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INTRODUCCION

Los eosindfilos son los granulocitos encargadosladelefensa frente a las
infecciones parasitarias e intervienen en la remacd tisular mediante la liberacion
de diversas citoquinas, tanto en condiciones figichs como en la respuesta a tumores
(Kita, 2011; Gatault et al, 2012; Ishibashi et 2006). La eosinofilia persistente
constituye un problema de salud en los paisesasndé desarrollo, donde en la mayoria
de las ocasiones es un proceso reactivo y, en mereiida, en el mundo
industrializado, donde la ausencia de marcadoreslatalidad de los eosindfilos ha
dificultado su correcto diagnéstico. Esta situagérha modificado en la Ultima década
debido a un aumento considerable en el conocimietbre los mecanismos
subyacentes de la hipereosinofilia (HE) y de suwslarganicos. Este progreso se ha
asociado con el hallazgo de alteraciones en logssggde fusién relacionados con el
dominio catalitico tirosina kinasa (TK), que se haloservado en las hemopatias
malignas y en los tumores solidos. A nivel clinita,identificacion de los genes de
fusidon con actividad tirosina kinasa no solo haderuna relevancia diagndstica, sino

gue ha facilitado el tratamiento de estos procdeapje ha mejorado su prondstico.

Toda propuesta de clasificacion de los tumoresgmadi debera incluir las
enfermedades que sean clinicamente significatolasamente definidas y que puedan
ser diagnosticadas mediante la tecnologia y losodoét disponibles. Estas
clasificaciones deben ser flexibles y modificabpgga poder adaptarse a los datos
aportados por la investigacion. Estas premisagnigiiena vigencia en la clasificacion
de los trastornos de los eosindfilos donde los @a@snimoleculares se han incorporado
tanto a las clasificaciones de la Organizacion Nainde la Salud (OMS) o de la
Sociedad Internacional de Eosindfilos (IES) (Klieh al, 2006; Noel, 2012). Sin
embargo, varias cuestiones relativas a las defimds y la clasificacion de los
trastornos eosinofilicos permanecen sin respuestgug no se dispone de suficientes
datos acerca de la epidemiologia de estas enfedegda evolucion de estos procesos
con el uso de los inhibidores tirosina kinasa rté egen documentada y el nimero de
casos en los que se puede establecer la clonalglgotoceso es aun insuficiente. Por
ello, en este trabajo de tesis doctoral, se abondastas cuestiones controvertidas,
basandonos en la clasificacion de las hemopatidignas de la OMS de 2008 para

proponer un estudio de las eosinofilias con unagurdanultidisciplinario.
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INTRODUCCION

1.1. Eosinofilia

Se considera eosinofilia la presencia mantenidi esangre periférica (SP) de
mas de 500 eosindfilos/pL. La hipereosinofilia (H& define por una eosinofilia
marcada, patoldgica y persistente de al menos ubGfnfirmado durante un periodo
de varios meses. En la médula 6sea, el términoeHpleca cuando se observan mas del
20% de eosindfilos del total de las células nu@sadin asi bien, la definicion tiene
que adaptarse a la situacion clinica ya que erndsrmos con dafio evidente de los
organos diana relacionado con la hipereosinofiliragamiento debe ser introducido
inmediatamente. (Valent et al, 2012). Sin embangdhay una definicién exacta de HE
en los 6rganos extramedulares (Horny et al, 20Hlent et al, 2012). En condiciones
normales los eosinofilos no son detectables etejmos y érganos normales, salvo en
la médula 0sea y en el tracto gastrointestinaldda#l recuento suele sobreestimarse
(DeBrosse et al, 2006; Powell et al, 2010). Paroalrario, la presencia de un pequefio
namero de eosindfilos en el miocardio debe ser idereda como un hallazgo

patologico.

Las eosinofilias se pueden dividir en reactivasclenales. En las eosinofilias
reactivas hay un aumento de eosindéfilos madurdslpoéles en relacion con procesos
alérgicos, infecciones o neoplasias. Por el cdotran las eosinofilias clonales los
eosinofilos o sus precursores forman parte del tlaroral y constituyen el objeto de

este trabajo de tesis doctoral.

1.2. Biologia de los eosinofilos

Los eosindfilos son células efectoras de estirgmugocitica que producen y
almacenan moléculas bioldgicamente activas, quéuyier citotoxinas, proteinas
citoestimuladoras, lipidos, péptidos quimiotactigositoquinas. Los granulos de los
eosinofilos humanos contienen cuatro proteinascipates: la proteina catidnica
eosinofilica (ECP), la proteina basica mayor (MBR)neurotoxina derivada de los
eosindfilos (EDN) y la peroxidasa eosinofilica (AQRosenberget al, 2013). Otras
caracteristicas destacadas de eosindfilos es euentigranulos primarios que contienen
cristales de Charcot-Leyden (ricos en galectinaylén lisofosfolipasa) y cuerpos
lipidicos, que son los sitios de sintesis de Isgetiil leucotrienos, los tromboxanos y
las prostaglandinagGleich GJ, 2000; Kita H, 2011).
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INTRODUCCION

En ciertas condiciones, los eosindfilos secretanmnsediadores granulares y de
este modo provocan la inflamacién y remodelacidrigjielo. En caso de una activacion
masiva y permanente, los mediadores de los edsisOfiueden inducir cambios
sustanciales como fibrosis tisular o trombosisay, Ip tanto, dafio organico (Hogan et
al, 2008; Kita, 2011).

1.3. Ontogenia y mecanismos de regulacion de losebfilos

Los eosindfilos derivan de las células precursofasmatopoyéticas
multipotentes y comprometidas. Los modelos actugpesitan al papel primordial de la
interleucina-5 (IL-5), con alguna contribucion d@ttor estimulante de colonias IL-3 y
del GM-CSF, en la promocién de la expansion detiape de los eosindfilos a partir de
los progenitores comprometidos en la médula dségura 1) (Valent et al, 2012;
Ackerman y Bochner, 2007).

Numerosos estudios se han centrado en analizantks de activacion y en la
expresion jerarquica de los factores de transaénipgue promueven el desarrollo de los
eosindfilos y se ha descrito la presencia de iotéwaes notables que implican a
miembros de la familia de proteinas de union a GAGATAL y GATA2), asi como
de potenciadoras de union CCAAT (por ejemplo, C/BBER/EBR) y de PU.1. La
expresion de GATAL o de GATA2 promueve el comprantiacia el linaje eosinofilico
y el desarrollo de las células progenitoras migleid.a pérdida de un sitio potenciador
de union a GATA en el raton GATAL da lugar a unadjg@a exclusiva del linaje de
eosinofilos y se ha observado la presencia deaict@mes funcionales entre GATAL,
PU.1 y C/EBR en lineas celulares de eosindfilos y de promiteciAdemas se han
identificado isoformas de C/EBPtanto activadoras como represoras, que modulan la
diferenciacion de las células progenitoras CD344osereosinéfilosn vitro (Bedi et al,
2009). Sin embargo, no hay factores de transcrpaodnocidos que regulen en
exclusiva la diferenciacion de los eosindfilos, @ua recientemente se han identificado
en la médula 6sea (MO) humana una serie de progesitomprometidos hacia la linea
eosinofilica(Mori et al, 2009). Estos progenitores son cél@a&s4 + CD38 + IL-3R
+ CD45RA-IL-5Rx + y generan solo eosinofilos en condiciones déivoukex vivo
enriguecidas en CSF, IL-3, IL-5, GM-CSF, eritropmya y trombopoyetina. Las
células progenitoras comprometidas de linaje llvbRon descendientes directas de los
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progenitores mieloides IL-GRcomunes y constituyen un linaje distinto al pradaca
partir de los progenitores de los granulocitos-mfagos (GMPs), que dan lugar a los

neutroéfilos y basofilos en el cultivo (Southam le2Q05).

Los eosindfilos también pueden desarrollarse arpadet células progenitoras
CD34 + que se encuentran fuera de la médula 6sgzarécular en el tejido pulmonar
en un proceso que depende de IL-5. La movilizaciémprogenitores CD34 + de la
médula ésea a los pulmones se ha observado en omodelraton con inflamacion

alérgica de las vias respiratorias. (Figura 1) ($ou et al, 2005).

Médula 6sea Sangre periférica Organo diana

Péptidos quimiotacticos
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Figura 1. Modelo de desarrollo de los eosindfilosge la hipereosinofilia reactiva

Los eosindfilos estan originados por células prdageas hematopoyéticas multipotentes comprometidas.
progenitores eosinofilicos residen en la médula §seueden ser detectados en la sangre perif&icesarrollo de
los eosindfilos esta regulado por las citoquinasnedilicas (IL-3, GM-CSF y IL-5) localizadas enn@édula 6sea.
La HE inducida por las citoquinas en la sangref@dca esta acompafiada por HE tisular. La activacié los
eosindfilos y de las células endoteliales contrbay la transmigracion endotelial y a la infiltratide tejido
inflamatorio. La migracién y la acumulacion de lessindfilos en los tejidos estan mediadas por kystigos
quimiotéacticos guimioquina$, citoquinas y otros mediadores. La acumulaciofodeosindfilos se produce por una
apoptosis disminuida y por otros mecanismos medigdo citoquinas en los tejidos. La activacionatedosinofilos
permite la degranulacion y la secrecion de estdssetejidos, como consecuencia el dafio tisulad asdtmpariado de
fibrosis y trombosis.

HE: Hipereosinofilia; GM-CSF: Factor estimuladoratdonias de Granulocitos/Macréfagos; IL: Interlews, PAF:
Factor activador de plaquetas; SGEem cell facto(Valent et al, 2012)

Ademas de los factores de crecimiento clasicosimlados con los eosindfilos,

otras citoquinas, tales como el factor de crecitieerivado de las plaquetas (PDGF) y
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el factor de crecimiento neural (NGF), pueden dessiar un papel en la regulacion del
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desarrollo de los eosindfilos y en su funcion (Negal, 2002) (Tabla 1).

Tabla 1. Citoquinas, péptidos y receptores que regam el crecimiento y la regulacion de los eosinéfdo

Citoquina/Péptido

IL-2
IL-3

IL-4
IL-5

GM-CSF

IL-10
IL-12
IL-13
IL-16
IL-25
IL-27
IL-33
VEGF
Angiopoyetina-1
PDGF
FGF
TGF-p1
TGF-p2
IFN-a
IFN-y
RANTES (CCL5)
MCP-3 (CCL7)
MCP-4 (CCL13)
Eotaxina (CCL11)
Eotaxina-2 (CCL24)
Eotaxina-3 (CCL26)
SDF-1 (CXCL12)
PAF
Factores del Complemento
Receptor Toll-like
VIP
GCs

IL: Interleucina; CCL: ligando de quimioquina; GC: Gbeorticosteroide; GM-CSF: Factor estimulante
de colonias Granulocitas/macrofagos; MCP: Proteim@miqtactica del monocito; PAF: Factor activador

(modificado de Valent et al, 2012)

Efectos sobre los eosindfilos

Activacion de eosinéfilos CD25+

Diferenciacion, supervivencia, adhesién, migracion,
activacion, preparacion

Preparacion para los efectos de las quimiotaxinas

Diferenciacion, supervivencia, adhesién, migracion,
activacion, preparacion

Diferenciacion, supervivencia, adhesion, migracion,
activacion, preparacion

Inhibidora (activacion, supervivencia)
Inhibidora (activacion)
Desconocido
Activacion, preparacion
Supervivencia, activacion
Supervivencia, activacion
Adhesion, migracion, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion?
Activacion?
Activacion?

Inhibidora (diferenciacion, activacion)
Inhibidora (diferenciacion, activacion?)
Inhibidora (crecimiento)
Inhibidora (crecimiento, migracion)
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis
Quimiotaxis, activacion
Quimiotaxis, activacion
Supervivencia, activacion
Quimiotaxis

Inhibidora (activacion)

plaquetario; R: Receptor; VIP: Péptido vasointestinal

T Los eosindfilos derivados de los enfermos con Suten expresar CD25.
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Receptor/es conocido/s

T IL-2RA/CD25
IL-3R/CD123+$C

IL-4R/CD124
IL-5R/CD125+$C

GMCSFR/CD116+pC

IL-10R
IL-12R
IL-13R

CD4,CDY(?),CCR3
IL-25R
IL-27R

IL-33R/ST2
VEGFR-1/FLT-1
Tie-2/TEK
PDGFRA/B
FGFR1
TGF-B1R
TGF-B2R
IFN-a-R
IFN-y-R
CCR3
CCR
CCR3
CCR3
CCR3
CCR3
CXCR4
PAF-R

C3aR, C5aR, C3ay C5a

TLR1,4,7,9,10
VIP-Rs
GCR
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Otras citoquinas y ligandos de quimioquinas (CQGh)es como la IL-16, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGH),CE€L5 (RANTES), la CCL11
(eotaxina), la CCL24 (eotaxina-2), la CCL26 (eataxB) y el factor de activacion
plaquetario (PAF), que induce la migracion y langotaxis de eosindfilos, pueden
contribuir a la regulaciéon de los eosindfilos (\fdalet al, 2012). La mayor parte de estos
mediadores peptidicos también provocan la activaggeosinofilos, pudiéndose alterar

las propiedades de adherencia de estas células @ab

Generalmente, la eosinofilia reactiva y la paratésipa estan provocadas por
una respuesta secundaria a las citoquinas eosiétigas; como la IL5 o el GM-CSF,
mientras que los eosindfilos clonales son resultaelda fusion genética o de una
mutacion, que activa constitutivamente los recegtale algunas citoquinas, como
PDGFRo FGFR (Tefferi et al, 2006; Bain, 2010).

Por ultimo, el crecimiento, la supervivencia y lamd¢ion de los eosindfilos en la
sangre son controlados por varios reguladores imegatcomo Siglec-8, y otros
receptores inhibitorios. También se ha descrito eug@GF$, el IFN-o y el IFN«y
suprimen el crecimiento inducido por citoquinasaydiferenciacion de los eosindfilos
humanosn vitro (Tabla 1). Estos inhibidores solubles, como el-{fNontrarrestan la
migracion de los eosindfilos inducida por citoqeindodos estos efectos de las
citoquinas estan mediados por receptores especiixoresados en eosinofilos (Figura
2). Los eosinofilos también poseen receptores gla@corticoides (GC), que inhiben
el crecimiento y la funcion de los eosindfilos.rtimero de receptores GC detectables
en los eosindfilos se correlaciona con la respudsstsstas células a los GCs (Rosenberg
et al, 2013).
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Receptores de mediadores lipidices
+ Receptor del factor de activacion plaquetaria

+ DPZ receptor de prostaglandina (CRTHZ) Receprores quimilotcticos
+ 0PI receptor de prostaglandina « CCR1, CCR3, CCR#, CCR3, CORG, CCRE, CORI
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Figura 2. Receptores que modulan la adhesion, elemimiento, la supervivencia y la migracion de los
eosinofilos

(Rosenberg et al, 2013)

En la Tabla 2 se describen los efectos de los ptoduwde los eosindfilos en los
procesos inflamatorios observados en los tejiddsiga en el dafio organico producido
en el SHE el papel patogénico de los mediadorasadiers de eosindfilos y citoquinas
esta poco determinado. Se ha demostrado que lo&&@s promueven la fibrosis y la
trombosis tanto mediante la activacion de las aslehdoteliales y/o de las plaquetas a
través de las acciones mediadas por la expresidonsdmediadores protrombaticos,
como de la liberacion de antifibrinoliticos o dathibidor del activador del
plasminégeno-2. De hecho, los eosindfilos activadéss eosinofilos neoplasicos son
una fuente particularmente rica de citoquinas nilainatorias, angiogénicas y
fibrogénicas. Estos mediadores derivados de lom@&ides pueden actuar juntos para
causar el dafio tisular en los enfermos con HE (fa&eal, 2012).
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Tabla 2. Componentes principales de los eosindfilgssu papel en el desarrollo de la hipereosinofilia

Sustancia dal eosinéfilo

Proteinas basicas
MBP

ECP

EDN

EPO

Enzimas
Lisofosfolipasa
Fosfolipasa D
Arilsulfatasa B
Histaminasa
Catalasa
Fosfatasa acida
Esterasas inespecificas
Hexosaminidasa

Citoquinas
IL-1a
IL-2

IL-3

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8
IL-13
GM-CSF
TGF-a
TGF-g
TNF-a
OSM

Quimioquinas
MIP-1a (CCL3)
RANTES (CCL5)
Eotaxina (CCL11)

(Valent et al, 2012)

Efectos producidos en el dafio organico relacionadmn la eosinofilia

Efecto tdxico directo, citoestimulador

Efecto toxico directo, secrecion mucosa, filisis

Efecto toxico directo, efectos de lignado dELR2, RNasa
Efecto toxico directo, citoestimulador

Efecto toxico directo

Adhesion dependiente de LFA
Hidrolasa lisosémica
Degradacion de la histamina
Efecto toxico directo

Efecto tdxico directo

Efecto toxidioecto
Efecto tdxico directo

Activacion endotelial, inflamacion

Activacion de los linfocitos T

Amplificacién de la eosinofilia

Maduracion de la célula B y activacion del mastocito
Amplificacién de la eosinofilia

Maduracion linfocitaria

Incremento y activacion de los leucocitos
Hiperreactividad bronquial, mucosecrecién ymaduracién de las células B
Activacion leucocitaria/eosinofilica

Fibrosis, inhibicion del crecimiento

Fibrosis, inhibicion del crecimiento

Activacion endotelial, inflamacion, caguexia
Fibrosis, angiogénesis

Incremento y activacion de los leucocitos
Incremento y activacion de los leuantos
Incremento de los leucocitos

Mediadores derivados de membrana

LTC4
PAF
15-HETE

Mucosecrecion
Broncoconstriccion, edema
Efectos sobre las células sanguineasisutares

1.4. La eosinofilia en las enfermedades mieloproéifativas

La aparicion de eosinofilia es un hallazgo relatieate frecuente en

las

hemopatias mieloides. De ellas, las que sueleremi@scon mayor frecuencia esta
alteracion son la leucemia mieloide crénica (LMl@ys neoplasias mieloproliferativas
con mutacion deJAK2 algunos tipos de leucemia mieloblastica agudaALM la
mastocitosis sistémica avanzada (MS). Todas eladneintegradas dentro de las
neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMP) erl&sificacion de la OMS. En estos
pacientes los eosinofilos generalmente pertendceloramaligno. Por el contrario, en
los pacientes con neoplasias linfoides y en losotam sélidos los eosindfilos son
células no neoplasicas (Valent, 2009; Cross y R€Ii08).
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1.4.1. Clasificaciones de la hipereosinofilia

En 2006, el grupo de trabajo de las Enfermedadeerelsinofilicas de la
Sociedad Internacional de Eosindfilos (IES) propusalgoritmo de clasificacion para
estos trastornos, que incluye las siguientes cetego(1l) Mieloproliferativas, (2)
Linfocitica, (3) Familiar, (4) De solapamiento (&ddilos > 1,500/uL con afectacion de
solo un érgano), (5) Asociadas, donde se observaimero de eosindfilos 1,500/uL
en el contexto de otro diagndstico como la enfeademflamatoria intestinal o el
sindrome linfoproliferativo autoinmune, en el que dosinofilia rara vez produce

afectacion organica. (Klion et al, 2006).

