repair machinery
result in interindividual variation in DNA repair capacity and
may account, in part, for the susceptibility of a cell to geno-
toxic agents and to malignancy. The DNA repair systems
correct the damage inflicted by carcinogens and anticancer
agents and the defective DNA repair has been reported to be
a risk factor for various malignancies [47]. To date, several
polymorphisms in the genes involved in DNA repair have
been identified. The most frequent damage seen is the DSB
produced as consequence of DNA repair accomplished by
HRC [29].

One of the proteins involved in HRC is RADS51. which
promotes an ATP-dependent HRC after binding to DNA. In
the gene, RADS5 . there is a G135C polymorphism located in
the 5'-UTR (Table 1). This polymorphism has been shown
to be associated with an increased risk for breast cancer in
carriers of the BRCA2 mutation [29.,99].

The gene XRCC3 is also implicated in DSB repair by HRC;
itinteracts with and stabilizes RADS1. It has the T241M poly-
morphism called XRCC3-241M (Table 1), which has been
associated with higher levels of DNA adducts [29].

The fist step in the DNA repair is the detection of DNA
errors. In this regard, hMLHI1. hMSH2 and hMSH3 belong
to the family of MMR genes that encode proteins integral
to the MutSa (hMSH2 and hMSH6) and MutSB (hMSH?2
and hMSH3) complexes. which recognizes and bind single-
base mismatches and insertion loops in DNA [100]. hMLHI1
is integral to the MutLa (hMLHI1 and hPMS2) complex,
which facilitates degradation and resynthesis of the mispaired
regions [101].

The xeroderma pigmentosum group of genes (XPD, XPF.
XPG) encode DNA helicases, which mediate the DNA
unwinding required for both NER and basal transcription
[102].

The causative gene of ataxia-telangiectasia (ATM)
encodes a 350-kDa protein that contains a phosphatidyli-

nositol 3-kinase (PI3K) domain and is involved in DNA-
damage processing and cell-cycle control [103]. The ATM
gene product regulates a network of genes (TP53, MDM2,
NBS1, BRCAI, ABL, CHEK?2) that encode proteins involved
in the repair of double-stranded DNA breaks, in the regula-
tion of cell proliferation, and in apoptosis, that are implicated
in human cancer [104].

CHEK?2 is a protein kinase activated in response to the
DNA damage involved in cell cycle arrest. It servesas alink in
the pathway ATM—-CHEK2-CDC25A-CDK2, which checks
genomic integrity in response to DNA damage. The 1100delC
mutation in exon 10 abolishes the kinase function of CHEK2,
and has been reported in patients with Li—Fraumeni Syn-
drome (LFS) in the USA and in Finnish families with can-
cer phenotypes suggestive of LFS, including breast cancer
[105].

6.1. DNA repair gene/polymorphisms in acute leukemia

[tis suspected that the RADS5 1 and XRCC3 polymorphisms
may affect DSB repair by HRC, producing aberrations that
will finally contribute to genetic instability and AML [29].
Thus, it has been reported that the combined presence of
RADS51-135C and XRCC3-241M alleles increased the risk of
developing t-AML (Table 2) and to a lesser extent the de novo
AML ([29]; Table 5).

For the CHEK2 1100delC polymorphism has been
reported an increase in the breast cancer risk in patients who
were not carriers of BRCA /2 mutations [106]. Thus, it can be
hypothesized that such polymorphism may also contribute to
the onset of leukemia. However the low incidence or absence
of the polymorphism /100delC CHEK?2 found in normal con-
trols makes it irrelevant for leukemia [ 107].

XRCC1 and XPD DNA repair genes have been studied
for their association with the risk of leukemia and disease
outcome. Joseph et al. [46] studied the R194W, R399Q),
and R280H polymorphisms of the XRCCI gene (Table 1)
in Indian children with ALL (177 patients with ALL and 177
controls). They reported a greater incidence of the Q variant in
patients than in controls, and also an association between the
codon 399 variant and the risk of ALL (Table 3). However,
no association was found between these variant genotypes
and treatment outcome (Table 4).

The K751Q XPD gene polymorphism (Table 1) has been
reported in two major studies of AML, those of Allan et
al. [30] in adults and of Mehta et al. [60] in children. The
study of Allan et al. investigated 341 elderly patients with
AML entered in the MRC AML 11 trial and 729 controls. It
showed that the presence of the Q variant reduces EFS and OS
relative to those of K homozygotes (Table 4). Furthermore,
751Q homozygosity increases the risk of t-AML (Table 2).
However, a similar incidence of de novo AML was reported
in patients and controls (Table 5).

Mehta et al. [60] examined the K751Q XPD polymor-
phism in 456 children treated for AML (432 whites and 146
blacks) and 578 controls. They found similar gene frequen-
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cies in patients with AML and controls, which is consistent
with the study of Josephet al. [46], but conversely, they found
no statistically significant differences in OS or EFS. Mehta
et al. justified the discrepancies between the two studies as
the consequence of differences in the biology of the leukemia
cells of adults and children, the presence of secondary insult
in adults, etc.

The XPG DNA excision repair gene could also play a
role in the genetic predisposition to leukemia and probably
in leukemia outcome. Its relevance in the removal of DNA
cis-platinum adducts has been demonstrated by Vilpo et al.
[108], who reported that the L1210/0 cell line has a defective
XPG gene, which confers great sensitivity to cis-platin.

AnIVS12-6C > T transition polymorphism has been iden-
tified in hAMSH2 at position —6 of the 3’ splice junction
consensus sequence (Table 1). Worrillow et al. [31] stud-
ied the effect of this polymorphism on the risk of leukemia
after chemotherapy in 91 patients with t-AML, 420 with de
novo AML, and 837 controls. It has been reported that the
hMSH?2 allele was significantly over-represented in patients
with t-AML secondary to treatment with O®-guanine alkylat-
ing agents (Table 2). However, this statistical difference was
based on only 16 cases of t-AML. Nevertheless, they found a
similar incidence of the allele was found in patients with de
novo leukemia and in controls (Table 5).

Similarly, the simultaneous presence of the h(MLHI 1219
allele and CYPIA%*2A polymorphisms (Table 1) conferred a
higher risk of relapse in children with ALL ([47]: Table 4).

A major feature of ATM mutations is that they increase
the risk of cancer, especially among hematological malig-
nancies, leukemia, and lymphoma [ 109]. Liberzonetal. [ 110]
analyzed the involvement of ATM in 39 pediatric T-cell lym-
phoblastic leukemias among North African Jews and Arabs.
They reported sequence changes in eight patients with T
cell ALL (three truncations and three missense variants). The
mutations were detected in the germ-line in all patients. When
the combined missense variants were compared with those
in matched control groups (100 North African Jews and 100
Arabs), their prevalence was significantly higher in patients
with ALL than in controls (OR=4.9; 95% Cl=1.2-18.2,
P=0.03). Although the data suggest an association between
ATM genetic variants and an increased risk of T-cell ALL,
this conclusion should be treated with caution because the
number of patients examined was small.

7. Concluding remarks

The data reviewed support the concept that NQO! poly-
morphisms are associated with an increased risk of all
types of leukemia, particularly ALL and t-AML/t-MDS.
Certain polymorphisms are specifically related to a partic-
ular type of leukemia, such as the genes involved in folate
metabolism (MTHFR. TYMS, MTRR), which are associated
with a decrease in the risk of ALL; the DNA repair genes
(RAD51. XRCC3, XPD. hMLHI. hMSH2). which are asso-

ciated with t-AML/t-MDS: and GSTT1. which is associated
with an increased risk of AML.

The GSTT1 and GTSM1 null genotypes confer a poor dis-
ease outcome on patients with AML and are associated with
a good response to treatment in patients with ALL. The poly-
morphisms in the genes of folate metabolism are associated
with poor prognosis, and the 3R3R TYMS polymorphism is
related to MTX resistance. It should also be noted that the
presence of polymorphisms in genes involved in DNA repair
are related to a poor response to chemotherapy in patients
with ALL. It is difficult to draw any definitive conclusions
about the other polymorphisms reviewed, because the num-
ber of studies is small.

Overall. the findings support the hypothesis that several
low penetrance genes with multiplicative effects may account
for the risk of leukemia. This polygenic model. together with
the dietary effects, ambient exposition and individual immune
system responses, could be the main determining factors to
establish a predisposition to leukemia.

However, one of the major limitations of this review is the
limited number of studies of certain polymorphisms. More-
over, in the reports reviewed, we found various shortcomings
that preclude us from establishing consistent conclusions.
The reports are limited to a reduced number of polymor-
phisms; many lack reproducibility or show lack of rigor in
experimental design (cases versus controls). Moreover, some
of the statistical differences were based on slight differences
in incidences in the study groups. For these reasons, we
believe that, to achieve definitive conclusions, we need to
develop experimental platforms for high-throughput poly-
morphism evaluations [111] that will select those relevant
polymorphisms that should be tested in large series with rig-
orous experimental designs [112].

8. Databases consulted

MIN: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

dbSNP: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/.

SNP500 Cancer Database (Cancer Genome Anatomy
Project): http://snp500cancer.nci.nih.gov/snp.cfm.

CYP allele nomenclature:  http://www.imm.ki.SE/
CYPalleles.
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Abstract

Functional polymorphisms in the genes encoding detoxification enzymes could modify the response to treatment in acute myeloid leukemia
and therefore affect the final clinical outcome. In the present study, we genotyped 153 patients diagnosed with de nove acute myeloid
leukemia (AML) to clarify the influence of the genetic polymorphisms CYPIAT*2A, CYPIA4*1B, CYP2EI*5B, del{GSTT1}. del{ GSTM1}.
and NQOT *2 on disease outcome. The del{ GSTM I} showed a higher frequency in females (62% ) than in males (41%) (P =0.01). The number
of functional NOOT alleles influenced the response to induction therapy: 81% (55/68) NQO/-negative patients, 69% (28/41) heterozygous
patients, and 27% (2/7) homozygous patients achieved complete remission (CR) (P=0.04). The presence of GST deletions was associated
with a lower probability of disease-free survival (DFS) and this effect was more relevant in male patients. Males with de!{GSTM1} showed a
28% DFS versus 57% DFS for undeleted GSTM1 (P=0.04). Similarly, males with undeleted GSTM T and GSTTT showed a 64% DFS versus
34% DFS for males with at least one GST deletion (P =10.05). This study suggests that the NQO7*2 polymorphism is relevant to the patient’s

response to induction therapy and that GST deletions influence treatment outcome after chemotherapy, especially in male patients.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Most patients with acute myeloid leukemia (AML)
achieve complete remission (CR) after conventional
chemotherapy. However, a substantial proportion of patients
show primary resistance to treatment or experience relapse
[1-3]. In the last three decades several prognostic factors
that predict treatment outcome have been identified based on
clinical-biological characteristics of the tumor and molecu-
lar markers present in tumor cells. A relative paucity of work
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has been done to identify genetic variants that might predict
the prognosis and response to treatment once the leukemia is
diagnosed. Genetic variants that might predict the composite
results of treatment represented by tumor response and side
effects may reside in the germline, since most tumor DNA
remains in the germline DNA of the patient.