Sin embargo, la descripcion de una serie de haltaawleculares caracteristicos

de algunos tipos de eosinofilias, tales como losdenamientos de los geneBGFRB

y FGFR1o0 la fusionPDGFRAFIP1L1 motivd, en el afio 2008, una nueva clasificacion
de estas enfermedades por la OMS. (Bain et al,)2@B8esta manera, las neoplasias
mieloides y linfoides asociadas con eosinofilianeloy alteraciones de los genes
PDGFRA PDGFRBo FGFR1se clasificaron en una nueva categoria (VardirdahQ),

si bien es cierto que estas enfermedades est@tlemtnente relacionadas con el resto
de las NMP (Tabla 3).

Por su parte, la OMS divide los trastornos mieleidgociados con eosinofilia en
dos subgrupos: (1) las neoplasias mieloides yitiefcon eosinofilia asociada con los
reordenamientos d@DGFRA PDGFRBo FGFRL1y (2) Leucemia Eosinofilica Cronica
(LEC) no especificada (NOS). Los criterios de LERNOS) son: (a) recuento de
eosinofilos>1.500/uL; (b) ausencia de fusion BCR/ABL o de lesrdenamientos de
PDGFRA PDGFRBY FGFRZ; (c) recuento de células blasticas en la sangif&pea o
en la medula 6sea <20% y ausencia de inv(16)(p)3ders;16)(pl3;922) u otro
criterio de diagnostico de leucemia mieloide agyda;presencia de una citogenética
clonal o anomalia genética molecular, o de célbllasticas >2% en la sangre periférica

0 >5% en la medula 6sea.

En la propuesta de la OMS el SHE idiopatico sengeiomo la presencia de
eosinofilia >1.500/uL durante mas de 6 meses csfuntion organica, sin otras causas
primarias o secundarias de la eosinofilia. La dorade 6 meses de eosinofilia es
arbitraria y, en muchas ocasiones, se puede hacealiagnéstico de SHE con una
eosinofilia mantenida mas de un mes y con afeataciganica. Se prefiere usar el
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término de hipereosinofilia idiopatica cuando noy ltafio tisular y se descarta la
presencia de un clon progenitor patolégico mieloid

En la clasificacion revisada del grupo IES (Simbalg2010) el SHE se definio
como la presencia de eosinofilia en la sargr&00 /L al menos en dos ocasiones o la
presencia de eosinofilia marcada en la sangre widerecia de sintomas motivados por
la infiltracidn tisular por los eosindéfilos una veescartadas otras causas secundarias de
eosinofilia, tal como infecciones parasitariasnahdas, enfermedades alérgicas inducidas
por farmacos o quimicos, eosinofilia inducida peoplasia e hipoadrenalismo. En esta
clasificacién revisada, ademas de los sindromdsplialiferativos T asociados con
SHE, los pacientes que tienen hipereosinofilia leroetexto de una linfoproliferaciéon
de células T se han incluido en las formas linbos@s de SHE. Ademas se incluyen
casos clasificados como no-definido, con solapaimienia forma de “similar a SHE”
con aumento de linfocitos (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de las neoplasias eosinofgis mieloproliferativas de la OMS (2008) y del grupdES
(2010)

Adaptado de “Eosinophilic Myeloproliferative Disers” (Klion, 2011) y “Myelodysplastic/myeloprolifative
neoplasms” (Cazzola et al, 2011)

OMS 2008 Grupo de trabajo IES
e Neoplasias Mieloides y Linfoides e Variantes Mieloproliferativas
asociadas con hipereosinofilia y SHE Mieloproliferativas
alteraciones dePDGFRA LEC(incluye los casos con fusion

FIP1L1/PDGFRA)

e Neoplasias Mieloides yinfoides
asociadas con hipereosinofilia y * Variantes Linfociticas
alteraciones dePDGFRB Asociadas 8LP-T clonal

Sin clonalidad

e Neoplasias Mieloides y Linfoides

asociadas con hipereosinofilia y e Superpuestos: Trastornos eosinofilicos con

alteraciones decGER1 afectacion organica
. o L e Indefinido
e Leucemia eosinofilica cronicasin Benigno
otra especificacion(LEC-NOS) Episodica
otros

e SHE idiopatico
e Asociado

e Hipereosinofilia idiopatica e Familiar

Ambas clasificaciones tienen sus limitaciones: l&sificacion de la OMS no
incluye las categorias linfocitica y familiares g establece un diagnostico concreto

para los pacientes con mastocitosis sistéemicaad®cion el aumento de los eosinofilos
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(MS-eo0) (Bain et al, 2008). En cambio, en la cleadién de la IES los pacientes con
eosinofilia mieloproliferativa no se definen bierelygrupo de eosinofilias asociadas a
reordenamientos de los gerRSGFRBo FGFR1no estan contemplados. (Klion et al,
2006).

1.4.2. Epidemiologia del SHE

La incidencia y la prevalencia del SHE no estam biefinidas. La presencia de
anomalias genéticas, como los reordenamientos dgdnesPDGFRA PDGFRB o
FGFRY, solo se observa en una minoria de estos pacidintelos Estados Unidos, la
incidencia de las neoplasias mieloproliferativas ¢asion FIP1L1-PDGFRA se ha
extrapolado a partir del programa SEERurfveillance, Epidemiology and End Regults
y se ha estimado que la tasa ajustada por la exildéd 8,036 casos por cada 100.000
personas al afio. La proporcion hombre/mujer es ,dé€, 1la mediana de edad de
presentacion se sitla entre 65 y 74 afos, y epercal en niflos (Crane et al, 2010;
Rives et al, 2005). Por razones desconocidas, lon@ade los pacientes con fusion
FIP1L1-PDGFRAO de las variantes mieloproliferativas de SHE lsombres, mientras
gue los demas tipos de eosinofilia no presentanpasferencia de género (Baccarani et
al, 2007; Jovanovic et al, 2007). Los estudios araplios han revelado que la fusion
FIP1L1-PDGFRApuede estar presente hasta en el 15% de los esf@on eosinofilia
idiopatica en paises desarrollados (Jovanovig €08l7; Pardanani et al, 2006).

1.4.3. Clinica y tratamiento del SHE

En la mayoria de las ocasiones la clinica de Idsrmos con SHE o las
entidades relacionadas dependen de los 6rgandsraihdis por los eosindfilos.
Generalmente, el dafio se limita a ciertos 6rgaao®l corazdn, los pulmones, la piel
o el tracto gastrointestinal. Son frecuentes labrasis y la fibrosis endomiocardica.
Todavia se desconoce la causa por la que la LEQusan PDGFRA/FIP1L1tiende a
causar alteraciones endomiocardicas, mientras dues @rganos, como el tubo

digestivo, se afectan con menos frecuencia.

El tratamiento de inicio de estos enfermos ha eildoso de esteroides a altas
dosis, que suele ser eficaz en la mayoria de kssc&in embargo, los enfermos con
fusion PDGFRAFIP1L1 o con reordenamientos del geDGFRB suelen responder a
los inhibidores tirosina kinasa (Gleich et al, 20DRetzgeroth et al, 2008; David et al,
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2007). En el primer caso las dosis usadas son pagehneralmente con 100 mg/d de
imatinib es suficiente para lograr la respuestanyneichos casos se obtiene una
remision molecular. (Klion et al, 2004). Sin emlgrips enfermos con reordenamiento
de PDGFRBnNecesitan, por regla general, dosis mas altasdtnib. Se ha descrito la

aparicion de resistencias al tratamiento, peropgmo frecuentes. (Lierman et al, 2009;
Cools et al, 2003; Von Bubnoff et al, 2011). Porcehtrario, los enfermos con

eosinofilia en ausencia de la alteracion en elptecedel PDGF no suelen responder al

imatinib.

1.4.4. Patogenia del SHE

La descripcion de reordenamientos en los g&ieg6FRAyY PDGFRBen los
enfermos con LEC ha motivado que una gran partka devestigacion acerca de los
mecanismos implicados en la produccion de estasraatlades se centre en el estudio

de estos receptores.

A finales de los setenta, el factor de crecimietdoivado de las plaquetas
(PDGF) se purifico de los extractos de plaquetas yaracterizé como un mitégeno
para los fibroblastos y las células de origen mggiemal. En los seres humanos, varias
isoformas diméricas se producen a partir de cuganes diferentes: PDGFR-A, -B, -C

y —D.

Los receptores de PDGF pertenecen al grupo llladiamilia de receptores
tirosina kinasa, que también incluye c-KIT, FLT8lyeceptor del factor estimulante de
colonias de macréfagos (Toffalini y Demoulin, 201BPGFRAY PDGFRB son dos
genes homologos que codifican para los recepiorggl. Ahora bien, mientras que
PDGFRA se une a todos los ligandos salvo PDGF-DGIFRB se une solamente a
PDGF-B y D. Los dos receptores del PDGF compartedaminio comun gue consta
de cinco dominios extracelulares de tipo inmunogiliola, un solo dominio
transmembrana y un dominiSplit-TK intracelular, que se divide en dos l6bulos

conectados por un enlazador polipéptididico flex{Bligura 3).
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Figura 3. Esquema representativo del gen PDGFR.
Dominio Ig-like: dominio extracelular de Ig-likeug se implica en la interaccion proteina-ligandbt: Hominio
transmembrana; El dominio Split-TK es una RTK deeldl del dominio kinasa citoplasmatica con ureencion de
70 a 100 residuos hidrofilicos (modificado de Tinfid et al, 2010)

En ausencia de ligando, las tres regiones del donkmasa: el dominio
yuxtamembrana intracelular, &op de activacion del dominio kinasa y la cola C-
terminal, se mantienen en un estado inactivo (@riét al, 2004; Chiara et al, 2004). El

"loop" de activacion, en particular, impide el pasola sefializacion a la forma activa.

El PDGF es un ligando dimérico, que forma un cojppten dos moléculas de
receptor de PDGF, es decir que el PDGF interactiralas tres primeros dominios
similares a Ig. Por lo tanto, la union de PDGF cella dimerizacidon del receptor, que
se facilita por el dominidg-like. Los estudios mas recientes sugieren que el @cept
también sufre algunos cambios conformacionaleslarasmion de ligando (Yang et al,
2008). Este proceso lleva dos dominios kinasas i entre si y estabiliza la
conformacion activa, lo que conduce a la transfdafddon de restos tirosinas de la
parte citoplasmatica, que son criticos para lalaegin del bucle de activacion del

nucleo catalitico y del dominio yuxtamembrana (Muaat al, 2007).

Estas fosfotirosinas actian como sitios de andajdos dominios SH2Sfc
Homology 2 de una variedad de proteinas de transduccideities intracelulares, que
incluyen la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), fasfolipasa C (PLC) y varias quinasas

de la familia Src, que son compartidos por los RIEKipo IlI.

35



INTRODUCCION

’PDGF
@ Fostortyr \ Ligando

@ Fosfo-ser/thr

PDGFR xo 3

] transmembrana

_STATS @7

@ STAT3 ) & SRC

Ca—

GaB1  SHPZ /
@ //
GRB2
RAS - - @ o
— T — s 7 Activacion de loop
! 808 SHE U (NeK @ \' _NHERF
- —_—
Raf o @ / @
- 119 2B PLCy —> PKC
vly. T = _pl10 ~— o
MEK J ©)
_ CBL
ol @ K1 o @ ®
ERK1/2 AKT ———> ( BAD
o N
mTOR . FOXO0
e — T

Figura 4: Receptores y sefializacion de PDGF
Los dominios PDGFR se representan en color ana@njas$ flechas representan la interaccion de prasey/o
fosforilacion. La fosforilacion de tirosinas (tyesta representada por un disco de color verdeselasas (ser) y
treoninas (thr) fosforiladas se representan endnarscuro (Demoulin y Montano-Almendras, 2012)

Al contrario que otros RTK, como FLT3, cKIT y CFM&s receptores de
PDGFRnNo son criticos para la hematopoyesis. Sin embargba descrito que existen
niveles bajos de expresion B®GFR en algunas células hematopoyéticas. Los ratones
"Knock-out" 1.4.5. parDGFRBY PDGFB presentan defectos en la hematopoyesis,
pero parece que son secundarios a la vasculanzatiérada (Heldin y Vestermark,

1999; Su et al, 2002; Kaminski et al, 2001).

En las NMP es frecuente encontrar casos con edsna@sociada con
reordenamientos de los geneBGFRA PDGFRBY FGFRL1 La primera alteracion
genética de estos receptores fue descrita en 1884pacientes con leucemia
mielomonocitica cronica que tenian una t(5;12)(n83), que motiva la fusidén del gen
PDGFRBcon el genTEL (ETVG (Golub et al, 1994). Desde entonces se han descri
muchas otras mutaciones sobre todo en las neaplasedoproliferativas y en algunos
tumores soélidos como los tumores del estroma gasgstinal y los gliomas (Ostman y
Heldin, 2007). Una caracteristica comun es queqoigta de los 3 genes implicados
puede reordenarse con otros muchos genes. Enldadtate recogen los cambios mas
frecuentemente observados. La alteraciones masuefmiegs son la fusion
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PDGFRAFIP1L], que se observa en torno al 15% de las eosirmiil@nales, la fusion
PDGFRB/ETV6y la fusionZMYM2-FGFR1 La mayoria de ellas s6lo se han descrito
en casos aislados.

Tabla 4. Alteraciones moleculares mas frecuentes éas enfermedades mieloides y linfoides asociadasico
eosinofilia

Gen de fusion defe_s.to A_nomali,a_ Frecuencia estimada en la :;ﬁfmu:::':n la
molecular/ mutacion citogenética NMP-eo (%) LEC (%)
Anomalias del gen PDGFRA

FIP1L1-PDGFRA del(4gq12) 5 10-20
STRN-PDGFRA t(2;4)(p22;q12) <5 <5
CDK5RAP2-PDGFRA ins(9;4)(gq33;q12;g25) <5 <5
KIF5B-PDGFRA t(4;10)(q12;p11) <5 <5
BCR-PDGFRA t(4;22)(q12;q11) <5 <5
ETV6-PDGFRA t(4;12)(q12;p13) <5 5
Anomalias del gen PDGFRB

TPM3-PDGFRB t(1;5)(g21;933) <1 <1
PDE4DIP-PDGFRB t(1;5)(g23;q933) <1 <1
SPTBN1-PDGFRB t(2;5)(p16;q33) <1 <1
WDR48-PDGFRB t(3;5)(p22;q33) <1 <1
GOLGA4-PDGFRB t(3;5)(p22;q33) <1 <1
PRKG2-PDGFRB t(4;5;5)(g23;923;q931) <1 <1
HIP1-PDGFRB t(5;7)(q33;q11) <1 <1
KANK1-PDGFRB t(5;9)(q33;p24) <1 <1
CCDC6-PDGFRB t(5;10)(q33;921) <1 <1
CAPRIN1-PDGFRB t(1;5;11)(p34;q933;p13) <1 <1
ERC1-PDGFRB t(5;12)(q33;p13) <1 <1
BIN2-PDGFRB t(5;12)(q33;q13) <1 <1
ETV6-PDGFRB t(5;12)(q33;p13) <1 <1
SART3-PDGFRB t(5;12)(q33;G24) <1 <1
GIT2-PDGFRB t(5;12)(q33;G24) <1 <1
CCDC88C-PDGFRB t(5;14)(q33;G32) <1 <1
TRIP11-PDGFRB t(5;14)(q33;932) <1 <1
NIN-PDGFRB t(5;14)(q33;q24) <1 <1
TP53BP1-PDGFRB t(5;15)(g33;922) <1 <1
NDE1-PDGFRB t(5;16)(q33;p13) <1 <1
SPECC1-PDGFRB t(5;17)(q33;p11) <1 <1
MYO18A-PDGFRB t(5;17)(g33;q11) <1 <1
RABEP1-PDGFRB t(5;17)(q33;p13) <1 <1
Anomalias del gen FGFR1

FGFR10OP-FGFR1 t(6;8)(q27;p11) <1 <1
TRIM24-FGFR1 t(7:8)(q34;p11) <1 <1
CEP110-FGFR1 t(8;9)(p12;q33) <1 <1
CPSF6-FGFR1 t(8;12)(p11;q15) <1 <1
FGFR10OP-FGFR1 t(6;8)(q27;p11) <1 <1
NUP98-FGFR1 t(8;11)(p11;p15) <1 <1
HERVK-FGFR1 t(8;19)(p11;q13) <1 <1
FGFR10P2-PDGFRA ins(12;8)(p11;p11p22) <1 <1
ZMYM2-FGFR1 t(8;13)(p11;q12) <1 <1
MYO18A-FGFR1 t(8;17)(p11;g23) <1 <1
CUX1-FGFR1 t(7:8)(q22;p11) <1 <1
LRRFIP1-FGFR1 t(2;8)(q37;p11) <1 <1
BCR-FGFR1 t(8;22)(p11;q11) <1 <1
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Gen de fusion defecto Anomalia Frecuencia estimada en la Frecuencia

molecular/ mutacién citogenética NMP-eo (%) estimada en la
LEC (%)

Anomalias y mutaciones en otros genes

PCM1-JAK2 t(8;9)(p21;p24) <1 <1

ETV6-JAK2 t(9;12)(p24;p13) <1 <1

BCR-JAK2 £(9;22)(ql1;p24) <1 <1

SPTBN1-FLT3 t(2;13)(p16;q12) <1 <1

ETV6-FLT3 t(12;13)(p13;q12) <1 <1

ETV6-ACSL6 t(5;12)(q33;p12) <1 <1

CBF-MYH11 inv(16) <1 <1

BCR-ABL1 £(9;22)(q34;q911) <1 <1

KIT D816V - <1 <1

JAK2 V617F - <1 <1

PDGFRA Y849S/N659S = <1 <1

(Modificado de Valent et al, 2012).
LEC: leucemia eosinofilica crénica; NMP-eo: Neomasieloproliferativa con eosinofilia asociada

Se desconocen los mecanismos por los que se prtadatieracion en el locus
de PDGFR aunque se ha sugerido que pueda existir unaecilber en la reparacion
final del ADN no homélogo. Ademas, los genes ingaddios en las fusiones tienden a
agruparse en los sitios cromosomicos fragiles (Giaetdal, 2010; Burrow et al, 2009).
Respecto al geRDGFRB sus puntos de rotura, como en la mayoria de geoss de
fusion, se producen en los exones grandes, (Nowiamanos, 2006). Por el contrario,
los puntos de interrupcion d@DGFRA se localizan en el exdon 12, que codifica el
dominio yuxtamembrana, cuya interrupcion activgiateina de fusion. En la fusion
oncogénica, el otro gen que se fusiona siempreplega al extremo 5 d@DGFRAO
PDGFRB Por consiguiente, la expresion del producto oénmp de la fusion esta
controlada por el gen promotor del otro gen quieisiena. Por lo tanto, las proteinas de
fusion pueden ser sobreexpresadas en las céluas@umalmente no expresan los
receptores naturales de PDGF. Ademas de generasnoogén constitutivamente
activado, esta sobreexpresion es una consecuemga@tante del proceso de la fusion
del gen y su medida en la sangre de los enfermedeparientar el diagndstico y la

respuesta al tratamiento (Erben et al, 2010).

La activacion tirosina kinasa del producto de IsiGo puede ocurrir mediante
dos mecanismos diferentes (Figura 5). La primersiste en la oligomerizacion de la
proteina hibrida y generalmente se encuentra etiutdasnes dePDGFRB El otro
mecanismo se basa en la pérdida del dominio inhilyidxtamembrana, y se encuentra
en todas las fusiones B GFRAasi como en un subgrupo pequefio de los productos

de translocacion d&'DGFRB Los productos de la fusion de PDGFR se encueetnan
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el citosol. Este hallazgo explica que, aunque Seaacconstitutivamente, se escapan de
la ubiquitinacion y de la degradacién normal porlisbsoma lo que aumenta su

potencial de transformacion (Toffalini et al, 2009)

Mutacién de PDGFRa FIP1L1-PDGFRa y
fusiones de PDGFRa

Neoplasias mieloides con /
hipereosinofilia asociada

' !i ETV6-PDGFRB v
fusiones de PDGFRp

Figura 5. Activacion de los receptores de PDGF eas neoplasias hematolégicas
(Modif. de Demoulin y Montano-Almendras, 2012)

Recientemente se han descrito otras mutacione$ @gné&SF3R que suelen
observarse en enfermos con LNC o LMC atipica (Maxsal, 2013) y en el ggdALR
(Nangalia et al, 2013). Aun se desconoce si estdaaines pueden estar presentes en

enfermos con SHE.

1.4.5. Las Neoplasias Mieloides asociadas con eo$iia y anomalias
del genPDGFRA

La identificaciébn de una pérdida en el brazo ladgb cromosoma 4, de una
pequefia region de tan s6lo 800kb, que da lugarfasian de los geneBDGFRAY
FIP1L1, fue un hallazgo trascendental en el conocimiatgolas hipereosinofilias
mieloproliferativas (Cools et al, 2008ps puntos de rotura éAP1L1 son variables y
normalmente estan situados en una region de 40kindeéud, que abarca los intrones
7-10 del gen. En cambio, los puntos de interrupeidRDGFRASse restringen al exon
12 (Figura 6).
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GSH2

e 1 PDGFRA KIT
4q12 ¢ \4 ¢
centromérica telomérica
LNX RPL21 CHIC2

Regién delecionada (800 kb)

exon 11 intron 11 exonl2

...TGGAAACAGGTAGA... ...TATAGAAACCGAGG...

splice donor splice acceptor
site site

secuencia de ARN ...TGGAAACAGAAACCGAGG...
Secuencia de W K Q K P R

Figura 6. Puntos de ruptura en los genes PDGFRA y FIP1L1
(modificado de Coolst al, 2003)

El reordenamientd-IP1L1-PDGFRAse puede detectar mediante FISH o RT-
PCR. La deteccion de la fusiéitP1L1-PDGFRAmediante PCR se puede hacer tanto
en la sangre periférica como en la médula 0seacprgeniente usar una PCR anillada
para identificar la fusibn de manera fiable (Scetreal, 2006). La delecién del locus
CHIC2 en el cromosoma 412 se detecta por la FISH ¢ giara analizar esta fusion
génica. (Pardanani et al, 2003; Fink et al, 2009).

La presencia de |&IP1L1-PDGFRA es caracteristica de las eosinofilias
clonales, aunque no exclusiva, ya que es posibgerearla en algunos casos de
leucemia mieloblastica aguda y de linfoma linfobtsde células T (Metzgeroth et al,
2007; Hiwatari et al, 2008; Monma et al, 2006). &mnbargo, se ha demostrado que, en

las LAM, las mutaciones no son capaces de actastitutivamente el receptor.

Las NMP con fusiorFIP1L1-PDGFRAson un trastorno multisistémico. Las
manifestaciones de la enfermedad son secundariasirdiltracion eosinofilica del

tejido, la liberacién de los mediadores pro-inflaonas y de los productos toxicos de
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granulos. Se observa esplenomegalia en el 63%sdmbms (Vandenberghe et al, 2004;
Ogbogu et al, 2009). La complicacibn mas graveaefibrosis endomiocardica con
sintomas de miocardiopatia restrictiva. Tambiépusglen producir fibrosis secundarias
a la cicatrizacion de las valvulas mitral y triciglg) que pueden dar lugar a
insuficiencia valvular y a la formacion de trombogracardiacos (Kleinfeldt et al,
2010). En ocasiones puede afectarse el parénquimraopar y producirse una
enfermedad restrictiva u obstructiva pulmonar (Dehy et al, 2011). En estos

enfermos es frecuente la trombosis arteriales osas

Los eosindfilos pueden presentar un amplio espéetrmnomalias morfoldgicas,
como granulacion escasa con areas claras de aito@lavacuolizacion citoplasmatica,
tamafio anormal de los granulos y nucleos hipepodseigmentados. Son frecuentes la
presencia de anemia y de trombocitopenia (Baih, @088; Vandenberghe et al, 2004).
La médula 6sea es hipercelular, con aumento dad@idss y de sus precursores. La
maduracién de los eosindfilos es completamente aloi®® observa un aumento en los
niveles de triptasa sérica y de vitamina B12 eméyoria de los enfermos. Antes de
iniciar el tratamiento, es conveniente determinarivel sérico de troponina y realizar
un ecocardiograma porque en los pacientes con $Hfimento del nivel de troponina

cardiaca en el suero se correlaciona con la presdacardiomegalia.

El tratamiento de eleccion es el imatinib. La dasisial recomendada es 100
mg/dia. Los enfermos con fusiéiiP1L1/PDGFRAson mas sensibles a la inhibicién
por imatinib que los enfermos con fusiBCR-ABL La concentracion requerida de
imatinib para inhibir las células Ba/F3 que expneB#1L1-PDGFRAen un 50%
(ICs0) es 3,2 nmol/L, mientras que padB&R-ABLes 582 nmol/L (Cools et al, 2003).
Estos resultadom vitro se correlacionan estrechamente con los hallazgusos. La
mayoria de los expertos recomienda una dosis ddemanento de 100 mg/dia de
forma indefinida, aunque también se han usado ko dosis de 100 y 200 mg a la
semana (Helbig et al, 2008). Imatinib solo suprehelonPDGFR1/FIP1L] pero no lo
elimina; por esta razon, la interrupcién del farmaoroduce la recaida de la
enfermedad, si bien los enfermos responden arir@duccion de imatinib (Klion et al,
2007).

La gran mayoria de los enfermos con LEC y fusf#f®@GFR1/FIP1L1obtienen
remisiones hematoldgicas, mientras que solo un #d4%os enfermos con SHE sin
fusion PDGFR1/FIP1L1responden a imatinib. En estos enfermos la retpyeesede
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perderse con el tiempo (Baccarani et al, 2007).daxsentes con intolerancia a imatinib
pueden ser tratados con otros ITK como dasatimidoginib con resultados similares
(Imagawa et al, 2011; Tabouret et al, 2011). En pasientes con cardiomiopatia
evidente por eosindfilos y en pacientes con otramatbilidades cardiacas, se
recomienda el uso de corticoesteroides antes dtntiento con ITK (Pitini et al,

2003).

La aparicion de resistencia primaria a imatinib pego frecuente en estos
enfermos porque el dominio kinasa B®GFRA contiene una cantidad limitada de
residuos. Aun asi se han descrito casos aisladoga® mutaciones en la secuencia de
PDGFRA resultado de la modificacion de dos aminoacidagrd del dominio kinasa:
S601P y L629P, que pueden responder a imatinib ofsiet al, 2008; Elling et al,
2011). Sin embargo, la presencia de otras mutagioomo la T674l, la D842V y la
mutacion combinada de T6741-T874l suelen ser ediss a los ITK (Von Bubnoff et
al, 2011; Lierman et al, 2009). En estos enfermms mutaciones que confieren
resistencia a imatinib la mediana de apariciéradesistencia suele ser de 5 meses y se
acompafa de un aumento en el nimero de blastas MO [(Metzgeroth et al, 2012).
De todos los cambios observados en el ADN, la niat6741 es la mas resistente,
por lo que se la ha comparado con la mutacién T&b5los enfermos con fusién
BCR/ABL Estos enfermos no responden bien al uso de @tkgscomo nilotinib, o a

otros agentes como sorafenib o midostaurina (Medtget al, 2012).

En algunos casos las células resistentes a imgtigien hipermetilada la region
promotora del genPTEN En estos casos podria plantearse el uso de agente

hipometilantes como tratamiento adyuvante a los (Nlishioka et al, 2010).

Ademas del uso de ITK de segunda generacién, gualientes que desarrollan
resistencia al imatinib, puede considerarse epkaase alogénico hematopoyético, tanto
mieloablativo como de intensidad reducida. (Haldhwet al, 2006: Ueno et al, 2002).
El uso de interferon-alfa se ha abandonado endletipa clinica (Pardanani et al, 2004;
Schoffski et al, 2000).

1.4.6. Las Neoplasias Mieloides con eosinofilia asada y anomalias
del genPDGFRB

Las alteraciones del geADGFRB son una causa infrecuente de eosinofilia
clonal (David et al, 2007). Una caracteristica emale estas enfermedades es la gran
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cantidad de genes que pueden fusionarsdP@BFRB de manera que se han descrito
mas de 20 parejas de fusion (Figura 8) y dan luamlgunos casos, a enfermedades
con caracteristicas especiales. La fusion mas drdeudePDGFRB se observo por
primera vez en la leucemia mielomonocitica cronic®IMC), donde este gen se
fusiona aETVE en la t(5;12)(p12;931-33) (Golub et al, 1994; Apey et al, 2002).
Esta neoplasia es mas comun en los hombres qoaujases (2:1), con una mediana de
edad de aparicion en torno a los 65 afos (SteerrogsC 2002). En la fusidon
PDGFRB/ETV6se une la parte N-terminal (PNT) del factor descaipcionETV6 (el
dominio puntual) al dominio kinasa d@DGFRB (Carroll et al, 1996). EI dominio
puntual es necesario para la activacion constidutiel dominio kinasa e induce la
oligomerizacion de la proteina, lo que producedtvacion inducida por el ligando.
Ademas, el gen quiméericBDGFRB/ETV6conserva el dominio de transmembrana,

necesario para la transformacion celular (Toffgliiemoulin, 2010).

La expresion de este oncogén en las células heotiigas, tales como las
células Ba/F3, estimula el crecimiento medianteatdivacion de varias vias de
sefalizacion como PI3K, STAT5 y NF-kB (Carroll df #996; Dierov et al, 2002;
Sternberg et al, 2001; Besancon et al, 1998). Adeladsobrexpresion deDGFRB-
ETV6también puede inducir la apoptosis de las céBddBE3 en la presencia de IL-3.

La fusion ETV6-PDGFRBInduce un trastorno mieloproliferativo grave en la
médula ésea del ratdn, aunque en los ratones mmdece eosinofilia (Fukushima et al,
2009). El desarrollo de una neoplasia mielopraiiga depende de la presencia de
multiples sitios de fosforilacion de tirosina erpkarte del ge’DGFRBque se fusiona
(Tomasson et al, 2000) y en los ratones deficieeneSTATS se retrasa la aparicion de
la enfermedad (Cain et al, 2007). Por el contrdas, células progenitoras CD34+
humanas transducidas c&TV6-PDGFRBproliferan en ausencia de citoquinas y se
diferencian a eosindfilos, en un proceso depenglidatNF-kB (Montano-Almendras et
al, 2012). La fusi6rETV6-PDGFRBtambién activa las vias de STAT1, STAT3 y
STATS5 en estas células (Dobbin et al, 2010).

En modelosn vivo, se ha observado que la fusiémV6-PDGFRBinduce una
leucemia con una latencia mas corta en las céligasnédula 0sea deficientes en
STATL, lo que sugiere que STAT1 tiene un papel esgorsobre las células tumorales
(Cain et al, 2007).

43



INTRODUCCION

A diferencia de la fusioETV6-PDGFRB ninguno de las otras fusiones afectan
al dominio PNT. Los dominios de oligomerizaciéon nféscuentes en las fusiones
PDGFRB son los de hélice, en los que se han localiz&ldellos 23 productos de
fusion (Medves y Demoulin, 2012). La afectacion deminio hélice esta bien
documentada, pero su papel en las fusione?DEFR no ha sido estudiado en
profundidad excepto en dos fusionK&NK1-PDGFRB donde la trimerizacion se hace
por las hélices o por la unién de otro dominio egitlo de una manera redundante
(Medves et al, 2011) y en la fusiéiiP-PDGFRBdonde las hélices son indispensables
para la homodimerizacion (Ross y Gilliland, 1999).

Dominio transmembrana

Dominio similar a Ig ’ll Dominio quinasa
o OO —EDED—
PDGFRp

Coiled-coils KOD Dominios Ankyrin

Fusion KANK1-PDGFR p

Ry P —

Figura 7. Representacion esquematica de la fusion
KANK1-PDGFRB (Demoulin y Montano-Almendras, 2012; Medves y Dalim 2012)

La unién a los receptores de PDGF no solo inducdinteerizacion, sino que
también producen un cambio conformacional, paditnénte en el cuarto dominio
similar a Ig (Yang et al, 2008). Estos cambios fadayudar a interrumpir el dominio
inhibidor yuxtamembrana y orientarse adecuadamant®dminio kinasa. De acuerdo
con estas observaciones, se ha demostrado quedaiziicion deETV6-PDGFRBy de

KANK1-PDGFRBno es suficiente para inducir la transformacidnlae De hecho, las
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secuencias situadas entre la oligomerizacion detirdo del gen translocado y el
dominio kinasa dePDGFRB son fundamentales para determinar la Optima

conformacion de ambas proteinas de fusion (Bell, @000; Medves et al, 2011).