Xenobiotic-metabolizing enzymes are responsible for the
metabolism of drugs, including chemotherapeutic drugs such
as alkylating agents, intercalating agents, and anthracyclines
[4.5]. Many of these enzymes are genetically polymorphic
and these polymorphisms can vary in their enzymatic activ-
ity, potentially modifying treatment response, resistance, or
drug-related toxicity [3].

Therefore, studies have investigated polymorphisms in
the genes encoding the P450 cytochromes (CYPs) that are
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involved in phase I of metabolism (oxidation/activation). The
CYP genes implicated in phase I metabolism convert several
anti-neoplastic agents into intermediate reactive metabo-
lites, some of which can damage DNA [6]. Most of the
polymorphisms that have been described for these genes,
such as CYPIAI#*2A, CYP2EI*5B, and CYP3A4*I1B. are
believed to increase their enzymatic activity and are impli-
cated in the bioactivation of several chemical carcinogens
into intermediate reactive metabolites, some of which can
damage DNA [7]. Glutathione S-transferase (GST) is impli-
cated in phase II metabolism (conjugation/detoxification).
Two widespread genetic polymorphisms in these enzymes
have been reported, which involve the deletion of these genes
(del{GSTTI} and del{GSTM1}), leading to the complete
absence of enzymatic activity. In the gene (NQOT) encoding
quinone oxido-reductase has been described, the NQOT *2
polymorphism consisting in the C609T substitution, leading
to P1875 acid replacement, which will cause a complete loss
of enzyme activity [8].

To our knowledge, few data have been reported about
the influence of these genetic polymorphisms on responses
to therapy in patients with AML and only a few reports
have examined the relationship between GST genotype
and clinical outcome [9.,10]. The need to clarify the
implications of these polymorphisms for clinical outcome
prompted us to investigate the influence of the genetic
polymorphisms CYPIAT#2A, CYP3A4%IB, CYP2ZEI*3B,
del{GSTT1}, del{GSTM1}, and NQO1#2 on disease out-
come in a group of 153 adults with de nove AML.

2. Patients and methods
2.1. Patienis

This study included a total of 153 adult non-promyelocytic
patients, diagnosed with de nove AML in six Spanish
institutions: 84 consecutive patients collected between Jan-
vary 2001 and April 2004 and 69 patients from banked
samples of DNA or RNA obtained from adult AML at
diagnosis. Informed consent was obtained from all patients
in accordance with the recommendations of the Declara-
tion of Human Rights, the Conference of Helsinki and
institutional regulations. Diagnoses were made according
to the morphological and cytochemical criteria of the
French—American—British (FAB) classification [11]. The
main characteristics of the patients are shown in Table 1.

2.2. Treatment

One hundred and forty-seven of 153 patients were treated
in intensive chemotherapeutic trials (PETHEMA 92, 96,
98, and 99), in which induction chemotherapy consisted
of standard combinations of anthracycline plus cytarabine,
with or without etoposide. Patients achieving remission
received consolidation chemotherapy and eligible patients

Table 1
Demographic data and clinical characteristics of patients
Characteristics n (%)
Age

=60 98 (64)

=60 55(36)
Sex

Male 83(54)

Female T0(46)
WBC (x 10°L—")

=50 112(75)

=50 37(23)
Hemoglobin (g/dL)

=10 87(61)

=10 55(39)
Platelets (x 107 L~

=50 65(45)

=50 T8(55)
FAB

MD 9(6)

M1 40(26)

M2 40(26)

M4 32(21)

M35 27(18)

M6 4(3)

M7 11y
Cytogenetic risk group

Low 17(13)

Intermediate a7

High 21(16)
FLT3*

ITD/DE35— 105(78)

ITD/DE35+ 30(22)

3 ITD/D835—: negative for FLT3 ITD and D835 mutation; [TD/D835+:
positive for ITD or D835 mutation, or positive for both mutations.

were selected for autologous or allogeneic stem-cell trans-
plantation.

2.3. Cytogenetic analysis

Karyotype analysis was performed using unstimulated
short-term cultures and is described according to the rec-
ommendations of the International System for Human Cyto-
genetic Nomenclature [12]. Whenever possible, at least 20
metaphase spreads were evaluated. Cytogenetic risk groups
were defined as follows: high risk, 5/del(5q), 7/del(7q).
abn 3g, complex aberrations (=3 independent aberrations),
1(9:22), and #6:9); low risk, 1(8:21) and inv(16): intermediate
risk, all other karyotypic aberrations or a normal karyotype.

2.4, Sampling and nucleic acid extraction

Samples were collected at diagnosis for the study of FLT3
mutations and at diagnosis or in CR for the study of polymor-
phisms. Venous blood or bone marrow (BM) samples were
anticoagulated with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
K3.
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DNA was extracted from whole blood with the MagNa
Pure LC DNA Large Volume Kit using the MagNA Pure LC
System (Roche Mannheim, Germany).

For RNA extraction, red blood cells were lysed and the
white blood cells were collected by centrifugation. The col-
lected cells were resuspended in MagNA Pure LC mRNA
Lysis Buffer (Roche Mannheim, Germany) and stored at
—40°C. mRNA was isolated following the MagNA Pure LC
mRNA HS protocol, using the MagNA pure LC System.

2.5. Molecular detection of internal fandem
duplications and D835 mutation of FLT3

For cDNA synthesis, 6 pL aliquots of mRNA were reverse
transcribed in a 25 pL reaction volume using random hex-
amer primers with the TagMan Gold RT-PCR Kit (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA), following the manufacturer’s
protocol. FLT3 internal tandem duplications (ITD) and the
aspartate 835 (D835) mutation were studied in cDNA sam-
ples using the methods described by Nakao et al. [13] for ITD
and by Moreno et al. [14] for the D835 mutation.

2.0. Genotyping

Most of the methods used to detect polymorphisms
are based on real-time polymerase chain reactions (PCR)
performed in the LightCycler System (Roche Mannheim,
Germany), using primers and fluorogenically labelled
hybridization probes according to previously published
methods. Genotyping was based on the different melting
temperatures of the hybridization probes for the wild type
and polymorphic alleles. Thus, CYPIAT#2A was detected
according to the method of Harth et al. [15], CYP3A4*IB
with the method of Von Ahsen et al. [16], CYP2ET*5B with
the method of Choi et al. [17] and NQO[!*2 with the method
of Harth et al. [18]. In every experiment, the appropriate
controls were included: a negative control containing no
DNA template to confirm the absence of any contamination,
a positive control consisting in a heterozygous positive
patient for each polymorphism and a negative sample from
an individual previously genotyped as wild type.

Homozygous deletions of the GSTM T and GSTTT genes
were detected with a multiplex PCR technique that included
the B-globin gene as the internal control, as previously
described by Naoe et al. [19].

2.7. Stafistics

Polymorphism presence and dichotomous variables were
compared with )(2 and Fisher’s exact test (FET). Unad-
justed time-to-event analyses were performed using the
Kaplan—Meier method [20] and log-rank tests for com-
parisons [21]. Disease-free survival (DFS) and relapse-free
survival (RFS) were calculated from the date of CR. In the
analysis of DFS, relapse and death in CR were considered
uncensored events, whichever occurred first. For RFS, relapse

in CR was considered the uncensored event. The follow-up
of the patients was updated on 30 March 2005. Multivariate
analysis was performed using the Cox proportional hazards
model [22]. All tests were two-sided and a P value of less than
0.05 was considered statistically significant. Computations
were performed using the SPSS v12.0 statistical package
(Chicago, IL).

3. Results

3.1. Incidence of polymorphisms and patient
characteristics

The del{GSTM1} polymorphism was detected in 51%
AML patients (74/146) and del{ GSTTI} in 28% patients
(41/145). 16% patients (23/144) had a double deletion
GSTMIT! genotype and 37% (53/144) had an undeleted
GSTMITI genotype. The NOQOI#2 genotype was detected
in 41% patients (49/119), 42 of whom were heterozygous
(35%), and 7 of whom were homozygous (6%). Among the
cytochrome P450 enzymes, the CYP3A4*1B polymorphism
was detected in 6% patients (6/106) and all were heterozy-
gous. The CYP2ZET*5B allele was detected in 5% patients
(5/107), four of whom were heterozygous and one homozy-
gous. The CYPIAT#2A allele was detected in 16% patients
(14/90) and all were heterozygous (Table 2). The genotypic
distributions in all samples were found to accomplish the
Hardy—Weinberg equilibrium. The presence of the four major
polymorphisms (del{ GSTM1}, del{ GSTT1}. NOOI#2, and
CYPIAT#2A) was analyzed in relation to age. sex, white
blood cells (WBC), platelets, hemoglobin, FAB, cytogenetic
risk group, and FLT3 mutations. No associations were found
in the distribution of the polymorphisms with respect to the
clinical characteristic at diagnosis, except for del{ GSTM1}
and sex. A higher frequency of del{ GSTM1} was observed
in women (62%) than in men (41%) (P=0.01; Spearman
correlation, r=0.2).