Los pacientes con fusidaTV6-PDGFRBson sensibles a imatinib. Lasdpara
imatinib es similar en las lineas celulares queresanABL, por lo que la dosis
recomendada de imatinib es de 400 mg/dia (Carrall,1997). Nilotinib, a una dosis
de 400 mg/12 h, es eficaz en los pacientes quemabaspués de haber alcanzado una
remision citogenética completa con imatinib (Nahdlg2009). En los enfermos que no

responden a ITK puede realizarse un TPH alogé@bmfelecki et al, 2012).

La mayoria de las fusiones B®GFRBocasionan NMP con eosinofilia, pero se
han descrito otras fusiones que pueden dar lugatras enfermedades. Asi se ha
identificado la fusion del geBEP85L, que codifica una proteina centrosomal de 85KD,
en pacientes diagnosticados de linfoma linfoblasti@ y una neoplasia
mieloproliferativa asociada con eosinofilia. (Chiaaki et al, 2012; Winkelmann et al,
2013). Estos enfermos suelen ser varones y pueekgonder al tratamiento con
imatinib.

1p34IGPIAP 1G21ITPM3 2p21/SPTBN1

1922/PDEADIP 3p22IGOLGA4
17921COL1A1

3p22iWDR48
17gq11.2IMYO18A
4q21/PRKG2
17p13IRABEP1
6q22.3/ICEPB5L
17p11.20MML
B8q23ICSFIR

17p11HCMOGT]

Tq1MHIP1

17p11ISPECC PDGFRB 9424/KANKA

16p13INDE

/ 9q34/BCR
15¢22/P53BP1
15¢22TP53BP1{RABPTS) 10921/CCDCE

10¢22iH4
14G32/KIAA1509
10¢21.2/D108170
14G32ICEV14 12p13IETVE
14G24ININ
d 12p13.31ERCI 11p13IGPIAPI
14¢31TRIP11 12624/GIT2

Figura 8. Regiones cromosoémicas y genes que se lbaan conPDGFRB
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1.4.7. Las Neoplasias Mieloides y Linfoides con a@agfilia y anomalias
de FGFR1

Las alteraciones de 8pll en los sindromes mielfgnativos suelen asociarse
con translocaciones del ge@FR1y causan una eosinofilia periférica en el contele¢o
una leucemia/linfoma linfoblastico (Jackson et 2010). Aunque el mecanismo
molecular es similar al que se produce en las haisge eosinofilicas con
reordenamiento dePDGFRA o de PDGFRB las hemopatias asociadas con
translocaciones dd=GFR1 tienen caracteristicas clinicas distintas. El ime
Mieloproliferativo con reordenamiento de 8pll (EMff9cta a enfermos de cualquier
edad con un ligero predominio masculino (Aguiaaletl995; Jackson et al, 2010). El
origen de la célula podria estar tanto a niveldecElulas progenitoras tempranas como
de los precursores de las células T, que se hamideten la fase de diferenciacién de la
serie mieloide. Los pacientes presentan eosingfilamédula 6sea es hipercelular con
un incremento variable en los eosinofilos. Suelemrsar con linfadenopatias y se

asocian con mal prondstico.

La caracteristica molecular de la EMS esta defipidael reordenamiento del
gen FGFR1, que produce una proteina quimérica con activati@sina kinasa de
forma constitutiva. La translocacion mas frecuesdda t(8;13)(p11;912) e implica el
genZNF198en el cromosoma 13q12. También pueden obsenan$®;9) y la t(6;8),
con una incidencia menor. Se han descrito hastavariantes, siempre con la
implicacion del fragmento C-terminal del geBFR1 (http://atlasgeneticsoncology.ofg/

Los enfermos con t(8;13)(p11;q12NF198/FGFR), suelen presentar clinica
de linfoma linfoblastico. A menudo, los pacientes ¢(8;22)(p11;g118CR/FGFR]),
presentan leucocitosis y basofilia en lugar deredia. Por el contrario, en la EMS
asociada con la t(8;9)(p11;q34) suele haber afiéctalte las amigdalas con monocitosis
asociada (Jackson et al, 2010).

Estos enfermos no responden a imatinib, aunqueasaéscrito casos aislados
de respuestas a midostaurina (Chen et al, 2004)}aRto, el prondstico de la EMS es
muy malo, ya que la enfermedad responde muy mal quimioterapia y solo se ha
logrado la supervivencia en algunos enfermos sdoeta un TPH (Jackson et al,
2010).
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1.5. Leucemia Eosinofilica Cronica-NOS y de SHE

Por ultimo, un grupo heterogéneo de eosinofilianales estan clasificados por
la OMS como la leucemia eosinofilica cronica, stracespecificacion (LEC-NOS)
(Swerdlow et al, 2008). Este diagnostico esta veskr para pacientes que tienen
evidencia de enfermedad clonal y que cumplen Igaiestes criterios: (1) cifra de
eosinodfilos> 1.500/uL (2) Ausencia de reordenamiento BBGFRA PDGFRB o
FGFRZ (3) Ausencia de t(9;22); (4) Menos de 20% detbken la médula 6sea; y (5)
(a) Més de 5% de blastos en la MO, o (b) mas del@%lastos en la sangre periférica,
o (c) anomalias citogenéticas clonales, o (d)attenes moleculares clonales.

Para realizar el diagnostico de SHE es precisoegista eosinofilia persistente
superior a 1.500/uL durante 6 meses, con dafcatimdcundario a la eosinofilia y
ademas descartarse que haya una eosinofilia se@ngaotras patologias como
leucemia mieloblastica aguda (LAM), sindrome miaptéasico (SMD), NMP,
NMP/SMD y mastocitosis sistémica. Ademas es preeisuir la presencia de células
T con fenotipo aberrante. (Bain et al, 2008). Lasos que no tengan dafio tisular

pueden diagnosticarse de hipereosinofilia idiopatizain et al, 2008).

2. Los microarrays gendomicos

Los microarrays gendmicos son herramientas desi@enético que permiten
un analisis global de las ganancias y pérdidas OB&l.AEsta técnica se basa en los
mismos principios que la CGH convencional, peroven de cromosomas se utilizan
sondas de ADN, sobre las que se hibrida el ADNuabr (Solinas-Toldo et al, 1997;
Pinkel et al, 1998; Pollack et al, 1999). Puedeatuin sondas de varios tamafos, desde
100-200 kb (BACs y PACs) a sondas de menor tamafm rpayor especificidad, como
los oligonucleotidos (25-80 bases), que puedenirctdgiones cromosémicas concretas
o todo el genoma completo (Snijders et al, 20043} ventajas y las limitaciones de los
arrays genomicos dependen de la plataforma ele@da.ello, tanto la cantidad de
clones depositados en el array como la manera @difi@arios es crucial para la
sensibilidad final y la calidad del analisis. Ebuge clones de grandes insertos como
son los BAC y PAC proporciona una intensidad deakeificiente para detectar
cambios en una sola copia y las alteraciones puselemmmediatamente relacionadas

con los marcadores genéticos (Oostlander et a#)200
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Esta tecnologia ha resultado de gran utilidad galianitar areas de ganancia y
pérdida gendmica en enfermedades de origen genkéoeditario y tumoral, asi como
para caracterizar los perfiles genémicos de varrosesos tumorales con una mayor
resolucion que la que se conseguia con las técdispsnibles hasta el momento, como
la CGH convencional (Martinez-Climent et al, 200&Itman et al, 2003; Fritz et al,
2002; Peiffer et al, 2006; Grubor et al, 2009; @elw et al, 2004; Kohlhammer et al,
2004; Rubio-Moscardo et al, 2005; Tyybakinoja e2aD6).

En este trabajo de tesis doctoral hemos aplicad® glaanalisis genético de las
eosinofilias un BAC-array con una resolucion de ldidefado y fabricado en nuestro
laboratorio, que contiene mas de 7.000 sondas,dE76s cuales contenian genes
relacionados con cancer (oncogenes o genes sugsedertumores). El resto de los
clones estan distribuidos a lo largo del genomadmanespaciados a intervalos de
aproximadamente 1 Mb. Ademas hemos usado micr@adayoligonucledtidos para

confirmar los resultados observados por el BACyarra
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La definicibn de nuevas entidades nosoldgicas erdmter siempre supone un
reto diagndstico. En el caso de las neoplasiasoprdiferativas esta situacion ha
permanecido estable durante muchos afios; sin emlErda Ultima década, el hallazgo
de la mutacion V617F del gelAK2, de los reordenamientos de los geRESGFRAY
PDGFRB y, mas recientemente, de los gerfeSTBP1ly CALR ha modificado
sustancialmente el diagndstico de estas enfermsdade

Por ello, y como paso previo, nos planteamos lacibe de un Registro Espafiol
de Eosinofilias que fuera el punto de partida cgtameillara un aumento del interés por
estos procesos entre los profesionales médicofialaue olvidar que las eosinofilias
suelen ser valoradas por diferentes especialidddeBledicina Interna (alergélogos,
neumologos, especialistas en aparato digestivtemistas) por lo que el diagnéstico de
las eosinofilias clonales es casi siempre diffédr consiguiente, en primer lugar nos
propusimos hacer una llamada de atencion sobre psioesos para abarcar la mayoria
de las especialidades médicas con el fin de padpowker del mayor nimero de casos
posible. Eramos conscientes de la dificultad qastph establecer una incidencia real
de estos procesos, pero al menos podriamos teaarstimacion de ella si hacemos un
analisis sistematico de todas las enfermedadesidasicon la sospecha de neoplasias
mieloproliferativas como sindromes mieloprolifevas (SMP), SMP/SMD o con el

diagnéstico de eosinofilia cronica.

Por lo tanto intentamos determinar la incidencel o estos procesos y si el
estudio de hibridacion “in situ” con fluorescen@dSH) con sondas especificas puede

poner de manifiesto la existencia de estas enfexdesd

En segundo lugar nos propusimos usar las nuevaga8cde analisis genético,
que facilitan el estudio del genoma de manera tjlgbque pueden constituir una
herramienta de gran utilidad para el estudio deal@saciones genéticas en las NMP.
En este sentido, los microarrays gendmicos pernaitatizar, en un solo experimento,
la presencia de ganancias y pérdidas de cualgegenento del genoma vy, gracias a su
gran resolucion, delimitar regiones gendmicas ioqplas en los procesos neoplasicos
gue podrian pasar inadvertidas mediante otrascxmie citogenética molecular. Los
microarrays se han aplicado en pocas ocasionelsestueio de las NMP por lo que su
uso puede contribuir a definir nuevas regiones izaghs en estas enfermedades. No

hay que olvidar que las alteraciones genéticasatdesnson muy raras en estas
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enfermedades, por lo que es necesario profundizkr @escripcion de nuevas regiones
implicadas en estos procesos.

Para ello, en el presente trabajo de tesis doctwmalos analizado una serie
amplia de pacientes con eosinofilia crénica (testhbe@n cuenta su baja prevalencia y las
dificultades expuestas previamente) combinandotéasicas de FISH con las de
analisis masivo, como son los microarrays gendomidasstra hipétesis se basa en que
el uso de estas metodologias puede ayudar a diagmosste nuevo grupo de
enfermedades, a la vez que puede determinar lteesia de regiones no implicadas

previamente en estos procesos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Profundizar en el conocimiento de la incidenciayas caracteristicas clinicas y
biologicas de las neoplasias mieloides asociadaseosinofilia y reordenamientos de
los genes*DGFRA0 PDGFRB

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de reordenamientos degknesPDGFRA y

PDGFRBen enfermos con eosinofilia crénica.

2. Analizar las caracteristicas clinicas y biolégide los enfermos con fusion

PDGFRA/FIP1L1y su respuesta al tratamiento con inhibidoresitiakinasa.

3. Analizar las caracteristicas clinicas y biolégicde los enfermos con
reordenamiento del gdPDGFRBY su respuesta al tratamiento con inhibidoresitia

kinasa.

4. Estudiar la presencia de nuevas regiones gasditeradas en los enfermos

con eosinofilia mediante la aplicacion de microggrgendmicos (CGH arrays).
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Abstract

Objectives: The myeloproliferative necplasms displaying a PDGFRE rearrangement are rare diseases
derived from a haematopoietic stem cell. The goals of the study were to assess the incidence of these
disorders and to define the clinical and biological characteristics as well as the response to the imatinib
therapy. Methods: A total of 556 patients with myeloproliferative neoplasms were studied by means of
molecular cytogenetics. Results: The incidence of myeloproliferative neoplasms (MPN) with PDGFRB
rearrangement was low (10 cases, 1.8% of all MPN). Most of the patients showed moderate anaemia
(median Hb was 10.0 gr/dl; range from 7.5 to 13 g/dl), leukocytosis (median white blood cells was
21.7 = 10%/L with a range from 4 to 43 x 10%L) and eosinophilia {median circulating eosinophils was
2.4 x 10%L with a range of 1.1-5.7 x 10%L) with & median of bone marrow infiltration cells displaying
PDGFRE rearrangement of 55% (range, 37-85%). In three cases, a ti{5;12) was cbserved while two
patients showed rearrangements of 17g21 region. In two cases, a del(8)a31) was observed. Most of the
patients responded to standard dosage of imatinib, and the response was maintained in the time in those
patients with a follow-up higher than 9 years. Conclusions: The incidence of patients with PDGFRB
rearrangement is low. These patients showed leukocytosis with eosinophilia and anaemia. The efficacy of
imatinib therapy in patients showing POGFRE rearrangement is high. For this reason, in all patients with
MPN without any other molecular aberration, PDGFRE rearrangement should be ascertained.

Key words myeloproliferstive neoplasms (MPNs); atypical CML (2CMLY; chronic myelomonocytic leuksemia (CMML), PDGFRE
rearrangement; cytogenetics; fluorescence in site hybridisation (FISH}
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Myeloid malignancies are stem cell haematopoietic disorders
characterised by expansion and excess proliferation in mye-
loid lineages including acute myeloid leukaemia (AML),
myelodysplastic syndromes (MDS) and myeloproliferative
necplasms (MPNs) (1). The incorporation of molecular
markers as well as histological, climical and laboratory data
provided a new classification for MPNs m 2008. Thus, rear-

© 2012 John Wilay & Sons A5
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rangements of the genes PDGFRA, PDGFRB and FGFRI
were grouped into a new category: myeloid and lymphoid
neoplasms with eosinophilia and abnormalities of PDGFRA,
PDGFRE or FGFRI genes (2.3).

In general, the molecular pathogenesis of MPNs BCR-
ABL negative is incompletely understood. Most patients dis-
play normal karyotype, and only a small portion of patents
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present an acquired reciprocal chromosomal translocations
involving recurrent breakpoints at chromosome bands 4q12.
5q31-33, 8pll, 9p24 and 13ql2 corresponding to the loca-
tion of genes PDGFRA, PDGFRB, FGFRI, JAK2 and
FLT3, respectively. The results of these chromosomal trans-
locations produce constitutive enzymatic activity (tyrosine
kinase activity) and deregulate haematopoiesis in the same
way of BCR-ABL! in chronic myelogenous leukaemia
(CML) (4.5).

Clinical and haematological findings in patients with a
rearrangement of the PDGFRB gene are heterogeneous, and
based on common findings, the patients usually have been
previously diagnosed as atypical CML (aCML), chronic
myelomonocytic  lenkaemia  (CMML),  myelodysplastic/
myeloproliferative disorders (MDS/MPN) or juvenile myelo-
monocytic leukaemia (JMML).

Golub er al. in 1994 for the first time described the fusion
of the genes ETV6 and PDGFRE in patients with CMML
displaying a t(5:12)(q33;p13). The fusion enables the ho-
modimerisation domain of ETV6 to dimerise the tyrosine
kinase domain of platelet-derived growth factor receptor beta
(PDGEFRB), subsequently leading to its catalytic activation.
Clinically. this fusion has been demonstrated in association
with aCML, CMML., unclassified MPN and AML (6-10).
Subsequently, more than 20 PDGFRB fusion partners have
been reported with eosinophilia-associated myeloproliferative
neoplasms. Although these rearrangements are infrequent,
the patients with PDGFRB responded to imatinib mesylate
and detection of abnormalities is critical for management
and survival of patients (10,11).

In this study. our goals were (i) to identify the incidence
of MPNs with PDGFRB gene rearrangement. (i) to cha-
racterise the variant translocations that disrupt the platelet-
derived growth factor receptor f} (PDGFRB) gene in patients
with eosinophilia-associated myeloproliferative neoplasms.
and (iii) to analyse the clinical characteristics of these
patients and the response to imatinib.

Patients and methods

Patients characteristics

We have conducted a prospective study in the bone marrow
of 556 patients with MPNs, according to the new classifica-
tion of World Health Organization (3), at the Molecular
Cytogenetic Unit of the Centre of Cancer Research in Sal-
amanca (Spain). The samples were analysed by routine cyto-
genetics and fluorescence in sitw hybridisation (FISH) by
specified probes for the genes PDGFRB, PDGFRA/FIPILI
and FGFRI. Totally, we have identified 10 patients with
rearrangement of PDGFRB gene, having the initial diagnosis
of CMML, aCML or chronic myeloproliferative disorder
(CMPD) (Table 1). The study was approved by the local
cthics committee, and written consent was obtamned from

38

62

Arefi et al.

cach of the patients before their clinical data were recorded
and then updated.