3.2. Polvmorphisms and response to treafment

One hundred and forty-seven patients were evaluated
for their response to induction: 112 patients achieved CR,
23 were resistant, and 12 died. The response to induction
showed no relationship to del{GSTM1}, del{GSTT1}, or

Table 2
Incidence of polymorphisms

Polymorphisms MNo. of positive/total patients (%) Allelic frequency

del{ GSTM1} T4 146(51) b
del{ GSTT1} 41/145(28) b
NQOT*2 49119(41) 0.24
CYPIA4-V 6/106(6) 0.03
CYPZEI*SB S107(5) 0.03
CYPIAT*2A 14/90(16) 0.09

* Not estimated because the method only detects homozygous patients.
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Fig. 1. The number of NQOT polymorphic alleles influence the response to
induction therapy.

CYPIAT*2A polymorphisms. The NQO/I#2 polymorphism
showed a trend for a worse response to induction 81% patients
(55/68) negative for the NQOT#*2 polymorphism and 63%
(30/48) positive for the NQOT*2 polymorphism achieved
CR (P=0.08). However when we considered the number
of alleles with NQOT*2 polymorphism we found an inverse
relationship of the number of polymorphic alleles with the
percentage of patients who achieved CR. Thus we found
that 81% NQOI-negative patients (55/68), 69% heterozy-
gous patients (28/41) and 27% homozygous patients (2/7)
achieved CR (P =0.03 FET; Spearman correlation, r=0.23)

(Fig. 1).
3.3. Polymorphisms and clinical outcome

At a median follow-up of 26 months (range, 0.61-141
months), the estimated probability of DFS was 49%. Univari-
ate analysis showed that DFS was significantly influenced by
age over 60 years (P=0.0002), FLT3 mutations (P=0.02),
cytogenetic risk group (P=0.01), and del{GSTMI}
(P=0.04) (Table 3). The probability of DFS was signifi-
cantly diminished in patients with del{GSTM1} relative to
that of patients with undeleted GSTM1 (28% versus 31%,
respectively; P=0.04; Fig. 2). Because del{GSTMI1} was
significantly associated with sex, we examined the influence
of sex in relation to del{GSTMI}. We observed that the

Table 3
Univariate and multivariate analysis

DFS
3 P=0.04
0,8
w
L 06
GSTM1 (n=47) 51£7%
=
8 04+
g
o
delGSTM1 (n=57) 28 +6%
0.2
0.0

T T T T T T
0,00 30,00 60,00 90,00 120,00 150,00
months

Fig. 2. GSTM1I deletions are of negative prognostic value for disease free
survival (DFS).

presence of del{ GSTM1} exclusively affected DFS in men
(28% DFS for del{ GSTM1} versus 37% DFS for undeleted
GSTM T, P=0.04) but had no significant impact on women
(Fig. 3: Table 3). Likewise, when we evaluated the impact
of the del{ GSTM1} polymorphism within the intermediate
cytogenetic risk group, we found that men with del{ GSTM 1}
had a reduced probability of DFS compared with those with
undeleted GSTMT (29% versus 60%, respectively; P=0.05).
However, no significant differences were found in women.
Analysis of the GSTMT and GSTTT combined genotypes
showed that patients with undeleted GSTMI and GSTTI
genes had a significantly better DFS than patients with at least
one GST deletion (58% versus 30%, respectively: P=0.03).
‘When we stratified the data by gender, we observed that male
patients with undeleted GSTMI and GSTT] had a signifi-
cantly better DFS than male patients with at least one GST
deletion (64% versus 34%, respectively: F=0.05). In con-
trast, undeleted GSTM1 and GSTTI did not affect DFS in
females (Fig. 4; Table 3). Similarly, we found that males
in the intermediate cytogenetic risk group with at least one

Univariate analysis

Multivariate analysis

RR (95% CI) P RRE (95% CI) P
Age: »60 vs, =60 2.52(1.05-3.48) 0.0002 4.35 (2.20-8.27) 0.0001
FLT?: mutation vs. no mutation 232 (1.58-4.18) 0.02 2.78 (1.48-5.22) 0.002
Karyotype: favorable vs. intermediate vs. unfavorable 2.02(1.10-3.74) 0.01 - ns
GSTM I deletion vs. normal 1.70 (1.05-2.87) 0.04 - ns
GSTMITI: any deletion vs. normal 1.97 (1.05-3.47) 0.03 - ns
GSTM I (males): deletion vs. normal 2.00 (1.00—4.35) 0.04 2.43 (1.05-5.58) 0.036
GETM I (females): deletion vs. normal - ns - n.s.
GSTMITI (males): any deletion vs. normal 2.25 (1.00-5.25) 0.05 - ns
GSTMITI (females): any deletion vs. normal — ns - n.s.
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Fig. 3. GSTM] deletions are associated with lower probabilities of DFS in males (panel A) but does not modify the prognosis in females (panel B).

GST deletion had a significantly shorter DFS than those
with undeleted GSTMIT] (30% versus 73%, respectively:
F=10.03). Once again, no significant differences were found
in females.

To further analyse the significance of GST deletions, we
separately considered the incidence of death in remission
and RFS. The frequency of death in remission was sig-
nificantly higher in patients with del{ GSTM1} compared
with those with undeleted GSTMT (20% versus 5%, respec-
tively; P=0.05) or in those harbouring at least one GST
deletion compared with those with undeleted GSTM/ and
GSTTT (19% versus 0%, respectively: P=0.01: Fig. 5).
No differences were found in RFS between GST deletions
and undeleted GSTMIT] genes. Multivariable Cox regres-
sion analysis including age. gender, leukocytosis, cytogenetic
risk group, FLT3 mutations, del{GSTM1}. and undeleted

DFs
Male
o] P=0.05
0,8
GSTMATY (n=21) 64211%
o 06
-
3
§ 04 delGSTMATH (n=33) 34210%
o
0,2 o
0,0
T T T T T T T T
0.00 2000 40,00 60,00 &0.00 100.00 1200014000
(A) months

GSTMITI showed that age over 60 years (P=0.002) and
FLT3 mutations (P =0.002) were unique independent prog-
nostic factors for DFS in the global series (Table 3).
Further multivariate analyses stratified by gender revealed
that del{ GSTM 1} was an independent prognostic factor only
in male patients (P =0.036; Table 3).

4. Discussion

Drug-metabolizing enzymes are responsible for the acti-
vation and/or detoxification of cytotoxic drugs. Therefore,
genetic variations in these enzymes could explain inter-
patient variability in drug responses [23].

We found that the response to induction therapy is
inversely correlated with the number of functional NQOT*2

DFS
Female
1.0 P=n.s.
0,8+
& iop !
& 08
F
§ GETMITI (n=13) 44£12%
B 04—
g
- L T T
0.2+ delGSTM1T1 (n=36) 30£8%
0.0+
T T T T T T
000 3000 6000 9000 12000 15000
(B) months

Fig. 4. The presence of at least one G857 deletion are of negative prognostic value for DFS in male patients {panel A) but does not modify the prognosis in

females (panel B).
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Fig. 5. The incidence of death in remission was significantly higher in patients with del{GSTM 1} compared with those with undeleted GSTMT (panel A). The
patients possessing at least one GST deletion showed higher incidence of death in remission compared with those with undeleted GSTM 1 and GSTTT (panel B).

alleles. Thus, we saw that 80.9% of NQOI-negative
patients, 68.3% of heterozygous patients, and only 28.6% of
homozygous patients achieved CR. NQO1 is a two-electron
reducing enzyme that is important for detoxification of some
chemotherapy metabolites and activator of bioreductive anti-
tumor agents such mitomycin-C [24.25]. The anthracyclines
administered in AML treatment protocols show modest acti-
vation by NQO1 enzyme through the production of reactive
oxygen species and they are activated mainly by one-electron
reduction [26]. Keeping in mind the detoxifying role of
NQOI, it might be expected that heterozygous individuals,
who have low or intermediate NQO1 activity, and homozy-
gous individuals, who lack NQO1 activity, should undergo
an increase in toxic effects due to this reduced detoxification
activity. It has also been reported that the NOQOT*2 polymor-
phism reduces survival probabilities in children with AML
on the basis of drug-associated toxicity [27]. However, in
adult patients with AML, our results showed that the NQO 1 *2
polymorphism influenced the rate of CR after induction, but
had no impact on patients who had achieved CR. This is
consistent with the report of Naoe et al. [28], who found no
impact of the polymorphism on overall survival.

This study also indicated that the presence of at least
one GST deletion was associated with lower DFS due to
an increased incidence of death in remission. This effect
was more significant in male patients. The GST enzymes
play an important role in the detoxification of chemother-
apeutic drugs including alkylating agents, doxorubicin and
vincristine [29]. The polymorphisms result in a lack of enzy-
matic activity and a reduced detoxification role for GST.
This reduced detoxification should increase toxicity but it
might also be expected to confer a higher response due to
the reduced degradation of chemotherapeutic agents. These
effects could be more accentuated in male patients because of

the role of 17-j3 estradiol. Experiments performed by Sanchez
et al. [30] suggested that estradiol enhances NQO1 and GST
expression because the estradiol-receptor—estradiol complex
binds to the electrophile response elements in the promoters
of both genes. Therefore, women with polymorphisms that
abrogate GST enzyme activity would be more protected than
men because estradiol would induce NQO1 expression. This
study found that GSTM T and GSTTT deletions had no impact
on response to induction treatment, contrary to the results
reported by Voso et al. [9] in a similar adult series of AML
patients. However, according to Davies et al. [10], patients
with at least one GST deletion or delGSTMI had a worse
DEFS due to an increase in death in remission. The prognostic
importance of the GST genotype was retained in multivariate
analysis only in male patients suggesting effect modification
by sex.

It is difficult to explain the specific mechanism through
which GSTM{ and NQOI polymorphism modify the
response to treatment due to the dual role (activation and/or
detoxification) and the large number of enzymes implicated
in drug metabolism. Nevertheless, considering that the drugs
administrated in these patients show little activation through
NQO1 and GST enzymes, it could be expected that their puta-
tive effect were due to the decreased detoxification activity
of these enzymes that produces the polymorphisms.

Some other reports have described a worse therapeutic
outcome for CYPIAT*2A in patients with AML [31] and
acute lymphocytic leukemia [27]. Our study showed that this
polymorphism has no prognostic impact. The discrepancies
between our results and those reported by Voso et al. [31] in
patients with AML could be attributable to some methodolog-
ical differences and differences in the sources of patients. On
the one hand, we explored only the T6235C polymorphism
in CYPIAT and therefore could not detect the CYPIAT*2E
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allele, which results from a combination of T6235C and
A4889G. The frequency of CYFIAI*2B is around 3% in
AML and it has no prognostic relevance. On the other hand,
we only considered patients with de novo AML and the series
reported by Voso et al. [31] included both patients with de
nove AML and those with previous cancers. Therefore, we
can expect some differences due to differences in treatment
protocols.