Cytogenetic and fluorescence in situ hybridisation
analysis

Bone marrow samples were cultured for 24 and 48 h with
and without stimulating factor, G-CSF, following standard
procedures, as previously described (12). When possible, 20
or more metaphases were analysed to detect clonal abnor-
malities. The karyotypes were then described according to
the Intemational System for Human Cytogenetic Nomencla-
ture (ISCN 2009) (13).

FISH analysis was carried out as previously described
(14). In brief, chromosome spreads were treated with RNA-
ase (100 mg/mL) and pepsin (0.1 mg/mL) and fixed in
formaldehyde 19%. We used cosmids 9-4 and 41 for using
PDFGRB gene in 5g31-33 region as well as probes for the
PDGEFRA/FIPILI fusion (these probes were kindly provided
by Professor. Peter Marynen, Centre for Human Genetics,
Leuven. Belgium). In addition. a specific probe for the
detection of FGFRI rearangements (Kreatech Diagnostics.
Amsterdam. the Netherlands) was also used. The hybridisa-
tion mixture contained Cot-1 DNA, alcohol 100% and ace-
tate sodium 3 M, pH: 5.2, and 250-300 ng/IU labelled BAC
was precipitated at —80°C (30 min). Hybridisation signals
were analysed by at least two independent observers on an
Olympus BX60 coupled to a Cytovision Ultra system
(Applied Imaging. Sunderland. UK) using a cooled. charge-
coupled camera.

For evaluation of interphase cells. we used two-colour
split-apart FISH assay to determine the PDGFRE rearrange-
ment with 2 cosmids: 9-4 and 4-1. For the split-apart FISH
test, the two cosmids were differentially labelled and cohy-
bridised to test interphase cells. Evaluation of the results
was according to the separation of the red and green signals.
In a normal individual, cells would be expected to camry two
fused pairs of signals, whereas in PDGFRB rearranged cells,
one fused pair and one separated pair would be seen (8).
PDGERA rearrangements were assessed by dual-colour FISH
assay on interphase and metaphase cells from bone marrow
using BAC clone 120K16 (mapping centromeric to FIPILI)
and BAC clone 3H20 (mapping between FIPIL] and PDG-
FRA) and BAC clone 24010 (mapping telomeric to PDG-
FRA). In total, 300 cells were analysed. The cut-off point
was established in 4% of cells displaying false-positive rate
such as separated pair or fusion.

Results

The incidence of MPN with PDGFRE rearrangement was
low (1.8% of all MPN). We have identified 10 patients who
presented with MPNs showing this rearrangement involving
chromosome bands 5q31-5q33 (Fig. 1; Table 1). Eight

@ 2012 John Wiley & Sons A/S
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Table 1 Clinical and biological characteristics and outcome of patients with MPN showing FDGFRE rearrangement

WBC Eosinophils Follow-up
Code Age Sex Diagnosis Karyotype' FISH Hbig/idl (=10%0 (<1080 Treatment Response  (months)
1 44 M aCML 1510 67% 10 43 1.1 Imatinib® CCR 16
2 44 M MPN 15;17;22) 70% 10 3 2.2 matinib CCR 114
3 70 M CMML Mo Mitosis % 75 38 3 Imatinib MNA 2 (died after
septic shock)
4 86 F MDS deri17)t{5;17) 64% 9.1 ikl 1.8 Support therapy  NA 2 (died after
diagnosis)
5 75 M PMF 46 XY 3% B 5§ 1.9 matinib CCR 5
] 61 M CMML t5;12) 53% 9B 19 2 Imatinib CCR 16
7 77 M MPN dellbg) 56% 13 15 4.2 matinib CCR 12
8 53 F PMF dellbg) 45% 10 4 1.3 HTP CCR 19
8 61 M Atypical CML  1(5;12) B5% 12.8 38.3 12 matinib CCR 22
10 40 M MPN t(5;12) 65% 12.2 13.3 5.7 Imatinib CCR 17

aCML, atypical chronic myelogenous leukaemia; MPN, myeloproliferative neoplasm; CMML, chronic myelomonocytic leukaemia; MDS, myelodys-
plastic syndrome; PMF, primary myelofibrosis; HTP, haematopoietic transplantation, CHR, complete haematological response, CCR, complete
cyiogenetic response, FISH, fluorescence in situ hybridisation; NA, not available

"Conventional cytogenetics in abnormal cytogenetic cases were as follows:

Case 1: 46 XY 1(5;10)(931;021) [17]
Case 2:46 XY 1(5;17,22){g32;021,921) [15)/46,XY [5]

Case 4: B9 XX X +1,+7,+9,+10,+11,-13,+14,+156,del(17)(p12) [71/64 XX, der{171({5;17)(q33,921),+18+18,+20,+21,+22 +3mar [8]

Case 6: 46 XY ,t(5,12}(g33;p13) [111/46XY [9]

Case 7:46 XY, add({7)ig21),add(20(g11) [15] 46,idem, del(5){g23q32) (5)
Case 8: 48 XX del(5)ig13g31),i(7)iq10),+8,add{11){p18) [11]/46 XX ()
Case 9: 46 XY 1(5,12){g33;p13) [171/46,XY [8]

Case 10: 46, XY.1{(5,12}){g33,p13) [15]/46, XY [6]

?In all patients, imatinib was used at 400 mg/d.

Figure 1 Multicolour Hluorescence in situ hybridisation (FISH) in case
no. 10 showing a t15,12){q33,p13) with PDGFRB/ETVSE fusion in meta-
phase. Yellow arrow indicates the presence of PDGFARB/ETVE fusion

patients were male and two were female, with median age
of 61 years (range, 44-86 years). One case had a normal
karyotype (case 5); three patients (cases 6. 9 and 10) pre-
sented a t(5:12)(q33;p13); two cases showed translocations

@ 2012 John Wiley & Sons AJS

involving 533 with chromosome 17 (cases 2 and 4, Fig. 2).
while the case 1 presented a t(5:10). This case has been pre-
viously published (15). The cases 7 and 8 had losses on 5q
associated with other cytogenetic abnormalities while the
remaining patient (case 3) failed to show any mitosis
{Table 1). None of the 10 patients showed BCR-ABLI
fusion. JAK2 mutations, PDGFRAlfa/FIPIL] fusion or
FGFRI rearrangement.

All patients except three cases (cases 7. 9 and 10) pre-
sented with anaemia (median Hb was 10.0 g/dL with a
ange from 7.5 to 13 g/dL). and most of them (except the
cases 5 and 8) had leucocytosis [White blood cells (WBC)
of 21.7 x 10”/L with a range from 4 to 43 x 107L]. All
patients presented with cosinophilia (2.4 x 10°/L of ecosin-
ophils with a range of 1.1-5.7 x 10%L), although in three
cases (cases 1. 8 and 9) the number of eosinophils was
below 1.5 x 107/L. Regadding outcome, eight of the 10
patients received imatinib and seven achieved a complete
cytogenetic and haematological response, maintained with a
median follow-up of 19 months. The remaining patient (case
no. 3) received imatinib at an advanced stage of the disease
with very poor performance status and was not evaluable for
response. It should be noted that two patients (cases 1 and
2) had a long follow-up (more than 9 years) after the start
of imatinib therapy, and both remain in complete cytogenetic
response with an imatinib dose of 400 mg/d (Table 1).
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Figure 2 Fainting fluorescence in situ hybridisation (FISH) case no. 2,
displaying a 46,XY,1(5:17;22){032;q21;021), with libraries for chromo-
some b (green colour) and 17 (red colour) showing the presence of
material from chromosome 17 in a der(8) (yellow arrow) as well as
the presence of genetic material fram chromosome 5 in a chromo-
some 22 (white arrow), confirming the cytogenetic results.

Discussion

This study reports on a series of patients, studied at the
same institution, with MPN and PDGFRE rearrangement.
This is a rare entity. with the clinical characteristics being
similar in the whole series. All but one patient treated with
imatinib obtained a haematological and cytogenetic response.
Interestingly, two patients had a very long follow-up with
sustained response, indicating that imatinib is an effective

and safe therapy in these patients and suggesting that the

Arefi et al.

presence of resistance to imatinib is uncommon in patients
displaying rearrangements of PDGFRE gene. (16-18).

All patients here described displayed a rearangement in
PDGFRE gene. fused with different other genes. character-
ised by the deregulation and constitutive PDGFRB activation
(19). The presence of PDGFRE rearangements has male
predominance, leukocytosis and eosinophilia, and our results
are in accordance with these observations. In addition. this
report shows the presence of anaemia as a recurrent biologi-
cal feature in these patients (20).

All of tyrosine kinase fusion genes except for the cytoge-
netically invisible FIPILI-PDGFRA fusion have been
cloned following chromosome aberration finding with chro-
mosome involvement bands such as 5q31-33 (PDGFRB).
Spll (FGFRI. 9p24 (JAK2) or 13gl2 (FLT5). Therefore,
cytogenetic and FISH analysis is an important tool in the diag-
nostic work-up of patients with BCR-ABL/-negative MPNs,
as they can demonstrate the presence of gene rearrangements
that could respond to tyrosine kinase inhibitors (5).

The breakpoints in the long arm of the chromosome 5 are
variable and uwsually have been assigned at 5q31-33. The
involvement of PDGFRB gene can be neither confirmed nor
excluded by cytogenetic analysis alone (21). Therefore, we
have used two-colour FISH method to detect rearrangement
of this gene. Separation of the two probe signals on meta-
phase or interphase cells is a strong evidence for the disrup-
tion of PDGFRB and can be used not only at diagnosis but
also in the monitoring of the residual disease.

More than 20 distinct PDGFREB partner fusions have been
identified, with ETV6 gene being the most common partner
(Fig. 3). Three of the 10 cases included in the present series
also showed this rearrangement (6). In addition, we also
observed two cases with involvement of 17q21 (COLIAT)
and a remaining case in which PDGFRB was fused to H4 in
a t(5:10) (15). All these rearrangements usually respond to

17q21/COL1AL 1q22/PDE4DIP
17q11.2/MYOLBA 1921 /TPM3 | 1g33
17p13/RABEPL 2p21/SPTBNL
17p11.2/IMML et /o0ERA
P
17pl1/HCMOGT-1 s
17pl1/SPECCL " 3p23/ WORE
16p13/NDEL 4q21/PRKGZ
PDGFRB
15q21/p538P1
7q11/HIPL
15422/TPS3BPL
(RARETS) 9924/ KANKL
14932/KIAALSDE ~ ’ 9q34/BCR
& s Y 10q21/CCDCE
14431/ TRIPL1 / 10q21.2/D10S170
14q32/CEV14
13q24/ T2 11p13/GPIAPL 10q22/ 14
12P13.3/ERC1L
1SA AN 12p13/ETVE

Figure 3 The network of the partner chromosomal regions and genes rearranged with PDGFRB.
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tyrosine kinase inhibitors as in our patients. In the other
cases, we failed to demonstrate the presence of fusions
because of the absence of analysable mitosis or the material
to be analysed by other molecular approaches. However. in
all cases the presence of rearrangement of either PDGFRA
or FGFRI was excluded by FISH. Recently, a new fusion
KANKI/PDGFRBeta has been described in cases showing
myelodysplastic features and thrombocytopenia. These cases
also achieved a good response to imatinib (18).

In summary. patients with myeloid neoplasms. anaemia
and eosinophilia should be screened for the presence of
PDGFRB rearrangements. The dual-colour FISH studies is a
simple approach that allows the diagnosis in these patients
and should be added into the diagnostic work-up. Therefore.
this assessment should be included in the clinical setting
because these patients respond to imatinib therapy. and sus-
tained responses have been observed.
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Abstract ldiopathic hypereosinophilic syndrome (HES)
is a rare disorder characterized by unexplained, persistent
hypereosinophilia associated with multiple organ dys-
functions. The cause of HES is unknown and shows clin-
ical heterogeneity. FIPILI-PDGFRA fusion is a clonal
marker for the diagnosis and treatment of HES, We pro-
spectively studied 78 patients with chronic eosinophilia. In
all cases, the most salient clinical and biological charac-
teristics as well as the response to the therapy were ana-
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lyzed. In addition, we performed conventional cylogenetics
and fluorescent in situ hybridization (FISH) with three
BACs covering the FIP1-like-1 (FIP1L1)/platelet-derived
growth factor receptor-o gene (PDGFRA) fusion. Nineteen
of 78 patients (24 %) presented criteria of HES. The
majority of patients were male (18) with median age of
49 years (range 19-84 years). FIP1LI-PDGFRA fusion
was found in eight patients. Patients with FIP1L1-PDG-
FRA fusion presented with more bone marrow eosinophils
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and peripheral blood eosinophilia as well as anemia,
leukocytosis and thrombocytopenia. Using of low-dose
imatinib mesylate (100 mg/day) a hematological and
molecular remission in all patients displaying the FIPIL1-
PDGFRA fusion gene was observed. Therefore, imatinib
may be effective for use in the treatment of chronic
eosinophilic leukemia, and patients should be treated
before tissue damage.

Keywords Hypereosinophilic syndrome -

Chronic eosinophilic leukemia - FIPILI-PDGFRA fusion -
Imatinib - Cytogenetic - Fluorescent in situ

hybridization (FISH)

Introduction

Acquired eosinophilia can be classified in two ranges of
hematologic disorders such as primary, clonal, and sec-
ondary or reactive type. According to the WHO classifi-
cation, primary eosinophilic  disorders encompass
hypereosinophilic syndrome (HES), Chronic eosinophilic
leukemia (CEL), myeloid neoplasms associated eosino-
philia and PDGFR rearrangements. not otherwise specified
(CEL-NOS) and other myeloid malignancy with prominent
blood eosinophilia [1-4]. HES is predominantly observed
in males and is usually diagnosed between 25 and 55 years
with reported cases from 7 to 77 years [3]. In HES the
clinical features are different from other atypical chronic
myeloid leukemia and can be variable from leukemia-
related disease symploms such as fatigue, weight loss,
pruritus and bruising until organ damage including respi-
ratory, cardiac or gastrointestinal symptoms [3, 5].

In a low number of cases a constitutively activated
fusion tyrosine kinase on chromosome 4ql2, derived from
an interstitial deletion that fuses the platelet-derived growth
factor receptor-x gene (PDGFRA) to a newly described
human gene FIPI-like-1 (FIPILI), have been demon-
strated. These patients are more appropriately classified as
F/P" CEL 6. 7]. For this reason patients with criteria of
HES must be studied at molecular level because these cases
respond to imatinib mesylate.

Imatinib mesylate, a tyrosine-kinase inhibitor, is effec-
tive in the treatment of chronic myeloid leukemia and other
disorders with activation of Lyrosine-kinase family genes
[8]. The FIPILI-PDGFRA positive cases respond (o
imatinib mesylate with rapid, sustained and complete
hematological remissions that have been observed at lower
doses than used for treating chronic myelogenous leukemia
[9-12].

The goals of this present study were the evaluation of
response (o imatinib in patients with HES/CEL and the
molecular basis of the response.

@ Springer

Methods
Patients

A total of 78 patients with peripheral blood eosinophil were
screened from 2002 to 2008 at the Molecular Cytogenetic
Unit of the Centre of Cancer Research in Salamanca
(Spain). The study was approved by the local ethics com-
mittee of the University Hospital of Salamanca (Spain) and
written consent was obtained from each of the patients
before have their clinical data was recorded and then
updated. Nineteen cases fullfilled the criteria of HES. Most
of them (18) were male. The median age was 49 years
(range 19-84 years). The diagnosis and classifications of
patients were established according to the World Health
Organization classification Criteria [2]. In all patients both
the most relevant clinical and biological data were recorded.

Cylogenetic analysis

Bone marrow cells were cultured for 24 and 48 h following
standard procedures. Metaphases were G-banded with
Wright stain. When possible, 20 or more metaphases were
analyzed to detect clonal abnormalities. The karyotypes
were described according to the International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 2009) [13].

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

FISH for the CHIC2 gene deletion was used as a diagnostic
test for FIPILI-PDGFRA fusion as previously described
[14]. Detection of the 4q12 fusion, resulting in the fusion of
the S'part of FIPILI to the 3'part of PDGFRA was per-
formed by dual-color FISH assay on interphase and
metaphase cells from bone marrow using BAC clone
120K 16 (mapping centromeric to FIPIL]) and BAC clone
3H20 (mapping between FIPILI and PDGFRA) and BAC
clone 24010 (mapping telomeric to PDGFRA).
Hybridizations were carried out as previously described
[14]. In brief, BAC clones were isolated from human
genomic library RP11-24010, RP11-120K 16, RP11-3H20
(these probes were kindly provided by Dr Peter Marynen,
Centre for Human Genetics, Leuven, Belgium). According
to this method after the extraction, the DNA was labeled by
Nick Translation Kit (Abbott Molecular). The hybridiza-
tion mixture containing (Cot-1 DNA, alcohol 100 %, and
acetate sodium 3 M pH 5.2): 250-300 ng/IU labeled BAC
was precipitated at —80 °C (30 min). After the denatural-
izing at 75 °C (7.5 min) the probes allowed to reannealing
with unlabeled human Cot-1DNA. The slides were incu-
bated overnight at 37 °C. After the cover slips had been
removed, the slides were washed in the post-hybridization
solutions. Hybridization signals were analyzed by at least
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Table 1 Clinical and

? iy g Characteristics FIPIL1-PDGFRA(+) FIPIL1-PDGFRA(—)
hematological characteristics of =8 (n=11)
patients with HES/CEL = =
Male/female 71 11/0
Age (years) 58 (22-84) 46 (19-81)
Splenomegaly and/or hepatomegaly 642 47
(yes/no)
Skin lesions (yes/no) 26 8/3
Cuardiac disease (yes/mo) 5i3 38
Pulmonary disease (yes/no) 513 3/8
Gastrointestinal ract (yvesmo) 345 318
Karyotype (abnormal/normal) 2/6 /9 + 2 (no mitosis)
Response o imatinib 100 mg/day 840 NA
(yes/no)
Response o combination therapy NA T34 (1 case treated only with
(ves/no) prednisone)
WBC (x10°/L) 211 (10-45.5) 15.9 (6.8-35.9)
HGB (g/L) 104 (7.9-12.1) 13.1 (9-16.8)
PLT (x10%L) 103.1 (72-135) 230 (97-373)

Peripheral blood eosinophils (%)
Bone marrow eosinophils (%)
Elevation of IgE (Yes/No)
Elevation of vit BI12 (yesimo)
Combination therapy: Imatnib
400 mg/day + prednisone

) Elevation of LDH (yesmo)
NA not available

Hypergammaglobulinemia (yes/no)

51.65 (25-76) 41.7 (11-72)
49.1 (32.9-73) 36 (22-72)
0/8 9/2

415 5/5

0/8 8/3

44 6/3

two independent observers on an Olympus BX60 coupled
to a Cytovision Ultra system (Applied lmaging, Sunder-
land, UK) using a cooled, charge-coupled camera.