In conclusion, this report emphasizes the influence of
the NQOT*2 polymorphism on the response to induction
treatment and of GST deletions on treatment outcome after
chemotherapy. Our findings also stress the relevance of sex as
a modulator of the effects of these polymorphisms. because
the poor prognostic effects conferred by GST are more pro-
nounced in men than in women. However, these results should
be considered preliminary and must be confirmed in a larger
series.
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ABSTRACT

Background and Objectives

We examined common polymorphisms in the genes for glutathione S-ransferase
(GST), cytochrome P450 (CYP), quinone oxoreductase (NQO1), methylene tetrahydro-
folate reductase (MTHFR), and thymidylate synthetase (TYMS) and the role of gender
associated with the susceptibility to de novo acute leukemia (AL).

Design and Methods

We conducted a case-control study analyzing the prevalence of the polymorphisms
CYP1A1*2A, CYP2E1*5B, CYP3A4*1B, del(GSTT1}, del{GSTM1}, NQO1*2, MTHFR
C6777, and TYMS 2R/3R in 443 patients with AL [302 with acute myeloblastic
leukemia (AML) and 141 with acute lymphoblastic leukemia (ALL)] and 454 control
volunteers, using polymerase chain reaction (PCR)-based methods.

Results

We found a higher incidence of del{GSTT1} in patients with AML than among controls
(25.6% vs. 13.7%, OR=2.2, p<0.001) and a higher incidence of NQO1*2 homozygos-
ity (NQO1*2nm) in males with the M3 FAB subtype than in control males (8.6% vs.
2.2%, OR=4.9, p=0.02). The del{GSTT1} and NQO1*2:n polymorphisms increased the
risk of ALL (OR=2.2 and 3.0, p=0.001 and 0.003, respectively). The higher risk con-
ferred by NQO1*2wm and del{GSTT1] mainly affected males (OR=6.1 and 2.4;
p=0.002 and 0.005, respectively).

Interpretation and Conclusions

Males harboring NQO1*2n and del{GSTT1} polymorphisms showed a higher risk than
females of developing AL. Thus, gender might influence the risk of AL associated with
these genetic polymorphisms.

Key words: polymorphisms, gender, risk, drug-metabolizing enzymes, acute leukemia.
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cute myeloid leukemia (AML) and acute lym-
Aphob]astic leukemia (ALL) are the most common

acute leukemias (AL) in adults' and children.??
On the whole AL is more common in males of all age
groups,* a fact that remains unexplained. Although the
clinical and biological aspects of leukemia are well doc-
umented, little is known about the factors that condi-
tion an individual’s susceptibility to de novo leukemia.
Normal polymorphic variations in several genes, togeth-
er with dietary effects, environmental exposure to car-
cinogens, and individual immune system characteristics
are likely to be factors that predispose individuals to
develop AL Polymorphisms could also explain the dif-
ferent incidence of AL observed between the genders.

Genetic polymorphisms in the drug-metabolizing
enzymes are extremely common and may contribute to
the risk of developing cancers. These polymorphisms
could explain differences in the way in which individu-
als metabolize chemical agents.® Studies have included
polymorphisms of genes coding for P450 cytochromes
(CYP), which are involved in phase I of metabolism
(oxidation/activation). Most polymorphisms described
for these genes, such as T6235C of CYP1A1
(CYP1A1*24), C-1019T of CYP2E1 (CYP2E1*5B), and
—A290G of CYP3A4 (CYP3A471B), are believed to cause
an increase in enzymatic activity. They have been impli-
cated in the bioactivation of several chemical carcino-
gens and the conversion of polyaromatic hydrocarbons
from tobacco smoke into intermediate reactive metabo-
lites, some of which can damage DNA.” Glutathione S-
methyl transferases (GST) are implicated in phase II of
metabolism (conjugation/detoxification). Two wide-
spread genetic polymorphisms that involve deletions in
the GSTT1 and GSTAM1 genes, (del{GSTT1} and
del{ GSTA1}), have been reported to lead to abrogation
of enzyme activity.

Quinone oxoreductase (NQO1) is a detoxification
enzyme that acts in limiting free radical oxidative stress.
Two polymorphisms, the C609T (NQO1°2) and C465T
(NQO1*3) substitutions, have been described in the
NQO1 gene; they cause complete loss or reduction of
enzyme activity, respectively.®

Variations in the activity of genes involved in folic
acid metabolism, such as methylene tetrahydrofolate
reductase (MTHFR) and thymidylate synthetase
(TYAMS), affect dUMP availability and hence DNA
repair machinery. In particular, the ITHFR C677T poly-
morphism decreases the activity of the MTHFR enzyme
and the double (2R) or triple (3R) 28 base pair repeat
polymorphism in the 5 untranslated region of TYAIS
(2R/3R TYAMS) modifies the rate of enzyme transcrip-
tion. Several studies have tried to relate these polymor-
phisms to the risk of de novo leukemia, particularly in
patients with ALL. There are only a few reports on
AML.* For both situations, the results obtained are con-
troversial and require further investigation to confirm or
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clarify the data obtained. Furthermore, as far as we
know, there have been no studies on the possible rela-
tionship of these polymorphisms with gender. Such an
interaction could explain the unequal risk of AL
observed between the sexes.

To clarify these issues we conducted a case-control
study to analyze the influence of the genetic polymor-
phisms CYP1A1*2A, CYP2E1*5B, CYP3A4™1B,
del{ GSTTH), del{ GSTM1}, NQO1*2, MTHFR Cé77T, and
TYMS 2R/3R on susceptibility to de novo leukemia and
to analyze their possible relationships with gender.

Design and Methods

Patients and subjects

We performed a case-control study including 443
patients with AL (302 with AML and 141 with ALL) and
a control group composed of 454 individuals without
leukemia. The AL samples were from the La Fe hospital
and from other Spanish hospitals. The samples from La
Fe hospital were collected sequentially between 1992
and 2005 from patients at the time of diagnosis.
Samples from the other Spanish hospitals were not
sequential (stored DNA or cellular samples kept frozen).
The diagnosis of AML was made in accordance with
morphological and cytochemical criteria of the
French—-American—British (FAB) classification.”” The
diagnosis of ALL was based on immunophenotypic cri-
teria. The main characteristics of the patients are shown
in Table 1. Here we studied AML and ALL separately,
but grouped together all cases of infant, childhood, and
adult AL because we did not find any statistical differ-
ences in the incidence of any the polymorphisms
between patients aged 16 years or younger (infant and
childhood AL) and those older than 16 (adult AL).

The control group consisted of volunteers who had
attended the hospital for blood sampling for biochem-
istry and/or hematologic analyses and who were willing
to participate in the study. Subjects with any hemato-
logic or other malignancy were excluded. Informed con-
sent was obtained from all patients and controls in
with the of the
Declaration of Human Rights, at the Conference of
Helsinki, and also in compliance with institutional reg-
ulations (the hospital ethics committee).

accordance recommendations

Samples and DNA extraction

Venous blood samples were collected from control
subjects, or from patients at diagnosis or in complete
hematologic remission, into vacuum tubes containing
EDTA.K3. The DNA was extracted directly from 500 uL
aliquots of whole blood using large volume MagNA
Pure LC DNA Isolation kits (Roche, Mannheim,
Germany) automatically in the MagNA Pure LC System
(Roche).
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Cytogenetic analysis

Karyotype analysis was performed using unstimulat-
ed short-term cultures and described in accordance with
the recommendations of the International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 1995)."
Whenever possible, at least 20 metaphases were evalu-
ated. Cytogenetic risk groups were defined by kary-
otype as follows: high risk, -5/del(5q), —7/del(7q), abn
3q, complex aberrations (23 independent aberrations),
t(9;22), and t(6;9); low risk, t(8;21), t(15;17), and inv(16);
intermediate risk, all other karyotypic aberrations or a
normal karyotype.

Genotyping of polymorphisms

We studied the genetic polymorphisms CYP1A1%24,
CYP2E1*5B, CYP3A4*1B, del{GSTT1), del{GSTM1),
NQO1*2, MTHFR Cé77T, and TYMS 2R/3R. Most
detection methods used were based on real-time poly-
merase chain reaction (PCR) performed in a LightCycler
(Roche) using primers
hybridization probes, as described below. Genotyping
was based on different melting temperatures achieved
by the hybridization probes for wild-type and polymor-
phic alleles. Thus, CYP1A1*2A was detected as
described by Harth et al.,” CYP3A4*1B as described by
Von Ahsen et al.,"* CYP2E1*5B as described by Choi et
al., and NQO172 as described by Harth ef al.'® For the
detection of MTHFR Cé¢77T we followed the method
recommended by Roche (Applied Science), using the
primers MTHFR s (cgaagcagggagctttgaggetg) and
MTHEFR _as (aggacggtgcggtgagagtg) and the hybridiza-
tion probes MTHFR_LC labeled with Red640 at the 5°
end (LC  Red640-cgggagccgatttcatcat-ph)  and
MTHEFR_3FL  (tgacctgaagcacttgaaggagaaggtgtc X)
labeled with fluorescein. The del/{GSTT1] and
del{GSTM1)} polymorphisms were detected following
the conventional PCR method of Naoe et al.,'"® compris-
ing a multiplex PCR that co-amplifies the target genes
simultaneously with the B-globin gene used as a refer-
ence control gene. The TYMS 2R/3R polymorphism
was detected using the conventional PCR method
described by Villafranca et al.”

and fluorescence-labeled

Statistical procedures

¥* analysis with two-way contingency tables was used
to test the association of polymorphisms with other qua-
litative variables or to check for Hardy—Weinberg equili-
brium for each polymorphism in the control group. The
influence of each polymorphism on the risk of AL was
estimated by applying univariate or multivariate binary
logistic regression, including gender and the genotypes of
cases (AML or ALL) and controls and estimating the odds
ratio (OR) and 95% confidence interval (CI) of the para-
meters included in the model. Errors generated by multi-
ple testing were corrected using a sharpened step-up
Hochberg’s procedure to control the experimental error
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Table 1. Characteristics of the study groups.

Cases

Variables AML AL Control Group

(n=302) (n=141) (n=454)

n(%) n (%) n (%)

Age*
n;median (range)
<1 year 3; 3(0.8-1) 2 2(1-1) 3 1(11)
>1 year and < 16 years 32;9(1.1-16) 46; 7.5(2-16)  48; 9(2-16)

>16 years and < 60 years 187; 42(17-60) 76; 33(17-59) 336; 37(17-60)

> 60 years 80; 67(61-84) 17;66(61-82) 67; 68(61-85)
Gender

Men 166 (54.9) 87 (61.7) 223 (49.1)
Women 136 (45.0) 54(38.2) 231 (50.8)
FAB type Immunophenotype
Undiferentiated 3(0.95) B-ALL 92 (65.2)
Mixed 1(0.33) T-ALL 23 (16.3)
Biphenotypic 1(0.33) PreB-ALL 18 (12.7)
MO 11(3.7) Ph-ALL 8(5.6)
M1 48 (15.9)

M2 48 (15.9)

M3 107 (35.4)

M4 37 (12.3)

M5 29 (9.6)

M6 10(3.3)

M7 4(1.3)

Not classified 3(1.0)

Cytogenetic risk

high 19(6.3) 9(6.3)

intermediate 119 (39.4) 56 (39.7)

low 67(22.2)

not available 97 (32.1) 76 (53.9)

ALL: acute lymphoblastic lewkemia; AML: acute myeloblastic leukemia; *at diag-
nosis of AML or ALL. B-ALL and T-ALL: patients with ALL who showed B anti-
gens or T antigens, respectively. PreB-ALL: patients with ALL who showed B anti-
gens and U chains. Ph'-ALL: patients with ALL who harbored the Philadelphia
chromosome.

rate,” which fixed the limit of significance for two-sided
p-values at 0.038. To eliminate the effects of empty cells,
we computed the OR adding 0.5 to each cell according to
Cox et al.”® All analyses were performed using the softwa-
re package Statistical Program for Social Sciences (SPSS)
version 12.0 (Chicago, IL, USA).

Results

Polymorphisms and demographic characteristics

We verified that the genotypic frequencies of poly-
morphisms in the control group complied with the
Hardy—Weinberg equilibrium. We did not find any sta-
tistical differences in the incidence of genotypes among
defined age groups (<18, 18-40, 41-50, 51-60 and >60
years). We did not find any statistical differences in the
genotypic frequencies when stratified by gender for the
three study groups (controls, ALL, and AML).



Polymorphisms and characteristics of the AML group

Stratification of the AML group by age at diagnosis,
gender, FAB subtype, or cytogenetic risk revealed no dif-
ferences in genotype frequencies. Females with the M2
FAB subtype showed twice the incidence of the
del{ GSTM 1} polymorphism compared with males with
the same FAB subtype (59.1% and 21.7%, respectively,
¥’=6.5, p=0.01). We also observed that the CYP2E{%5B
polymorphism was significantly more frequent in
patients with the M3 FAB subtype than in those with
non-M3 FAB subtypes (11.2% wvs. 2.8%, ¢*=9.0, p=0.01).

Polymorphisms and risk of AML

The delfGSTT1} polymorphism was more prevalent
in patients with AML than in the control group (25.6%
vs. 13.7%, OR=2.2, 95% CI=15 3.2, p<0.001; Table 2).

We did not find any statistical difference in the inci-
dence of the NQO1*2 polymorphism between AML
patients and the control group. However, we found a
higher incidence of the homozygous (k=) genotype in
males with the M3 FAB subtype than in males of the
control group [8.6% (5/58) vs. 2.2% (5/219), OReem=4.9,
95% CI=1.3-18.1, p=0.02; Figure 1]. Conversely, there
was no significant statistical difference in the incidence
of the NQQO172 polymorphism for the M3 FAB subtype
among females. This difference in the pattern of inci-

ORwn=4.9;(95% Cl=1.32-18.1); ns.
100% -

80% -
Males

1

60%

L

40%

20%

0%

AML-M3 cG
ORwn=0.55;(95% Cl=0.12-2.55); n.s.
100% 1
80% A Females
60% |
40% |

20% 4

0%

CG
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dence of the NQO1*2 polymorphism between the sexes
showed  statistically  significant  interactions
(ORome=3.1, 95% CI=12-82, p=0.02 and
ORuommate=8.8, 95% ClI=1.2-65.7, p=0.03). When all sta-
tistically significant parameters detected in the univari-
ate logistic regression (del{GSTT1j), NQO1*2, sex and
NQO1%2%) were included in the multivariate logistic
regression model for the entire group of patients with
AML (n=274) and the control group (n=438), the
delfGSTT1) (OR=1.9, 95% Cl=1.3-2.9, p=0.001) and the

Table 2. Genotype frequencies of the polymorphisms and odds ratio
for acute myeloblastic and lymphoblastic leukemia.

Figure 1. The NQO1*2 polymorphism in patients with acute
myeloid leukemia (AML) subtype M3 of the
French-American-British (FAB) classification and the control
group (CG). Blank area, homozygous genotypes; dashed area, het-
erozygous genotypes; dotted area, negative. ORnm shows the odds
ratio for homozygous genotypes; Cl: confidence interval; n.s.: not
significant.

Polymorphisms  Control

Genotypes goup  AML OR p ALL OR p
n/total  n/total  (95% Cl) value n/total  (95% CI) value
(%) (%) (%)

CYP1A1*2A

Heterozygous 84/403 31/199 069 ns. 13/92 062 ..
(208) (15.6) (0.43-1.09) (14.1) (0.32-1.17)

Homozygous  2/403 0/199  0.40* ns.  0/92 087* ns.
(05)  (00) (0.02842) (0.0) (0.04-18.23)

CYP2E1*5B

Heterozygous 23/390 13/225 096 ns. 8/118 086 ns.
(59) (5.8) (0.48-1.98) (6.8) (0.37-1.98)

Homozygous  0/390 1/225  521* ns.  0/118  Undefined
0.0y (04) (0.21-1285) (0.0)

CYP3A4*1B

Heterozygous 29/357 14/222  0.77 ns. 6/128 056 n.3.
(81  (6.3) (0.39-1.48) (4.7} (0.23-1.38)

Homozygous  0/357 1/222  4.84* ns. 1/128  841* ns.
(0.0)  (05) (0.20-119.3) (0.8) (0.34-207.68)

ael{GSTM1}

Homozygous  232/451 143/295  0.88 ns. 64/140 079 ns.
(51.4) (485) (0.66-1.191) (45.7) (0.54-1.16)

ael{GSTT1}

Homozygous  61/455 74/289 217  <0.001 36/141 215 0001
(13.7)  (256) (1.48-3.16) (255) (1.35-343)

NQO1*2

Heterozygous  160/447 94/273  0.96 ns. 41/120 105  ns

(358)  (344) (0.71-1.33) (342) (068-163)
Homozygous 19/447 16/213 138  ns 14/120 303 0003

43) (9 (089-277) (117) (144-6.37)
MTHER C677T

5117 072 s
(453) (045-1.13)

15117 049 0038
(128) (026-0.96) (ns)

Heterozygous 160/331 80/163  0.98 ns.
483) (49.1) (0.64-1.50)

Homozygous  65/331 29/163  0.87 ns.
(196) (17.8) (051-151)

TYMS

2R3R 162/347 94/169 119 ns. 42/108 077 n.s.
(46.7)  (55.6) (0.73-1.94) (38.9) (043-1371)

3R3R 117/347 42/169  0.74 ns. 43/108 108 ns.

(337)  (249) (043-12) (39.8) (0.60-1.95)

ALL: acute lymphoblastic leskemia; AML, acute myeloblastic leskemia; n.s.: not
significant. (n.s.) limit of significance. *The adjusted odds ratio (OR) was computed by
adding 0.5 to each cell to eliminate empty cells.
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interaction NQO1*2ermse (OR=3.6, 95% CI=1.2-10.9,
p=0.02) were the only independent parameters that
conferred an increased risk of leukemia.

When we introduced polymorphisms stratified by
gender into the multivariate logistic regression, we
found that NQO/*2m (OR=3.4 95% Cl=1.1-102,
p=0.03) was the only independent risk factor among
males (control group=214 and AML=151), whereas
delfGSTT1) (OR=2.3, 95% CI=1.3-3.9, p=0.005) was
the only independent risk factor for females (control
group=224 and AMI1=123).

Polymorphisms and susceptibility to ALL

Stratification of patients with ALL by age at diagnosis,
gender, B- or T-cell lineage, or cytogenetic risk revealed
no statistically significant differences in genotype fre-
quencies. We found a higher incidence of the
del{ GSTT1) in patients with ALL than in the control
group (25.5% vs. 13.7%, OR=2.2, p=0.001; Table 2).
This difference was mainly because of males with ALL,
who showed a 24.5% (24/87) incidence of the polymor-
phism compared with a 13.7% (30/218) incidence
among the males in the control group (OR=24,
p=0.005; Figure 2). Likewise, we observed a higher inci-
dence of the NQO1*2wn in patients with ALL than in
the control group (11.7 % vs. 4.3%, ORe==3.0, p=0.003;
Table 2). This statistical difference was because 12.5%
(9/72) of the males with ALL were homozygous for this
polymorphism compared to only 2.2% (5/219) of the
control group (ORkem=6.1, p=0.002; Figure 3). This dif-
ference was not, however, observed in females.

For MTHFR C677T, we observed a lower incidence of
homozygosity among the ALL patients than among the
control group (12.8% vs. 19.6%, OR=0.5, p=0.038),
although this difference only just reached statistical sig-
nificance.

When polymorphisms found to have statistical signif-
icance by univariate logistic regression, (del/ GSTT1) and
NQO1*2), were introduced into a multivariate logistic
model, NQO1*2 was the only independent risk factor
for ALL (ORscorsm=32, 95% Cl=1.5-6.7, p=0.003).
When these polymorphisms were stratified by gender,
the NQO1*2&n genotype was the only independent risk
factor for ALL in males (72 ALL and 214 control group;
OR=59, 95% CI=1.8-18.8, p=0.002). However, we
could not find any polymorphism with statistical signif-
icance for risk among females (48 ALL and 224 control

group).