The appearance of either a yellow color signal as the
result of the overlapped greenfred signals (3H20-green
signal and 120K 16-red signal and 24010-red signal) or a
combined green/red signals indicate normal chromosome
4, while, the red signal alone (absence of probe 3H20:
green) indicates a presence of crypt deletion on the chro-
mosome 4. Based on the study of 15 controls the cut-off
point to assess the presence of FIPILI-PDGFRA fusion
was established in 5 %.

Results
Patient’s characteristics

Table 1 shows the salient clinical and hematological data
of the nineteen patients fulfilling the HES diagnostic cri-
teria. The patients displaying FIPILI-PDGFRA fusion had
more leukocytosis, eosinophils count and bone marrow
eosinophil infiltration, as well as more anemia and
thrombocytopenia than patients without FIP/LI-PDGFRA
fusion. In addition, the patients with FIPILI-PDGFRA
fusion had a tendency to have more hepatosplenomegaly,
cardiac disease, and pulmonary disease than the patients

lacking the FIPILI-PDGFRA, while this last group of
patients showed more skin lesions in comparison with the
rearranged patients showing FIPILI-PDGFRA group. IgE
and gammaglobulin levels were increased in patients
lacking FIPILI-PDGFRA fusion (Table 1).

Cytlogenetics and FISH

A normal karyotype was identified by conventional cylo-
genetic analysis in 15 out of the nineteen patients. In two
patients an abnormal karyotype was observed: Caseno. 2 had
47 XY, 4del(3)(q13).del(T)(q32)[7]/46.XY[10] while case
no. § showed 47, XY +8[4]/46.XY[ 15]. In the remaining two
cases karyolype failed to show any mitosis (Table 2).

Double color FISH studies with specific probes to ana-
lyze the FIPILI-PDGFRA fusion were carried out in all
patients. The result showed that FIPILI-PDGFRA fusion
was observed in 8 of the 19 patients. These patients with
FIPILI-PDGFRA fusion were considered as having a CEL
(cases 1-8) (Table 2).

All patients showing FIPILI-PDGFRA fusion associ-
ated normal karyotype received low dose of imatinib
(100 mg/d) and achieved a complete hematological
remission. Moreover, two patients from this group with
abnormal karyolype showed both complete hematological
remission and complele cylogenetic response after receiv-
ing low dose of imatinib.
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We did not found mutation point of PDGFRA in F/P(—)
HES. In addition, ten of eleven FIPILI-PDGFRA negative
patients were treated with a combination of therapy based
on 400 mg/day of imatinib and prednisone. Initial thera-
peutic of prednisone performed with | mg/kg/daily doses.
After then, the progressive decrease doses of prednisone
realized after a few weeks until a maintenance regimen to
lower dose.

Three out of ten patients (cases 11, 17 and 19) failed to
obtain a hematological response. despite receiving higher
doses of imatinib (300-400 mg/day). By contrast, seven
cases achieved a hematological response after the (real-
ment (Table 2). The response Lo the treatment in cases with
FIPILI-PDGFRA fusion was rapid and sustained with a
median follow-up 2 years. We did not observe any relapse.

Response
treatment
response

o

No

Follow-
(months)

(5]

No response

Time to
reach

response
{weeks)

day 4 prednisone

Discussion

Imatinib 400 mg/

Treatment
=
jan|
g the fusion gene. The cut-off point was established in 2 % of cells &

The assessment of FIP!LI-PDGFRA fusion has produced
an important advance in the knowledge of molecular
pathogenesis, diagnosis and classification of HES/chronic
myeloid neoplasm associated with eosinophilia, In addi-
tion, the presence of PDGFRA gene rearrangements have
modified the prognosis of the disease by using of effective
molecular target therapy such as tyrosine kinase inhibitors
(imatinib, dasatinib, and nolitinib) [15].

CEL can be differing from HES by the presence of more
than 2 % of blast cells in peripheral blood, more than 5 %
bone marrow blast cells or by the presence of cylogeneltic
abnormalities. Diagnosis of HES, also, requires the
absence of clonal T lymphocytes. Efficacy of imatinib in
patients with HES/CEL has lead to the identification of
FIPILI-PDGFRA fusion as a pathogenetically relevant
tyrosine kinase. These findings could improve biologic and
clinical characterization of this eosinophilic disease [16].

We have used cytogenetic and interphase FISH method
to detect the del(4)(q12) resulting in a FIPILI-PDGFRA
fusion as a clonality marker on 19 cases that had diagnostic

PDGFRA
FiPIL]

(%)

eosinophils

(%)

BM

End-organ damage

Lung/Skin

Splenomegaly

and/or
hepatomegaly

criteria of HES. In our series, we have demonstrated the
presence of FIPILI-PDGFRA in 8 out of the nineteen
cases analyzed (42 9) which is comparable to the previous
data [17].

By conventional cytogenetics only two cases demon-
strated the presence of a clonal abnormality. Therefore, the
use of FISH in the screening of HES leads to the detection
of an increasing number of patients displaying clonality.

Both HES and clonal eosinophilia can show an eosin-
ophil-mediated tissue injury as pneumonitis, cardiomyop-
athy, dermatitis, gastrointestinal inflammation, peripheral
neuropathy. thromboembolism or sinusitis. In addition, the
presence of either cytopenia or hepatosplenomegaly is
usually seen in patients with clonal eosinophilia [18].

Cytogenetics

46, XY

PDGFRA
fusion®
Absent

* In total, 200 nuclear cells were analyzed by FISH for each patient; PDGFRA/FIPILI: % of interphase nuclei showin

NA Not available, CCR complete cytogenetic response, CHR complete hematologic response, Cf cardiac infarction
displaying false positive rate such as FIP{LI-PDGFRA fusion

Table 2 continued
FIPIL1-

Case
19
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Several reports have shown the early initiation of imatinib
therapy in FIPILI-PDGFRA fusion can be improved to
reverse eosinophil-related organ damage [19, 20]. There-
fore, the use of imatinib in the treatment of HES is related
to the presence of organ involvement. Improvements in
skin disease. hepatosplenomegaly and both peripheral
blood eosinophil and bone marrow eosinophil findings
have also been reported in FIPILI-PDGFRA-positive CEL
[21]. The present study is in agreement with these reports.
Indeed, the use on imatinib improved the pulmonary
function testing, as well as promolted the achievement of a
complete hematologic response (CHR) and complete
cylogenetic response (CCR) with imatinib, including CHR
and CCR in patients with other karyotype abnormalities as
previously described. However. patients heart
involvement especially congestive heart failure did not get

with

a cardiac improvement |19, 23].

Imatinib mesylate is the first effective drug in the clonal
eosinophilia associated with FIP!LI-PDGFRA fusion, and
it could be used at low dose (100 mg/day) [22, 23]. The
majority of patients with CEL and FIPILI-PDGFRA
fusion respond very well to imatinib mesylate (tyrosine
kinas inhibitor) therapy In addition, the present study
showed a set of patients displaying an HES, but lacking in
the presence of FIPILI-PDGFRA fusion that could also
achieve a response by using imatinib therapy. The seven
patients who responded to imatinib did not show any
PDGFR rearrangement. However, the presence of activa-
tion of other tyrosine kinase proteins could not be exclu-
ded. Indeed the response to imatinib therapy in this group
of patients is supporting the possibility of the presence of
other molecular abnormalities activating a tyrosine kinase
product. It should be noted that all patients who achieved a
response usually were treated with high dose of imatinib
(400 mg/day) instead the usual dose of imatinib (100 mg/
day) for the leukemias showing the FIPILI-PDGFRA
fusion [24, 25]. The presence of refractory cases is unusual
and it could be due to molecular mechanisms involving
either the juxtamembrane domain or the presence of
mutations such as FIPILI-PDGFRA D842V [26, 27].
Moreover, in drug-refractory cases allogeneic hematopoi-
etic cell transplant can be considered as another therapeutic
option [28, 29].

In conclusion, this study has confirmed that the ident-
fication of FIPILI-PDGFRA fusion through FISH method
is a valuable tool that must be added in a clinical setting in
the screening for cases referring with predominant eosin-
ophilia and should be used at time of diagnosis in the
patients with HES/CEL. These patients should be treated
with tyrosine kinase inhibitors as first line therapy.
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Abstract

To assess the presence of genetic imbalancesian{zatvith myeloproliferative
disorders (MPD) a total of 38 patients with chroaeasinophilia were studied by array
CGH: seven had a chronic myelogenous leukaeB@GR-ABL1positive (CML), nine
patients had a Myeloproliferative disorder Ph- (lopeoliferative neoplasms), three
had a myeloid neoplasm associated WMDhGFRB rearrangement and the remaining
two cases were Lymphoproliferative T neoplasiaso@ated with eosinophilia. In
addition seventeen had a secondary eosinophiliavane used as controls. In all cases
an eosinophilic enrichment was carried dsnomic imbalances were found7#6% of
MPN patients. Losses ae0q were the most frequent genetic abnormality suoim
MPN, affecting all the three types of MPN studiedainly CML patients 43% of
cases). The present study also showed losses &B.Blimp 24% of patients with MPN
and in 19p13.11 in two out of the three patienthvai MPN associated with PDGFRB
rearrangement. In addition patients with CML hassks on 8924. In summary, aCGH
shows clonality in eosinophils in most of the MRd could be a technique used for
defined clonality in these diseases. The lost @f genes located in these regions could

provide new insights in the knowledge of these M#3Nociated with eosinophilia.

79



ARTICULO 3

Introduction

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are heterogeseg@roup of clonal
haematopoietic malignancies with abnormal proliiera of panmyelosis lineage
(granulocytic, erythroid and megakaryocytic), réswf a genetically altered
haematopoietic stem cells with a downstream se&kegiroliferative advantage in late
myeloid differentiation, whose etiology is pooriyderstood [1]. In 2008 the World
Health Organization (WHO) adopted a combinatiomofphology, immunophenotype,
genetics, clinical findings and biologic featuregéfine the criteria of some entities for
define disease of clinical significance. Therefdlree WHO divided MPNs associated
with eosinophilia in three major groups, each orith ws own characteristics: i. MPNs
associated with eosinophilia and presence of tlaerargement of gend3DGFRA
PDGFRB and FGFRL1 ii. Chronic Eosinophilic Leukaemia, Not OtherwiSgecified
(CEL- NOS) and iii. Idiopathic Hypereosinophilic @&rome (HES) [2,3,4].

Protein tyrosine kinases (PTKSs) play a central nolthe pathogenesis of MPNs
by the activation of constitutive PTKs pathways dhe deregulation in proliferation
and survival of cells. Therefore, molecular abndities of PTKs in MPN, such as
PDGFRA PDGFRB FGFRJ, ABL1, KIT, JAK2 andMPL genes have been used as the
basis for diagnosis, classification, and targeltedapy [5,6,7].

Some cytogenetic abnormalities have been relatétetéPN, such as trisomies
of chromosomes 8 and 9, or loss of chromosomesi57ain addition the MPN could
also been associated to the presence of a delgftitre long arm of chromosome 20.
Del(20q) is not specific of MPN because this chreomal abnormality could be also
present in myelodysplastic syndromes (MDS) and eacnyeloid leukaemia (AML)
[8,9].

The presence of rearrangementsPIDGFRA PDGFRB or FGFR1 genes is a
rare event in patients with chronic eosinophiliamn€equently, in most patients, the
clonality of eosinophils lacking specific markessdifficult to demonstrate. Therefore
new genetic markers are needed for these raresésedhe limited resolution of
conventional cytogenetics has hampered the ideatifin of genetic submicroscopic
abnormalities due to the presence of a microdeletidghese chromosomes. In contrast,
molecular mapping techniques such as CGH arraysw alefining the presence of

gains or losses of genetic material providing neavkers of clonality in these disorders.
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In this study, we have applied Comparative Genomleridization (CGH) array
as a molecular mapping methodology to assess tsepce of gains and losses of
genetic material in patients with MPN and eosinbphin order to find new genetic

markers associated to these diseases.
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Material and Methods
Patients

Bone Marrow samples from 38 cases with chronicrexgmsiilia were analyzed.
Twenty one patients had a diagnosis of haematologiplasms while seventeen had a
secondary eosinophilia and were used as controteorfling to the 2008 WHO
classification, the diagnosis of patients with hattogical malignancies was chronic
myelogenous leukaemiBCR-ABL1positive (CML) in seven cases, while nine patients
had a myeloproliferative disorder Ph- (myeloprobféve neoplasms), three had a
myeloid neoplasm associated wWiBDGFRB rearrangement and the remaining two
cases were lymphoproliferative T neoplasias astatiaith eosinophilia. In all cases
the presence of rearrangements RDGFRA PDGFRB FGFR1 as well as the
BCR/ABL1fusion gene was tested. Only CML and the MPD aaset withPDGFRB

rearrangement patients showed abnormalities iretheses.

The study protocol was approved by the local ethomanmittees and prior
written informed consent was obtained from thegudsi. All the patients were studied
before therapy. The main characteristics of thaeptt included in the study are

reported in Table 1.

Table 1. The most salient clinical and biological chracteristics of the MPN associated with eosinophii

MPN MPN MPN (LPN-T) Reactive
PDGFRB (+) |associated eosinophilia

CML Ph(+ Ph(-
™) ©) eosinophilia* | (control)

7 9 3 2 17

Sex (F/M) 215 5/4 12 11 6/11

Median age (F/M) | 52/58.6 73.2/46 76/49.3 44153 547/

FISH Percentage (U7 (82-96) | -—eomeemeemmr 49.3(27-76) | —oomermeenme 23.2(8-43)
HGB(g/L) 108(6.5-14) | 14.9(12.7-19.8) 10.4(7.98)113.4(12.8-14.1) 13.8(10.8-16.4)
WBC(x10/L) 131.1(14.2-235 2'24510((7))200' 20.7(9.6-45) | 10.8(8.7-12.9)| 7.2(5.9-14.7)

PLT (x10/L) 465.2(254-722) 681.1(420-965) 103.4(72-135) (236-314) | 219(142-319)

* LPN-T: (Lymphoproliferative neoplasm- T) assoeidteosinophilia; F: Female; M: Male; FISH: Fluomste In

situ Hybridization
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Methods

Eosinophil DNA isolation

In all the BM samples, human eosinophils were isolaby depletion of non-
eosinophils as well negative selection of eosingphpopulation by using the
“Eosinophil Isolation Kit” (Miltenyi-Biotec, Auburn CA, USA) providing a purity
>95%. The “Eosinophil Isolation Kit” is an indireatagnetic labelling system for the
isolation of untouched eosinophils from human geeial blood / BM. Non-eosinophils
cells (i.e. T cells, B cells, NK cells, neutrophildendritic cells, monocytes and
erythroid) were indirectly magnetically labelled tivi a cocktail of conjugated
monoclonal antibodies against CD2, CD14, CD16, COD56, CD123 and CD235a.
The magnetically labelled non-eosinophils were el by retaining them on a
MACS® column in the magnetic field of an AutoMACs separasystem (Miltenyi-
Biotec, Auburn), while the unlabeled eosinophilsgpthrough the column. The enriched
fraction of cells was frozen in RLT buffer (Qiageralencia, CA, USA) and then the
nucleic acids of eosinophils were extracted usiomgroercially available kits (All prep
kit, Qiagen, Valencia, CA, USA) according to thermagacturer’s instructions. DNA
quality and quantity were assessed using the 216@nBlyzer (Agilent, Palo Alto, CA,
USA) and the ND-1000 Spectrophotometer (Nano-Dregehhologies, Wilmington,
DE, USA), respectively.