Discussion

We found a higher incidence of the del{ GSTT1] poly-
morphism among patients with AML than among con-
trols, which is consistent with previous reports.®? In
contrast to Smith er al.,”* in the present study we found
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Figure 2. The del{GSTT1] polymorphism in patients with acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) and the control group (CG). Blank area,
homozygous genotypes; dotted area, negative genotypes. ORnm,
odds ratio for homozygous genotypes; Cl: confidence interval; n.s.:
not significant.

ORmn=6.1;(95% CI=1.9-19.2); p=0.002
100%
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Figure 3. The NQO1*2 polymorphism in patients with acute lym-
phoblastic leukemia (ALL) and the control group (CG). Blank area,
homozygous genotypes; dashed area heterozygous genotypes;
dotted area, negative. ORwm, odds ratio for homozygous geno-
types; Cl: confidence interval; n.s.: not significant.




no association of the NQO172 polymorphism with an
increased risk of AML. However, males with the M3
FAB subtype who were homozygous for the NQO1°2
polymorphism showed an increased risk of AML, an
effect not manifest in females. Although as far as we
know this association has not been reported previously,
there are supporting data. Reynolds ef al.” reported that
the myeloperoxidase (MPO) polymorphism AIPO*2,
consisting of a G-642A variation in the promoter region
of MPO, was overrepresented in patients with the
AML-M3 and M4 FAB subtypes. Furthermore, the
MPO?2 genotype enhances MPO expression and coop-
erates with NQO1*2 homozygosity, increasing suscep-
tibility to benzene poisoning.*

The statistical results obtained here for patients with
AML mainly represent the two thirds of patients who
were under 30 or over 50 years of age. Cartwright et al.*
reported a clear predominance of AML among males in
these age ranges, whereas the disease was more preva-
lent among women aged between 30 and 50 years.
Thus, the greater susceptibility to AML conferred by
NQO1*2 in males and the interaction between genders
for the incidence of NQO1*2 in M3 FAB that we found
here may help explain the higher male-linked risk of
leukemia.

In contrast with other reports,* we found here that
the del{GSTT1} genotype was associated with an
increased risk of ALL. This discrepancy could be
explained in part by differences in the age of the study
populations: the subjects in the present study were
mostly adults whereas in the other studies they were
mostly children. Moreover, the higher incidence of the
del{GSTT1) polymorphism we found in our study was
mainly among males with ALL. Our results for the
NQO172 polymorphism in patients with ALL were con-
cordant with the data for patients with the M3 FAB sub-
type. Thus, the presence of the NQO1*2 polymorphism
increased the risk of ALL only in males, but did not
modify it in females. The increased risk of ALL con-
ferred by NQO1*2 homozygosity found in this study is
in agreement with some studies carried out in children
with ALL;** however, other reports did not support
these results.”*

The statistical results obtained here for patients with
ALL are based mainly on subjects older than 10 years
(100/141; 71%). For this age group, Cartwright er al®
reported a clear predominance of ALL among males,
whereas the incidence of ALL in children was similar in

26-30
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the two series. In this regard, our findings of the
increased risk of ALL in males conferred by the
delfGSTT1] polymorphism and, in particular, by the
NQO1*2 polymorphism, provides a genetic basis for
the higher incidence of ALL reported in males. Because
there is no current environmental hypothesis to explain
the higher incidence of AL in males, it could be hypoth-
esized that females are genetically better protected than
males against environmental and toxic agents that cause
AL. In this regard, a study carried out among
Malaysians™ suggested the presence of a gene located
near the ABO locus on chromosome 9, which could
protect women with a group O blood type against AL.
Additionally, several results suggest a possible role of
sex steroids in the control of the proliferation of
leukemic cells. For example, it has been reported that
the antiproliferative effect of 17-B estradiol on the
human monoblastic cell line U937 is more powerful
than that of testosterone.” Furthermore, the distinct
effects of the polymorphism in the sexes might also
explain the poorer treatment response observed in boys
with ALL than in gitls with ALL*

Our data also support the importance of NQO1*2
homozygosity and the delf{ GSTT1} genotype in
increased susceptibility to AL, which is particularly evi-
dent in males. This association suggests that gender
might influence the risk of AL when associated with
genetic polymorphisms in drug-metabolizing enzymes.
Furthermore, the interaction of gender with such poly-
morphisms could contribute to a better understanding
of the higher incidence of AL in males. However, the
relevance of gender as a modifier of the risk of develop-
ing leukemia clearly requires further experimental

study.
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Summary

Therapy-related acute myeloid lenkaemia/myelodysplastic syndrome (t-
AML/t-MDS)  results impaired  ability to  detoxify
chemaotherapeutic drugs or repair drug-induced genetic damage caused by
genetic polymorphisms in enzymes involved in the metabolism of drugs. We
analysed the prevalence of genetic polymorphisms of CYPIAI*2A(T6235C),
CYP2EI*SB(C-1019T), CYP3A4*1B(A-290G), del{GSTT1}, del{GSTM1},
NQOI*2(C609T), MTHFR(C677T) and TYMS 2R/3R in 78 t-AML/t-MDS
and 458 normal individuals (control group, CG) using real-time and
conventional polymerase chain reaction (PCR)-based methods. The
incidences of polymorphisms among t-AML/t-MDS patients and CG
individuals were similar. However, a polymorphism profile consisting of
CYPIAI*2A, del{f GSTT1} and NQO1*2 strongly modified the risk of t-AML/
t-MDS5. The absence of all three polymorphisms decreased the risk of t-AML/
t-MDS 18-fold (odds ratio (OR) = 0054, 95% confidence interval
(CI} = 0-005-0-63, P = (-02), whereas the presence of only NQOI*2 or all
three polymorphisms enhanced the risk of t-AML/t-MDS (OR = 2-09, 95%
CI = 1-08—403, P = 003 and OR = 18-42, 95% CI = 15921276, F = 002
respectively). Thus, the profiles of genetic polymorphisms of drug-
metabolising enzymes might explain the increased risk to t-AML/t-MDS
observed in some patients treated with polychemotherapy.

from an

Keywords: polymorphisms, drug-metabolising enzymes, therapy-related
leukaemia, therapy-related myelodisplatic syndrome.

Interest in the risk of therapy-associated secondary malignan-
cies is growing because of the increased survival of cancer
patients (Kollmannsberger et al, 1998). Secondary cancers
ocour in about 7% of survivors of primary malignant (PM)
neoplasms (Flannery ef al, 1985). Therapy-related acute
myeloid leukaemia (t-AML) or therapy-related myelodysplasia
(t-MDS) are the most serious long-term complications of
cancer chemotherapy (Levine & Bloomfield, 1992; Donaldson
& Hancodk, 1997; Wolden et al, 1998). The cumulative risks of
developing t-AML/t-MDS at 10 years after the start of
chemotherapy for breast cancer, non-Hodgkin lymphoma,
ovarian cancer, or Hodgkin disease are 1-5%, 7-9%, 8-5%, and
38% respectively (Radjendirane et al, 1998; Larson ef al, 1999;
Moran ef al, 1999; Naoe et al, 2000).

The risk of developing secondary leukaemia after a PM
neoplasm is determined by the type of chemotherapeutic

First publehed online 8 lanuary 2007
dol:10.1111/.1365-2141.2006.06469.x

agents administered and the dose intensity. t-AML/t-MDS is
frequently caused by alkylating agents and DNA topoisomerase
II inhibitors (Kelly & Perentesis, 2002).

Because only a minority of patients develop leukaemia after
chemotherapy, it has been suggested that differences in host—
drug interactions may predispose certain individuals to t-AML/
t-MDS. Some patients may have increased susceptibility to t-
AMLA-MDS because of genetic polymorphisms in drug-
metabolising enzymes, which result in impaired detoxification
of chemotherapeutic drugs or inefficient repair of drug-
induced genetic damage (Perentesis, 2001). Such polymor-
phisms would explain differences in the ways that individuals
metabolise chemical agents (Birch, 1999). Polymorphisms are
not generally associated with a substantially increased risk of
developing leukaemia when considered in isolation from other

etiological factors or exposure to chemotherapy, but may
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constitute risk factors of low penetrance for the development of
secondary malignancies (Kelly & Perentesis, 2002).

CYPLAL is a member of the cytochrome P450 family and is a
phase 1 enzyme involved in the bicactivation of several
chemical carcinogens, including polycyclic aromatic hydro-
carbons (Ingelman-Sundberg, 2001). The CYPIA1"2A poly-
morphism consists in the change T > C at nt. 6235 (T6235C)
of the gene located in the 3" untranslated region of exon 7. It
has been shown that this polymorphism increases CYP
expression (Kawajiri ef al, 1990). The CYP3A4 gene encodes
an abundant hepatic P450 protein involved in the metabolism
of corticosteroids, cyclophosphamide, vinca alkaloids and
some anthracycline agents. The A(=290)G polymorphism,
also known as CYP3A4-V, has been reported in the promoter
region of the CYP3A4 gene (Felix et al, 1998). The role of this
polymorphism is controversial, but it has been suggested (Felix
et al, 1998) that it could reduce transcription. CYP2E1 plays a
role in the production of reactive oxygen spedes (the
superoxide anion and H;0;), which can cause tissue damage.
The CYP2EI*5B polymorphism, consisting of a C-1019T
substitution in the 5 promoter region of the gene, increases
transcriptional expression (Hayashi ef al, 1991).

The enzymes, GSTT1 and GSTM1, are involved in phase II
metabolism and mediate the conjugation of electrophilic
compounds to glutathione, resulting in the detoxification of
some chemotherapeutic drugs including alkylating agents,
doxorubicin and vincristine (Rocha et al, 2005). del{GSTT1}
and del{ GSTM1} are widespread polymorphisms in human
GSTT1 and GSTMI genes and result in complete deletion of
the gene and consequent loss of enzymatic activity (Seidegard
et al, 1988).

Quinone-oxoreductase, NQO1, is a two-electron reducing
enzyme that is important for detoxification of some chemo-
therapy metabolites and 5 an activator of bioreductive anti-
tumour agents, such mitomycin-C (Traver et al, 1992). The
NQO1*2 polymorphism occurs in the NQOI gene and consists
ofa C609T substitution, which results in P1875 acid replacement
and causes a complete loss of enzy me activity ( Krajinovic, 2005).

Variation in activity of the methylene tetrahydrofolate
reductase gene (MTHFR) (Krajinovic efal, 2004), which
participates in folic acdid metabolism, and that of thymidylate
synthase gene (TYMS) (Skibola ef al, 2002), which plays an
indirect role in accurate DNA synthesis, could be relevant to t-
AML/t-MDS leukaemia susceptibility. In the MTHFR gene, the
C677T polymorphism leads to an A222V substitution. This
polymorphism produces a thermolabile enzyme that causes
hyperhomocysteinemia in carriers with low plasma levels of
folic acid (Engbersen et al, 1995).

TYMS possesses a unique site of internal tandem repetition
at a 5 UTR, upstream of the ATG start codon (Marsh et al,
2000). This polymorphism consists of 28 bp tandem repeats in
multiples of two (2R) or three (3R). The 3R polymorphism
enhances gene expression.

Past studies of genetic polymorphisms in t-AML/t-MDS
patients were limited by small numbers of subjects and

@ 2007 The Authors
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polymorphisms. Moreover, there are few reports of interac-
tions between polymorphisms of genes involved in genotoxic
metabolism.

In our study, we used a series of 78 cases and 454 controls to
examine the effects and interactions of eight common genetic
polymorphisms associated with genes expressing drug-metab-
olising enzymes on the risk of contracting t-AML/t-MDS.

Materials and methods

Patients and subjects

We performed a retrospective study induding samples of 78
t-AML/t-MDS patients from 13 Spanish hospitals. The inclu-
sion criteria were patients with PM treated with antineoplastic
drugs who developed AML or MDS within 14 years from the
start of treatment. The present study included 23 t-AML/
t-MDS patients who were the subjects of a previous report
concerning the CYP3A4-V polymorphism (Collado et al,
2005).

The demographic characteristics, types of PM neoplasm and
secondary haematological malignancies are detailed in Table L.
Non-Hodgkin lymphoma {(NHL) (31%) and breast cancer
(BC, 27%) were by far the most frequent PM neoplasms
{Table II).

Table I. Type of primary malignancies and secondary leukaemias in
relation to the latency time from the start of treatment.

Primary malignancies Mo, patients Time latency
=AML/ t-MDS (%) [years; Median (range)]
All patients 78 (100) 39 (05-137)
Primary malignancy
MHL 24 (307) 42 (1-4-126)
BC 21 (269) 36 (1-116)
HD 5 (64) 74 (62-121)
cC 339) &8 (1-8—69)
IC 3 (39) 116 (1-1=36)
AL 3 (39) 29 (0-6-77)
ES 2 (2:6) 50 (31-69)
oc 2 (2:6) 2.2 (16=28)
MM 3(39) 42 (22-99)
Other malignancies 12 (154} 43 (05-137)
t-AML/t-MD5
AML 53 (679) 39 (0-5-126)
MD5 20 (256) 57 (1'1-137)
Other AL 5 (64) 2.5 (1-0-99)

AL, acute leukaemia; BC, breast cancer; CC, colon cancer; ES, Ewing
sarcoma; HD, Hodgkin disease; LC, lung cancer; MM, multiple
myeloma; NHL, non Hodgkin lymphoma; OC, ovarian cancer.

Other malignancies: cancer of the larynx, chronic lymphocytic leuk-
aemia, extragonadal seminoma, Fallopian tube carcinoma, pastric
cancer, sarcoma and carcinoma of the bowel, cavum carcinoma, ger-
minal carcinoma, carcinoma of the cervix, Waldestrém macroglobu-
linemia.
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Table IL Types of -AMLA-MDS and cytogenetic risk groups of 78
patients,

Characteristics =AML-MDS 1 (%)  Controls 1 (%)
Total 78 (100} 454 (100}
Age at diagnosis (years)

Median (range) 559 (7-87) 380 (1-85)
Sex

M 38 (500) 223 (491)

F 38 (500 231 (508)
t-MD5 20 (256)

MDS 2 (24)

RAEB 2 (26)

RAEB-t 16 (20-5)
t-AML /FAB subtypes 53 (679)

AML n.c. 3 (38)

MO 6(77)

MIl 6 (77

M2 6 (77)

M3 12 (1538)

M4 4(51)

M4Eo 2(25)

M5 5 (6:41)

Mé 7 (897)

M7 2 (2:56)
t-ALL 3 (349)

B-ALL 3 (385)
Others 2(26)

Biphenotypic leukasmia 1 (1:28)

Undifferentiated AL 1(128)
Cytogenelic risk group

High 14 (179}

Intermediate 33 (423)

Low 12 (154}

na. 19 (24+4)

AL, acute leukaemia; ALL, acute lymphoblastic leukaemia; AML, acute
myeloid leukaemia; F, females; FAB, French—-American—British (FAB)
classification; MDS, myelodisplastic syndrome; M, males; n.a., not
available; ne., not classified; RAEB, refractory anaemia with excess
blasts; RAEB-L, refractory anaemia with excess blasts in transformation;
t-ALL, therapy related acute lymphoblastic leukaemia; t- AML, therapy-
related acute myeloblastic leukaemia; 1-MDS, therapy-related myelo-
displastic syndrome.

Diagnosis of t-AML was made in accordance with morpho-
logical and cytochemical criteria of the French—-American—
British (FAB) classification (Bennett et al, 1976). The diagnosis
of therapy related acute lymphoblastic leukaemia (t-ALL) was
based on immunophenotypic criteria. The characteristics of
treatment -related haematological malignancies are detailed in
Table II. The most common haematological malignancy was
t-AML, which represented 69% of cases, and among them, M3
was by far the most common FAB subtype with 15% incidence.

The control group (CG) consisted of volunteers who
attended the hospital for blood sampling for biochemistry
and/or haematological analysis and were willing to participate
in the study. Subjects with haematological or any other
malignancy were excluded.

Informed consent was obtained from all patients and
controls in accordance with the recommendations of the
Declaration of Human Rights, the Conference of Helsinki and
institutional regulations.

Treatment of primary malignancy

In most patients (69/78; 88%), the PM neoplasm was treated
with polychemotherapy, which consisted of a median of three
and a maximum of seven anti-neoplastic agents. The most
frequently used anti-neoplastic agents were alkylating agents
(71%, 55/78), anti-metabolites (63%, 49/78), anti-neoplastic
antibiotics, mostly anthracydines, (60%, 47/78) and Vinca
rosacea alkaloids (40%, 31/78), followed by platinum agents
and topoisomerase II inhibitors, which constituted about 28%
of the total (22/78). The taxanes and folic acid metabolites
constituted a small minority of the total. Twelve patients
received chemoradiotherapy (four NHL, four BC, two Ewing's
sarcoma, one HD and one lung cancer).

Samples and DNA extraction

Venous blood samples were collected into a vacuum tube
containing potassinm EDTA at diagnosis or when they were in
complete remission. The DNA was extracted directly from
500 pl whole blood using MagNA Pure LC DNA Isolation Kit,
large volume (Roche, Mannheim, Germany) automated in the
MagMNA Pure LC System (Roche). We also included DNA or
cellular samples stored deeply frozen.

Cytogenetic analysis

Karyotype analysis was performed using unstimulated short-
term cultures in accordance with the recommendations of the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN) (Mitelman, 1995). Whenever possible, at least 20
metaphases were evaluated. The cytogenetic risk groups for t-
AML were established following modified criteria of Grimwade
etal, 1998 induding in the high risk group t(69),7q- and
t(9;22) as follows: high risk, =5/deli5q), =7/del(7q), abn 3q,
complex aberrations (23 independent aberrations), t(9;22) and
t(6;9); fow nsk, t(821), t(1517), invilé) and t(l6;16);
intermediate risk, all other karyotypic aberrations or a normal
karyotype.

Genotyping of polymorphisms

The following genetic polymorphisms were studied: CY¥-
PIAI*2A(T6235C), CYP2EI*5B(C-1019T), CYP3A4*1B(A-
290G), del{GSTTL}, del{GSTM1}, NQO1*2(C609T), MTHER
(C677T) and TYMS 2R/3R.

We used previously reported methods to detect polymor-
phisms. Most methods used were based on the real-time
polymerase chain reaction (PCR) performed in the LightCyder
{ Roche) using primers and fluorescence-labelled hybridisation
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probes. Genotyping was based on different melting tempera-
tures achieved by the hybridisation probes for wild-type and
polymorphic alleles. Thus, the detection of CYPIAI®2A was
performed according to Harth etal (2001), CYP344*1B
according to von Ahsen ef al (2001), CYP2EI"5EB according
to Choi et al (2003), and NQOI1*2 according to Harth et al
(2000). For the detection of MTHER C877T, we followed the
method recommended by Roche Applied Science, using the
primers MTHFR_s (cgaagcaggpapctttgagpctg) and MTHFR _as
laggacpptpcgptpagapte), probes MTHFR_LC labelled with
Reds40 at the 5" end (LC Red640-cppgapccpatttcatcat-Ph)
and MTHFR_3FL (tgacctgaagcacttgaaggagaaggtetc X) labelled
with fluorescein.

Detection of polymorphisms del{GSTT1} and del{ GSTM1}
was performed according to a conventional PCR method
(Maoe ef al, 2000), consisting of a multiplex PCR that
coamplifies the target genes simultaneously with the B-globin
gene, which is used as a reference control gene.

Detection of the TYMS 2R/3R polymorphism was done
according to the conventional PCR method of Villafranca et al
(2001).

Statistical procedures

The influence of each polymorphism on the risk of t-MDS/t-
AML was studied by univariate and multivariate binary logistic
regression, which included estimation of the genotype fre-
quencies of cases (t-MDS/t-AML, dependent variable = 1) and
controls (CG, dependent variable = 0}, odds ratios (OR) and
95% confidence intervals (95% CI) for the parameters
included in the model.

Genetic Polymorphisms and Risk of Therapy-related Leukaemia

A two-sided P-value < 0-05 was considered significant. All
analyses were performed using the Statistical Program for
Social Sciences (SPSS) software, version 12.0 (SPSS, Chicago,
I, USA).