Whole-Genome Amplification (WGA)

Whole genome amplification was used for aCGH stidi¢hole genomic DNA
of enriched fraction of eosinophils was amplifiesing GenomiPhi Kit (GE Healthcare
UK Limited, Buckinghamshire, UK) which used randgrmers to target the entire
DNA template and Phi 29 DNA polymerase. Briefly,| fi template was mixed with
9u of sample buffer. The mixture was denaturedb&Jor 3 minutes and immediately
cooled at 4°C for a minimum of 10 minutes. A conaltion of 9ul of reaction buffer
with 1ul of the enzyme was added to the cooled $iapd then incubated at 30°C for
16 hours overnight. Inactivation of the enzyme wadormed by heating the sample for
10 min at 65°Cwhich was then cooled to 4°C. Pogilifination cleanup was achieved
by ethanol precipitation using the sodium acetddd/k (1.5M sodium acetate pH: 4.8
and250mM EDTA) buffer.
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Array CGH

A genomic-wide analysis of DNA copy number changdspatients was
performed using BAC CGH-array. Slides containing23, BACs spanning the genome
(kindly provided by Dr. N. Carter, from the Sangéentre, Cambridge, UK) were
produced at the Centre of Cancer Research (Salan8pain) as previously described
[10]. Briefly, to test for labelling reactions, @ of amplified genomic DNA, test (DNA
of tumour) and reference material (placental DNA&Yyevdigested separately wikipnli
restriction enzyme (New England Biolabs, BeverlyA)vand separately labelled using
random primers (Bioprimer labelling kit, Invitrogeand Cy5-dCTP and Cy3-dCTP
(Amersham Biosciences) fluorescent dye for pairgatidization samples, respectively.
The labelled nucleotide incorporation was quardifiausing the NanoDrop
spectrophotometer (ND-1000, NanoDrop Technologi@slmington, DE, USA).
Labelled test and reference DNA were mixed equtatib-precipitated in presence of
Cot-1 human DNA (Roche, Indianapolis, IN) with etbh washed, and diluted in
hybridization solution (50% Formamide, 10% Dextramifate, 2X standard saline
citrate, 10mM Tris pH 7.6, 2.7% sodium dodecyl atdfand 10Qg/ul of yeast tRNA).
DNA mixtures were co-hybridized to the arrays i BENETAC (Genomic Solutions)
for 48 hours at 42°C according to the manufactarestommended protocol. Images
and signal intensities were acquired using the 8end000B (Axon Instruments,
Burlingame, CA, USA) dual laser scanner in combaratwith the GenePix Pro4.0
(Axon Instruments) imaging software.

Array CGH analysis

Fluorescence ratios were normalized by using thdianeof the fluorescence
ratios of every spot computed as jogalues. The logratio of each clone was
normalized to the median Ipgatio of the twenty control hybridizations, aftehich the
median of triplicate spots was calculated, as puesty described [10,11]. Data from
two-colour hybridizations for both sets of DNA wasrmalized using the DNMAD
module of the GEPAS software [12-14]. Regions gfy}caumber gain and loss for the
BAC CGH-array data were identified by creating skmgpecific thresholds [15]. A
threshold level was described as mean plus or nmihmes or four times the SD [16,17].
Using three times the SD as a cut-off level, 99af%he fragments will fall within the
normal rangeThis would result in [110 false-positive clones on an array with 3500
different loci. At least two contiguous BAC clonegh a log ratio of less or more was
defined as a gain region. Furthermore, spots withkaCy3 or Cy5 intensity (below’R
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< 0.2) and clones with a standard deviation of ntbe: 0.3 of triplicate spots were
excluded from analysis. In total, approximately 16#«lones were excluded. All data
sets were carefully reviewed for frequently affelctdhiromosomal sites of physiologic
copy number polymorphisms (CNP). Therefore eveoyelon the array was compared
with the ‘Database of Genomic Variants’ (availaatehttp://dgv.tcag.ca/dgv/app/home)
and that of chromosomal imbalances and phenotypd&uimans using Ensemble
Resources (DECIPHER: available at:
http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/)1183 9

Validation studies by oligonucleotide microarrays

In order to confirm the results of the BAC aCGH Igsis, a subset of 7 patients
with chronic myelogenous leukaemia (CML) were adsmlyzed using a 12x135K
Whole-Genome (Roche Diagnostics, Mannheim, GermaRyis microarray platform
provides measurements from 135,000 unique genomecic The hybridization, image
analysis, extraction of fluorescence intensitied dreir log ratios, together with their
subsequent normalization, were carried out as puslWy described [10,11]. Gender-
matched human DNA was used as reference. Eachedfab reference samples, one
female and one male, consisted of a pool of DNAnfroormal lymphocytes from
several healthy people (G147A-G152A; Promega, MadisVI). Briefly, 500 ng of
tumour and reference DNA were labelled with Cy3 &b, respectively. They were
combined (4ug each) and dried by vacuum centrifugation. The DMss resuspended
in 3.3uL of Sample Tracking Control and vortexed; 8L7of NimbleGen hybridization
solution was added to the tube, mixed well, anddweat 95°C for 5 min in the dark.
Samples were hybridized for 16—-20 h at 42°C, theshed with NimbleGen wash
buffers and scanned at 10-um resolution using tB@MM Scanner ((Roche NimbleGen,
Madison, WI).

Data analysis

Data were extracted from scanned images using Ni8dalin 2.5 extraction
software (Roche NimbleGen, Madison, WI), which dealautomated grid alignment,
extraction, and generation of data files. Cy3 angs dmages were scanned
independently through two separate channels andyjtiaatified data were analyzed
using the Cy5/Cy3 intensity ratio converted intg,ld=or mapping genomic breakpoints
the segMNT v1.1 CGH segmentation analysis algoritiwere run as previously
described [10,11].
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Results

In 16 of 21 patients, genomic changes were obsef¥e%). All of the cases
with a diagnosis of either a CML or a MPN wiDGFB rearrangement showed
genomics imbalances. However, in the Ph-negativlMRd Lymphoproliferative T-
cell disorder associated with eosinophilia the geicacchanges were observed in six out
the nine and in one patient, respectively.

In total, abnormalities in 30 regions were preséosses were most frequent
than gains (24 vs 5). The genomic losses wereddcah 200913.13, 11g13.3, 8924.3,
17p11.3, 19p13.1 and 6912, while the gains affetfefd 3.4 and 6p21 (Table 2)

Table 2. Summary of the most frequent genomic imbateces in CMN by aCGH

Genomic imbalance Incidence
Loss on 20913.13 26%
Loss on 11g13.3 24%
Gain on 11g13.4 19%
Loss on 8924.3 14%
Loss on 17p11.2 10%
Loss on 19p13.1 10%
Loss on 19p13.3 10%
Loss on 612 5%
Loss on 9g34.2 5%
Loss on 11p13.1 5%
Loss on 11q14.1 5%
Gain on 6p21 5%

In the Figure 1 a summary of the most relevant geadmbalances in the
different subgroups of MPN is shown. In the validat series, by using an
oligonucleotide microarray, the main changes wernafiomed. Thus losses on 20q13
were observed in 57% of cases. By contrast, nonethef two patients with
lymphoproliferative T-cell disorders showed geneilinormalities in eosinophils. In
addition, none of the patients in the control growfth reactive eosinophilias, showed
genomic imbalances. Losses affected 20913.13 regi@ncases of CML, two cases of
Ph-negative MPN and two additional cases with MRNRDGFRBrearrangement.
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changes involving two or more probes were consdldrereactive eosinophilias no changes were ptesdtile in MPN losses predominated.
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Figure 1.Representation of the most frequent genahénges observed by aCGH in MPN. Losses aresemter in red while gains are represented in g@ely. genomic
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In all cases a common region involving BAC probd45bG6 and dJ470L14,
from 48254388 48448723 involvinGEIL (B4GALT5)and STAU1 genes was lost
(Figure 2). It should be noted than losses affgctiiql3.3 were also recurrent in
patients with Ph-negative MPN and MPN wRIDGFRBrearrangement (Figure 2). In
both types of diseases a common lost region inmghBAC probes bA30016 and
bA804L21 was observed. In this region the geG&DON1, ORAOV1, FGF19, FGF4
and FGF3are located. Interestingly a common lost in redl®pl13.11 involving the
BAC probes bK1251H54 and bK1260F20 (from 18186 0163559041) was present.

Several genes are located in this region beingrtbst relevant aSATAD2A,
PBX4, TSSK6,MAST3, PI3KR2, IFI30, RAB3A, and JUND

In addition losses on 8g24.3 were observed in thegents; two of them with a
diagnosis of CML while the other was a Ph-negaMD. In both cases the deleted
region, from 144197593 to 145393572, was lost, aoimg the genesLYHS6,
GPIHBP1, ZFP41andGLlI4 (Figure 2).
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Figure 2. Plot from 20q region showing the presesfdesses in genetic material. Losses affectedl2(&B region in 3 cases of CML, two cases of Ptatiegg MPN and two
additional cases with MPN and PDGFRB rearrangenterl cases a common region involving BAC prod@$55G6 and dJ470L14, from 48254388 48448723 impREIL
andSTAUlgenes was lost.
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Discussion

The eosinophilias encompass a broad range of nemdtalogic (secondary or
reactive) and haematologic (primary, clonal) disosdwith potential for end-organ
damage.An elevated blood eosinophil count may be assediatith a number of
reactive conditions or with clonal disorders of ame marrow (BM). Three categories
of blood eosinophilia have been described: Readtive clonal) eosinophilia, clonal
disorders of the BM associated with eosinophilid &ES. Therefore the presence of
demonstrable clonality is necessary to define tipeseesses. Different approaches have
been used to define the clonality as moleculastesttogenetics, Humara assay or the
presence of increased blast cells [20,21]. Howewer, study was based in the
eosinophils isolation and the detection of the gecoaberrations by aCGH in these
purified cells. The clonality of this process détecby FISH or by combination of
different technique ranged between 14% and 20%2P20By contrast our study
demonstrated the presence of genomic imbalancég% of MPN patients. Therefore
aCGH showed clonality in eosinophils and could bteehnique used to define the
presence of clonality in these processes. It shbeldoted that none of the two patients
with eosinophilia associated to lymphoproliferatiVecell disorders showed genetic
abnormalities in eosinophils, consistent with thasieophilic involvement in these
disorders could be reactive and non-related tdthell clonal disease.

In the present study several regions of interege ieeen found to be associated
with gains or losses of genetic material in MPNI #le different subtypes of MPN
showed genomic imbalances (Figure 1). Deletionheflbng arm of chromosome 20
(20g-) is a frequent recurring chromosomal abnaitsnedssociated with myeloid
malignancies [8,9]. Del(20q) is observed in myekugstic syndromes (MDS),
myeloproliferative neoplasms (MPN), and acute migeleukaemia (AML), but is
rarely seen in lymphoid malignancies [8,9]. Thisnaimality has been reported
associated with MDS and prognosis [23Jhis deletion may result in loss of
heterozygosity or haploinsufficiency of tumour stggsor gene(s), which could
contribute to the pathogenesis of myeloid maligresicHowever, the target gene(s)
remain unknown. Interestingly, the present serieswed that 20g- was the most
frequent genetic abnormality showed in MPN, affegtall the three types of MPN
studied, mainly CML patient48% of cases). Two different commonly deleted regio
in 20q (CDR) have been reported in MPN [24,25]oum cases, in the eosinophils, CDR
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was located in 20q13.13, placed more telomeric tharpreviously described [24]. Two
genes have been localized in this regBAGALTand SLC9A8 The gendBAGALThas
been involved in the biosyntheses of N-glycans,ly@amns, and lactosylceramide and
changes of the gene expression increases uponnaaligransformation [25]. In our
study loss ofSTAUlwas also present. This gene is a member of thdyfaindouble-
stranded RNA (dsRNA)-binding proteins involved e transport and/or localization of
MRNAs to different subcellular compartments anad/ayanelles [26]. Recently it has
been suggested that two genes, located in 2QcABIBTL (41576467-41603949) and
SGK2(4,161,100 to 41,647,687) are associated withwvamechanism associated with
the acquisition of genomic deletions in myelopeaiitive processes associated with 20q
deletion [27]. Our results partially confirmed thw/olvement of this region in MPD
disorders. However the BAC array did not cover tegion because is placed between
two BAC RP5-892M9 (3943713-39498633) and RP5-10ZBDI2873876-43010014)
close to the reported deleted region in MPD [27].

The present study showed losses at 11913.3 in Z4%atents with MPN. The
region contains the genes as CCDN1 and FGF4 imeticen cancer however the
localized of common fragile site FRA11 F could laeige of these losses [28]. Of note,
two out of the three patients with a MPN associatgith PDGFRB rearrangement
showed losses in 19p13.11. These are infrequemiasks that usually respond to
tyrosine kinase inhibitors [29]. Several geneslacated in this region such aSSK6,
MAST3, PI3KR2, RAB3Aand JUND. It should be noted that no other MPN studied
showed genomic changes in this region suggestiagltisses in 19p13.11 could be
associated with this rare type of MPN.

The presence of genomic changes in 8g24 is infreque MPN. Several
changes in this region have been reported in CMiepis treated with imatinib or
associated with disease progression [30,31]. Aerstitial deletion of 8924 have been
reported in cases of CD4+CD56+ haematodermic nepydaa rare and aggressive
disease related to the leukaemic counterpartsashpcytoid dendritic cells [32]. In this
region the genelsYH6, GPIHBP1, and ZFP4are located and, therefore, they could be
implicated in this MPN.

In summary, aCGH shows clonality in eosinophilsmiost of the MPN, and
could be a technique used for defined clonalitythese diseases. In addition, the
genomic changes on 20913 could be a clonal mark€ML, Philadelphia-negative

MPN and MPN associated to PDGFRB rearrangement @oginophilia. The lost of
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genes located in these regions could provide neighis in the knowledge of these
MPN associated with eosinophilia.
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La presencia de eosinofilia asociada a las hemopatias malignas es conocida
desde hace mucho tiempo y tanto en el linfoma digkia como en algunas neoplasias
linfoproliferativas los eosindéfilos no forman padel clon tumoral. Sin embargo, las
enfermedades neoplésicas con eosinofilia clonalmenos conocidas por su menor
prevalencia y porque la definicion de clonalidad les eosindfilos es dificil de
establecer en la mayoria de las ocasiones: a imnelnofenotipico los eosindfilos no
expresan marcadores aberrantes pagjue su caracterizacion inmunoldgica es, en la
mayoria de la ocasiones, dificil de realizar. Losimdfilos forman parte del clon
patolégico en ladeucemia aguda mieloblastica aguda (LMA) con iny(¥6en las
neoplasias mieloproliferativas crénicas, como lecéenia mieloide crénica (LMC). En
ambos casos la aparicion de una alteracién moledaldusionMYH11CBFB en las
LAM con inv(16) y la fusionBCRABL en la LMC, facilita el diagnéstico. Por el
contrario, en otras hemopatias malignas ha siddvanon@s dificil precisar la naturaleza
clonal de los eosindfilos proliferantes. La primexadencia de esta implicacion fue la
descripcion de una fusién del g&TV6 (TEL) (implicado en la leucemia aguda
linfoblastica B, la mas frecuente en la infancian el genPDGFRB un gen con
actividad tirosina kinasa, en los enfermos con deuva mielomonocitica cronica
(LMMC) con eosinofilia(Golub et al, 1994). Este hallazgo propicio la higstp de
nuevos genes que se fusionaran BGFRB En la actualidad se han descrito mas de
veinte genes que se reordenan con este gen y oaagi@mopatias con un importante
componente eosinofilico. Posteriormente se desctibinuevo grupo de enfermedades
en la que, mediante un mecanismo de pérdida y d®nfuse unian dos genes
localizados en el brazo largo del cromsoma 4 (4q&2,genPDGFRA con actividad
tirosina kinasa, y el geRIP1L1 Los enfermos que tenian esta fusion, o sus tasan
presentaban en muchas ocasiones datos clinicaddgicos de SHE. Ambos procesos,
junto con otras enfermedades caracterizadas pozoetienamiento del geRGFRY,
localizado en 8pl1, con otros genes, fueron reédose@n la clasificacion de la OMS
de 2008 como trastornos diferenciados del restasiBIMP, aunque emparentados con
éstas.

En el presente trabajo de tesis doctoral hemoadt®wa cabo un estudio amplio,
sin restricciones geogréficas, de las eosinofiie@icas clonales. Para ello hemos
propiciado la creacién de un Registro Nacional dsitofilias Clonales en el que han
podido participar cualquiera de los centros implasaeste tipo de procesos. Uno de los
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problemas iniciales con los que nos enfrentamodaescasa incidencia y el relativo
desconocimiento de este tipo de enfermedades estrauentorno, por lo que fue
preciso llevar a cabo, de manera paralela al regish proceso de educacion sanitaria
de los profesionales implicados. No hay que olvidae el tratamiento de las
eosinofilias cronicas recae sobre distintas eslgaites médicas (Medicina Interna,
Neumologia, Dermatologia, Alergologia, Cardiologitt), que no siempre solicitan la
opinion del hematdlogo. Algunos de los enfermoduidos en nuestra serie estaban
siendo tratados por médicos no hematélogos quertuviacceso al registro. Por ello, es
muy dificil precisar la incidencia real de esto®g@sos en nuestro medio, aunque
estimamos que ésta no debe diferir mucho de laupsip por el programa SEER
(Surveillance, Epidemiology and End Reguligie determiné que la tasa ajustada por la
edad era de 0,036 casos por cada 100.000 perdomids ¢€Crane et al, 2010). Es muy
dificil establecer si esta incidencia esta subestanpor el dificil diagnéstico de la
enfermedad y porque es muy probable que en unof@eirconozcan nuevas lesiones

moleculares que ayuden en la identificacion desgstocesos.