Results

The median time for all patients from the commencement of
treatment for PM neoplasm until presentation of t-AML/t-
MDS was 39 years (range: 0-5-13+7 years), which was very
cose to intervals of 4:2 years and 36 years for NHL and BC,
respectively (Table I); HD had a median latency of 7-4 years. t-
AML showed median latency of 349 years (Table I} and t-MDS
presented at a median of 57 years, but this difference was not
statistically significant.

There were 12 M3 FAB subtypes among the t-AML patients
{Table IT) (10 females: nine BC and one NHL; and two males:
one NHL and one sigmoid colon cancer). We found a
significantly higher incidence of M3 among the patients who
had BC compared with NHL [9/21 (43%) ws. 2/24 (8%),
respectively; y* = 844; P = (:030].

Mo association of the polymorphisms with FAB subtypes,
cytogenetic sk groups or genetic abnormalities were detected.

There were no statistical differences between t-AML/t-MDS
patients and the CG for any of the polymorphisms studied
(Table III). However, we observed a greater incidence for
dellGSTT1} and heterozygosity for NQOI*2 in the t-MDS/t-
AML group than in the CG (20:5 vs. 137 and 47-3 vs. 358,
respectively, Table III).

When the two polymorphisms that showed major differ-
ences in the incidence between t-AML/At-MDS and CG,

Table III. Polymorphisms and susceptibility to
t-MDS5/t-AML.

Polymorphism genotype

-MDS/t-AML nftotal (%) OG nftotal (%) OR (95% CI)  P-value

CYPIAIYZA

Heterozygous
Homozygous
CYF2EI*5B
Heterozygous
CYF3A4*1B
Heterozygous
del{GSTM1}
Homozygous
del{GSTT1}
Homozygous
NQOIM2
Heterozygous
Homozygous
MTHFR C677T
Heterozygous
Homozygous
TYMS
2R3R
3RGR

15/69 (21°7) B4/403 (208} 1-05 (06-195) O-88
0/69 (0-0) 2/403 (05)  0-00 (000} 099
4767 (60) 23/390 (59) 101 ((:34-303) 098
673 (8:2) 29/357 (&1)  1-01 (041-253) 0-98
/76 (553) 232/451 (514} 1:16 (072-190) 054
16/78 (20-5) 617455 (137) 163 (088-299) 012
35/74 (47°3) 160/447 (35:8) 1-58 (096=262) 0-07
274 (27) 19/447 (#3) 076 (017-341) 072
25/65 (38:5) 160/331 (48:3) 0-72 (038-133) 029
17/65 (26:2) 657331 (1946) 121 (059-242) (60
3562 (56'5) 162/347 (467) 147 (069-313) 032
17/62 (27+4) 117/347 (337) 0-98 (043-228) 098

ns., not statistically significant (P = 005).
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Fig 1. Bar histograms representing the incidence of the combined
polymorphisms CYIAI2, del{GETT1} and NQOI2 in therapy-related
acute myeloid leukaemia/myelodysplastic syndrome (1-AML/-MDS)
and the control group (CG). Hatched areas indicate the presence of at
least one of the three polymorphisms. Criss-cross area indicates neg-
ative for the three polymorphisms, The figures inside the bars indicate
the number of subjects.

dell GSTT1} and NQO1*2, were combined with the rest of
polymorphisms, the haplotype CYP1AI1*2A, del{GSTT1} and
NQO1*2 better differentiated cases and controls. Thus, the
presence of one or more of these polymorphisms was greater in
t-AML/t-MDS patients than in CG subjects [48/67 (72%) vs.
228/403 (57%)], Fig 1). And therefore, in contrast, the
incidence of patients in whom the three polymorphisms were
absent was significantly greater in the CG than in the t-AML/t-
MDS group [175/403 (43%) for CG vs. 19/67 (28%) for
t-AML/t-MDS].

A comparison between haplotypes negative for all three
polymorphisms (n = 175 and 19 for CG and t-AML/t-MDS
respectively), positive for NQOI*2 only (n = 101 and 23 for
CG and t-AML/t-MDS respectively) and positive for all three
polymorphisms (n =1 and 2 for CG and t-AML/t-MDS
respectively), showed a wide statistical difference between the
t-AML/t-MDS and CG subjects (5 = 12:08, P = 0:002). The
haplotype that was negative for the three polymorphisms
decreased the risk of t-AML/t-MDS 18-fold (OR = 0054, 95%
CI = 0-005-0-63, P = 0:02), due to the greater incidence of the
haplotype in the CG in comparison to t-AML/t-MDS [175/277
(63%) vs. 19/44 (43%)]. In contrast, positivity for only for
NQO1*2 and positivity for all the three polymorphisms
increased the risk of t-AML/t-MDS (OR = 209, 95% CI:
1-08-4-03; P = 0027 and OR = 1842, 95% CI = 1-59-212,
P = 0:02 respectively) as consequence of the greater incidence
shown in t-AML/t-MDS in relation to the CG [23/44 (52%)
and 101/277 (36%) respectively].

Discussion

This study found that the profile of polymorphisms CY1A1%2A,
del{ GSTT1} and NQO1 "2 strongly modified the risk of t-AML/
t-MDS. Thus, the absence of the three polymorphisms
decreased the risk of t-AML/t-MDS 18-fold, whereas the
presence of only NQOI*2 or all three polymorphisms consid-
erably enhanced the risk of t-AMLA-MDS. However, an
assoclation was not detected between individual polymor-

phisms and t-AML/t-MDS. MNeither was there a statistical
association between the polymorphisms and the cytogenetics or
other biological characteristics of t-AML/t-MDS.

The lack of association between CYP3A4-V and t-ALM/t-
MDS &5 in agreement with the report of Blanco et al (2002)
and with our previous report (Collado et al, 2005), but it is in
disagreement with the study of Felix efal (1998). This is
probably because of the higher incidence of the V polymorph-
ism in the de novo acute leukaemia patients studied by Felix
et al, 1998) than in our patients (19% wvs. 8% respectively),
which was probably caused by the inclusion of non-Caucasians
in the earlier study.

With regard to the involvement of CYPIA1*2A with the risk
of leukaemia, a recent report (D"Alo et al, 2004 ) indicated that
the CYP1A1*4 allele had a higher incidence in AML than in
controls, but there was no association between CYPIAI®2A
and AML, although the incidence of CYPIA1*2A was greater in
AML cases than in controls. However, another study (Voso
et al, 2005) pointed out that the presence of the CYPIAI*2A
polymorphism confers an unfavourable prognosis for failure-
free survival and overall survival. In the present study, the
incidence of the CYPIAI*2A polymorphism in -AML/-MDS
cases and the CG was similar (about 21%). Our data do not
indicate why an increased risk of t-AML/t-MDS was conferred
by the combination of CYPIAI*2A and the del{GSTT1} and
NQ101*2 polymorphisms. A possible explanation may be a
linkage disequilibrium of CYPIAI*2A with other unknown
genetic polymorphisms.

In agreement with two previous reports (Naoe et al, 2000;
Allan etal, 2001), we observed no association between the
GSTTI-null genotype and the risk of developing t-AML/t-
MDS; however, we found a greater incidence of the GSTTI-
null genotype in t-AML/t-MDS patients than in the CG (20:5%
vs. 13:7%, Table I1I). Conversely, Sasai et al (1999), in a study
of Japanese patients (18 t-AML and 43 controls] reported a
significant association between the GSTT!-null genotype and
t-AMLA-MDS (OR = 4-62; 95% CI: 1-48-14+4). In a case—
control study with 92 adults with MDS and 190 controls, Chen
et al (1996) showed that the individuals of the GSTTI-null
genotype had an increased risk of MDS (OR = 4-3; 95% CI:
2:5=7-4).

Several studies carried out on adults of different ethnic
groups have found an association between NQOI*2 poly-
morphism and t-AML/t-MDS (Larson et al, 1999; Naoe et al,
2000). Hence, it was reported that t-AML/t-MDS patients had
a significantly higher proportion of individuals homozygous
and heterozygous for the NQOI1*2 allele compared with the
control population (52% and 72% in t-AML/t-MDS vs. 22%
or 58% in controls respectively). Moreover, homozygosity for
NQO1*2 conferred a 2:6-fold increase in the risk of t-AML/t-
MDS compared with the wild type allele (Naoe et al, 2000).
Additionally, it was observed that this polymorphism was
strongly associated with t-AML/t-MDS  abnormalities on
chromosomes 5 andfor 7 (Larson ef al, 1999). However,
Blanco ef al (2002), in a study of 224 children with ALL, did
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not find differences in the incidence of NQO1*2 between the
53 cases of t-AML/t-MDS (patients treated for ALL who
develop t-AML/t-MDS) and the 215 controls (patients treated
for ALL who did not develop t-AML/t-MDS). We did not
observe a statistical association between the polymorphism and
t-AML/t-MDS, but the incidence of NQOI*2 was clearly
greater in the t-AML/t-MDS cases than in the CG (47-3% vs.
35-8%, respectively, Table IIT).

The CG of our study was composed of healthy volunteers,
however the statistical differences found between cases and
controls should be attributed, with all likelihood, to t-AML/t-
MDS more than to the PM. Thus, it is very unlikely that they
could be related to a heterogeneous spectra of more than 13
PMs (Table I). Moreover, we found a similar incidence of the
polymorphisms studied in t-AML/t-MDS and de nove AML
(data not shown). Furthermore, to our knowledge, no report
has confirmed the relevance of genetic polymorphisms in the
risk of cancer, except as modifiers of the risk conferred by
mutations in genes that predispose to cancer, such as the
polymorphisms of RAD51 in subjects with BRCA2 mutations
(Levy-Lahad e al, 2001).

In conclusion, our results indicate that the profile of
CYIAI*2A, del{GSTT1} and NQOI*2 polymorphisms is asso-
ciated with a genetic predisposition to t-AML/t-MDS. The
absence of any of these polymorphisms minimizes the risk of
t-AML{t-MDS, and the presence of NQOI*2 or any of the
three polymorphisms will increase the risk of t-AML/t-MDS.
However, the reduced size of the t-AML/t-MDS group makes
it difficult to obtain firm statistical conclusions. Therefore, our
conclusions should be considered as preliminary until they are
confirmed by future studies.
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