En lineas generales tanto los casos con eosingfifission PDFGRA/FIP1L1
como los casos con reordenamientos del BeGFRB presentaron las caracteristicas
clinicas y biolégicas similares a las descritas.ubdeotal de 556 pacientes analizados
con sospecha de NMP, pudimos detectar diez enfecmoseordenamientos del gen
PDGFRBen un periodo de recogida de muestras de 5 afiosu&nto al sindrome
hipereosinofilico, diecinueve casos de un totaf8@acientes con sospecha de SHE en
un periodo de 6 afios, cumplian los criterios de $t8Eho de los 19 casos presentaron
la fusion PDFGRA/FIP1L1.Por lo general, estas enfermedades afectan a berebr
edad media (fusionPDFGRA/FIP1L1) o mas avanzada (en los enfermos con
reordenamientos dBDGFRB. Ademas de la caracteristica y constante eofmofi
tienen otros datos similares al resto de enfernoys NMP, como la presencia de
leucocitosis, aunque suelen presentar anemia yugmas ocasiones, cifra normal de
plaguetas. Estos datos son mucho mas caractesis&rp los pacientes con
reordenamientos d@DGFRB La presencia de infiltracion organica por losiedfos
en los enfermos con fusi®DFGRA/FIP1L1fue otra caracteristica diferencial, sin que
haya un 6rgano que destaque por su mayor incidelecafectacion. Por consiguiente,
la presencia de cualquiera de estas caracteriskd®es orientar la sospecha diagnostica

en estos procesos. Por regla general, la existateiain SHE suele preceder al
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diagnostico de un paciente con fusiBDFGRA/FIP1L1,mientras que una clinica de
leucemia mieloide crénica atipica o de una LMMC algioner en la pista del
diagnéstico de unreordenamiento dePDGFRB y realizar el estudio de FISH
indispensable para su diagnéstico. En el caso de dofermos con fusion
PDFGRA/FIP1L1se puede usar esta metodologia o bien un anéksiesta fusion
génica mediante PCR cuantitativa. Ambos métodos son nuestra experiencia,

igualmente utiles.

La importancia de la deteccion de estas anomaéinétigas radica, de manera
esencial, en las posibilidades terapéuticas. Ederté que, como cientificos, debemos
aspirar a determinar los mecanismos molecularebcaaos en las enfermedades, pero
esta necesidad alcanza una mayor trascendenciadacuanidentificacion de las
alteraciones genéticas condiciona el tratamientms aun, una terapia casi curativa
como en los procesos objeto de este trabajo ddctraso de los inhibidores de la
tirosina kinasa (ITK) ha revolucionado el tratameemle la LMC y ha podido ser
aplicado en las eosinofilias clonales con un gramero de respuestas. En nuestra serie,
todos los enfermos con fusiltDFGRA/FIP1L1respondieron al tratamiento con dosis
bajas de imatinib (100 mg/d). Todos ellos han madtela respuesta en el tiempo que
ha durado el estudio y no se han producido recaidefectos secundarios notables. En
algunos casos el tratamiento fue precedido, comlican las guias de practica clinica,
del uso de esteroides, que fueron Utiles paraaaliai sintomatologia derivada de la
infiltracion eosinofilica, pero que no modificaranevolucion natural de la enfermedad
a largo plazo en ningun enfermo. Cabe destacarirgagnib induce una respuesta
hematoldgica y molecular completa y duradera, paroeduccion de la dosis o la
interrupcion del farmaco (solo durante varias seaspmpuede provocar una recaida
precoz (Jovanovic et al, 2007; Klion et al, 200Cpn el reinicio de imatinib se
obtuvieron remisiones moleculares en todos losscaBodos estos hallazgos indican
gue imatinib puede suprimir el cléitP1L1/PDGFRAcon eficacia, pero no lo elimina.

En los pacientes con reordenamientoPR¥GFRB la dosis de imatinib usada
con mayor frecuencia fue la habitual en la LMC (40§/d) con una eficacia similar.
Los pacientes con esta dosis de imatinib alcanzmisiones hematoldgicas y
citogenéticas completas y duraderas. La FISH diedifpara evaluar la respuesta al
imatinib en los casos de reordenamientdP@®GFRAY PDGFRB La mayoria de los

enfermos respondieron al tratamiento, aunque eimatgso, el inhibidor de tirosina-
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kinasas (ITK) se instaur6 en fases muy avanzadadadenfermedad, con una
hipertension portal muy grave, lo que motivo et&so terapéutico. Cabe destacar que
en esta serie se incluyen algunos de los primesssade enfermos con reordenamiento
de PDGFRBtratados en nuestro pais. De ahi que, especialreargafermos mayores,
no se hayan usado los ITK como primera opcion ériga. Algunos de estos enfermos
llevan mas de nueve afios de tratamiento sin queage producido la recaida de la
enfermedad. Por consiguiente, podemos sugerir lqusoede ITK en los enfermos con
reordenamiento deDGFRBpodria ser tan util como en la LMC. Durante laizealion

de este trabajo de tesis doctoral hemos asistigdlo @ambio en la percepcion de este
grupo de enfermedades lo que ha motivado que iewmicon mas frecuencia este tipo
de analisis genéticos dadas las mejores perspettrapeuticas con el uso de ITK, que
se prescriben en fases mas tempranas del procaslosgue los resultados globales

son mejores.

Por todo ello consideramos que es preciso reaktagstudio de la fusidon
PDGFRAasi como del reordenamiento BEBGFRBen los enfermos con eosinofilias
cronicas, en los que no se haya determinado ldeexia de otras clonalidades. Para

ello proponemos el siguiente algoritmo diagnéstinel estudio de toda eosinofilia:
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Hipereosinofilia

Detectar causas reactivas

Eosinofilia Positivo
reactiva

Negativo

Cribado para detectar las alteraciones citogenéticas
4q12 (PDGFRA),5Q31-33 (PDGFRb) O 8P11-13(FGFR1)
mediante FISH o RT-PCR

Tratar causa
subyacente

Negativo
Otras anomalias Deteccidn de clonalidad T
moleculares y clonales, y/o de produccion in vitro
eosinofilia clonal y/o de citocinas Th2
blastos en MO>5-<20%

Positivc
Si N Si
LEC, NOS u otra Hipereosinofilia Hiperebsinofilia
Neoplasia micloide neoplasia mieloide idiopatica variante
plasia y definida por la OMS linfocitica
linfoide con s
eosinofilia y cgn eosinofilia —
alteracién PDGFRA, aSOCIS(g/?P(SSI\I/\[A% NMP, organico(SI)
PDGFRB o FGFR1 /SMD)
asociada Sindrome
hipereosinofilico
Anomalias PDGFRA/B: LEC,NOS: Esteroides Esteroides;
imatinib hidroxiurea o 22 linea: 22 linea:
Reordenamiento interferon-a; hidroxiurea, Inmunosupresores
FGFR1: quimioterapia 22 linea: interferon-a; Interferon-a
intensiva y TPH Imatinib; imatinib; mepolizumab
ensayo clinico mepolizumab alemtuzumab
TPH ensayo clinico;
TPH

A nivel genético la evaluacion de eosinofilia prirmadebe comenzarse con la
determinacion de la fusion del g&hP1L1/PDGFRAen la sangre periférica o en la
médula 6sea mediante la técnica de FISH o de RT-R&ZRIs et al, 2003). En el

103



DiSCUSION GENERAL

presente trabajo todos los casos se analizarorédnlanésea. Dado que el génlIC2

se encuentra en este segmento genético perditiapdsal usar la prueba FISH para la
delecion deCHIC2 (Pardanani et al, 2003). Se ha observado que @goacientes con
NMP y fusionFIP1L1-PDGFRAtienen el polimorfismo rs4054760 (un SNP situado
la posicion 5’'UTR de la sub-unidad alfa del recept®e la IL-5) hallazgo asociado con
el grado de eosinofilia en la sangre periférica presencia de infiltracién en los tejidos
(Burgstaller et al, 2007). Debemos hacer el diaggmsliferencial con otros procesos
neoplasicos hematologicos, ya que la fusdR1L1/PDGFRAse ha encontrado, de
manera excepcional, en casos de LMA y de linfoméolilastico de células T con
eosinofilia asociada (Metzgeroth et al, 2007).&descarta la presencia de una fusién
FIP1L1/PDGFRA deberan estudiarse otras anomalias molecularesrreates
asociadas con la eosinofilia y, dentro de ellasidéntificacion del reordenamiento
PDGFRB es indispensable porque estos enfermos respontien @K (Greipp et al,
2004). No hay que olvidar que algunos enfermos g@uedner una afectacion del gen
FGFRJ, asociado a la t(8p11-13), que se observa enidémras linfoblasticos con

eosinofilia e hiperplasia mieloide.

Cabe mencionar que algunos pacientes presentahip@aosinofilia durante
afios de evolucién, sin que se encuentre una erdadr®ibyacente ni estos enfermos
evolucionen a un SHE. Una vez descartadas la priesate cualquiera de las
alteraciones moleculares descritas previamenteps egpacientes podrian ser
diagnosticados como una nueva entidad, la denomittapereosinofilia de significado
indeterminado” (USHE) en la clasificacion de la QMBn estos pacientes, es
importante un seguimiento periodico para descéatavolucion del proceso patologico
hacia una neoplasia mieloide o la aparicion de eméermedad subyacente que

justifique la presencia de la eosinofilia.

En la segunda parte de nuestro trabajo se llevaba cn estudio mediante
micorarrays genémicos, o microarrays de CGH (aC@H)a poblacién de eosindfilos
en los casos de hipereosinofilia asociada con poscenmieloproliferativos. En la
actualidad en mas de la mitad de todos los NMPsmmsible demostrar la presencia de
clonalidad. Por ello, es preciso explorar otrosaié$ de deteccion de clonalidad. En
este sentido, la técnica de CGH-arrays ha permijimtber determinar la presencia de
ganancias y pérdidas de material gendémico en muwraspatias malignas, incluso de

manera retrospectiva, mediante el uso de mateaiafipado y es capaz de detectar
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alteraciones en regiones gendmicas muy pequefiasvetide la resolucion del aCGH
depende de la densidad del array, de la distribud@las sondas y de los algoritmos
bioinforméaticos utilizados para la deteccion de ¢asnbios en el numero de copias
genéticas. El biochip que usamos en este trabajtomd consistia en mas de 7.000
BACs especificos de las regiones del genoma humarmye permite el analisis con
una resolucion de 1 Mb e incluso para algunas negidocalizadas en los cromosomas
6, 11, 20y 22, inferior a 300kb.

No se dispone de estudios relevantes que deterranexistencia de ganancias
y de pérdidas de material genético en las NMP. tluestudio revelé que un 76% de
los enfermos tienen alteraciones genéticas en dsindilos seleccionados de los
enfermos con NMP y ademas identificoO la preseneiavarias regiones no descritas
previamente en estas enfermedades. Asi, se ohgeavpérdida de la regid@dpl13.11
en los enfermos con reordenamiento del §&GFRB Este hallazgo no se habia
descrito con antelacion en estas enfermedadesylabuerta al estudio de otros genes
posiblemente afectados en esta rara entidad. Adesea®bservo la presencia de
pérdidas er8q24.3en los enfermos con LMC. Esta alteracion no edusiwa de las
LMC, ya que también se observo en otras NMP, pogue seran necesarios mas
estudios enfocados al analisis especifico de egiarr para precisar su implicacion en
las NMP. Las pérdidas eRB0ql3 fueron la alteracidon genética mas comunmente
asociadas con las NMP. Esta alteracion ya se kdast@ito asociada a estos procesos, Si
bien se habian situado en una regidon mas centrcan@&tuestros estudios corroboran en
parte los recientemente publicados por el gruptEingn el que se define una regién de
pérdida asociada con impronta genética en estarregi las NMP (Aziz et al, 2013),
pero el presente trabajo de tesis doctoral ha detim que la region de pérdida se
localiza en20g13 Las consecuencias funcionales de esta alteraaiénno se han

precisado, pero, sin duda, contribuiran a un maaocimiento de estas enfermedades.

Todos los hallazgos obtenidos en los estudios dd @@Gys sugieren que en las
NMP hay mas alteraciones genéticas que las fusigéi@sas y orientan a que en estos
procesos se producen muchos cambios genéticoshé&istageneidad clonal también se
observa en otras hemopatias malignas y en el cé&mcgeneral y, por lo tanto, es
necesario establecer las consecuencias que pueden ¢n la evolucion de los

enfermos. El presente estudio demuestra que losHa@@idan a un correcto

105



DiSCUSION GENERAL

diagnostico de los enfermos con eosinofilias clesmg abre nuevas puertas para utilizar

nuevos farmacos en estas enfermedades.

En resumen las neoplasias mieloides con la fusiénreceptorPDGF vy
eosinofilia asociada son entidades clinicas bi¢sbescidas y los pacientes pueden ser
tratados con éxito con ITK. El SHE todavia es abdbstico prevalente en los pacientes
con eosinofilia persistente, en el que no se hatiftmado una causa primaria o
secundaria de la eosinofilia. Con la determinadénas causas primarias y secundarias
de eosinofilia persistente, las terapias cada vaz as dirigidas, los efectos
secundarios son minimos y el riesgo de desarrdiéios organicos irreversibles ha
disminuido. Durante los ultimos afios, la clasifiéacde los trastornos eosinofilicos ha
mejorado sustancialmente, de manera que parecazegrable combinar los conceptos
y los criterios en propuestas consensuadas mulptiisarias. En este sentido, un
primer paso ha sido la Conferencia de Trabajo del 2011 sobre Sindromes y
Trastornos Eosinofilicos donde se discutieron fisrios diagndésticos y las propuestas
de la clasificacion. El resultado de estas distigsi@n estas enfermedades puede servir
como base para una nueva revision y una clasifinacinificada en el futuro,
preferiblemente coordinado por la OMS. Nuestrosltados corroboran que la terapia
con el imatinib debe usarse en los casos con luplEilia y reordenamientos de los
genesPDGFRAo0 dePDGFRB Un reto fundamental sigue siendo la identificacit@
las lesiones moleculares en casos de NMP sin neantentos de estos genes y
determinar si en estos enfermos el uso de los I0&de ser eficaz y, en este sentido se
ha determinado la existencia de mutaciones sorsadbaestos procesos en nuevos
genes comdCSF3Ry CALR (Maxson et al, 2013; Nangalia et al, 2013). Todlo e

facilitara el uso de tratamientos individualizagosestos enfermos.

En conclusion, la comprension de las bases cetulgrenoleculares de los
trastornos eosinofilicos se ha traducido en lacapidon de esquemas de clasificacion
bioldgicamente mas orientados con implicacioneaptarticas. Esta clasificacion debe
ser util para la practica clinica diaria, asi copaoa las investigaciones cientificas. En
este sentido, los ITK han modificado el mal proiastle los pacientes diagnosticados
como SHE /LEC. La deteccidon de alteraciones seciagdan estos procesos llevara a

su mejor comprension y al desarrollo de nuevosrE®s terapéuticos.
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1. Las presencia de eosinofilia cronica es un hallggpwm frecuente, pero de gran
relevancia clinica. Para su correcto enfoque distip® y terapéutico es importante
definir un algoritmo clinico en el que se deberumel estudio de las alteraciones de
los genesBCR ABL1, JAK2, PDGFRA PDGFRBY FGFR1, asi como descartar la
presencia de clonalidad T.

2. Las hemopatias mieloides y linfoides con reordeaatos de los genes
PDGFRA o0 PDGFRB son enfermedades poco frecuentes, pero no exoepeso Es
dificil determinar su incidencia en nuestro megiero podriamos estimarla en torno a
0,1/100.000 habitantes/afio. Las NMP con fust®R1L1-PDGFRA son el 2,2% de
todas las NMP, mientras que la incidencia de lasPNddn reordenamiento del gen
PDGFRBse sitta en torno al 1,8% de todas las NMP.

3. Los enfermos con fusiRDGFRAFIP1L1 se caracterizan por ser varones de
edad media, con hepatoesplenomegalia y a nivebdia tienen leucocitosis con
eosinofilia, anemia y trombopenia. En nuestra seri®s los enfermos tratados con
imatinib a 100 mg/d respondieron al tratamientcay mantenido la respuesta durante
afos.

4. Los enfermos con reordenamiento del §&GFRBsuelen ser varones, de edad
avanzada y a nivel bioldgico destaca la preseneiaagemia y leucocitosis con
eosinofilia. La alteracion citogenética mas fredaees la t(5;12), con fusion de los
genesPDFGRBY ETVG En ocasiones los enfermos con reordenamient®Dd&-RB
tienen pérdidas de 5q asociadas. En nuestra senmyoria de los enfermos tratados
con imatinib respondieron a una dosis de 400 mdédrgspuesta se ha mantenido en la

mayoria de ellos.

5. La aplicacion de los microarrays gendémicos al estutk las eosinofilias
cronicas permite la deteccion de alteraciones csomdcas en el 76% de los pacientes
con enfermedades mieloproliferativas. Las altersesamas frecuentes son las pérdidas
genéticas, fundamentalmente en 20q13.13 y 119138s enfermos con
reordenamientos dePDGFRB tenian pérdidas en 19p13.11, mientras que en la
leucemia mieloide crénica son frecuentes las pasdah 8g24.3. Estos cambios no se
observan de los enfermos con eosinofilia asociadaNKE-T ni en las eosinofilias

reactivas.
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