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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Opracowana w 2008 r., przez ekspertéw Swiatowej Organizacji Zdrowia, nowa klasyfikacja nowo-
twordéw uktadu krwiotwdrczego wymogta zmiane spojrzenia na aberracje chromosomowe i mutacje
genowe, ktdre petnig wazng role w ustalaniu rozpoznania i rokowania u chorych z tymi nowotwora-
mi. W klasyfikacji uwzgledniono nowa kategorie nowotworéw przebiegajacych z hipereozynofilia.
Ze wzgledu na réznorodno$¢ przyczyn hipereozynofili i zmian genetycznych, ktére moga leze¢
u podloza tych nowotwordw, ich diagnostyka réznicowa jest oparta na stosowaniu metod cyto-
genetyki klasycznej, techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) i metod molekularnych.
Diagnostyka cytogenetyczna komérek szpiku pozwala na stwierdzenie, iz wiekszo$¢ przypadkéw
hipereozynofilii cechuje sie obecnoscia prawidtowego kariotypu. Dlatego rutynowa diagnostyka
cytogenetyczna musi by¢ uzupelniana technika FISH z uzyciem sond break-apart dla genéw, ktére
ulegaja rearanzacji (np. CBFB, ETV6) oraz sond dla gendw fuzyjnych (np. FIP1L1-PDGFRA), swoistych
dla choréb przebiegajacych z hipereozynofilig (zespét hipereozynofilowy, HES, przewlekta biatacz-
ka hipereozynofilowa, CEL). W diagnostyce réznicowej wykorzystuje sie ponadto analize mutacji
genowych charakterystycznych dla choréb przebiegajacych z hipereozynofilig, np. mutacji genu
¢-KIT lub obecnosci genu fuzyjnego ETV6-PDGFRB.

hipereozynofilia « HES - CEL - FIP1L1-PDGFRA - PDGFRB « FGFR1 - inv(16)

Keywords:

Summary

Published in 2008, by experts of the World Health Organization, the new classification of hema-
tological malignancies forced a change of look at chromosomal aberrations and gene mutations,
which are important in establishing the diagnosis and prognosis for patients with these malignan-
cies. The new classification includes a new category of neoplasms - hematological malignancies
with hypereosinophilia. Due to the high diversity of causes of hypereosinophilia and underlying
genetic changes, their differential diagnosis is based on classical cytogenetics, fluorescence in
situ hybridization (FISH) and genetic molecular techniques. Cytogenetic analysis of bone marrow
cells showed that the majority of hypereosinophilia cases can be characterized by the presence
of normal karyotype. Therefore, routine cytogenetic diagnostics should be complemented by
FISH with break-apart probes for potentially rearranged genes (e.g. CBFB, ETV6) and unique
probes for fusion genes (e.g. FIP1L1-PDGFRA), specific for hypereosinophilia-associated diseases.
In differential diagnosis of hypereosinophilia, the analysis of characteristic gene mutations (e.g.
cKIT) and gene fusions (e.g. ETV6-PDGFRB) is also applied, using molecular genetic methods.

hypereosinophilia « HES « CEL - FIP1L1-PDGFRA - PDGFRB « FGFR1 « inv(16).
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Wsrep

Opracowana w 2008 r. przez ekspertéw éwiatowej Orga-
nizacji Zdrowia (WHO) nowa klasyfikacja nowotworéw
uktadu krwiotwérczego wymogta zmiane spojrzenia na
aberracje chromosomowe i mutacje genowe, ktére pet-
nig wazng role w ustalaniu rozpoznania i rokowania
u chorych z tymi nowotworami [3].

Jedna z grup nowotworéw uktadu krwiotwdrczego,
ktéra w ostatnich latach zyskata duze zainteresowanie,
dzieki odkryciu w 2003 r. fuzji genowej FIP1L1-PDGFRA,
sa nowotwory przebiegajgce z eozynofilig [7,9]. Trwaja
badania, ktérych gtéwnym celem jest wyjasnienie
patogenezy tej grupy nowotwordw, za pomoca zaréwno
metod cytogenetyki klasycznej i techniki fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ, FISH, jak i metod genetyki
molekularne;j.

CHARAKTERYSTYKA GRANULOCYTOW KWASOCHEONNYCH | ZABURZEN
ICH LICZBY

Eozynofile, ktérych podwyzszony odsetek w puli leuko-
cytéw obserwuje sie w omawianej grupie nowotwordw,
powstaja w szpiku kostnym. Dojrzate eozynofile stano-
wig 2-4% ogdlnej liczby krwinek biatych krwi obwodo-
wej, ich jadro komérkowe jest przewaznie dwuptatowe,
a cytoplazma zawiera liczne ziarnisto$ci kwasochtonne.
Prawidtowy odsetek eozynofili jest zalezny od wytwa-
rzania cytokin, IL-5, -3 i -4 oraz czynnika wzrostu kolo-
nii granulocytéw i makrofagéw (GM-CSF). Interleukina
5 jest dostarczana gtéwnie przez limfocyty Th2, ktére
biorg udzialt w odpowiedzi immunologicznej w prze-
biegu choroby pasozytniczej i w reakcji alergiczne;j.
Niewielkie ilosci IL-5 wytwarzane sa przez mastocyty,
bazofile i eozynofile [1,26,31].

Zaburzenia liczby eozynofili moga wywotaé: 1) eozyno-
penia, czyli odsetek eozynofili ponizej 1% catej puli leu-
kocytéw, moze wystepowaé we wczesnych chorobach
i stanach patologicznych o rézinej etiologii i patome-
chanizmie: we wstrzasie, chorobie Cushinga, po korty-
koterapii, w durze brzusznym, posocznicy, w $pigczce
cukrzycowej, mocznicowej i watrobowej oraz ostrej
hemolizie; 2) hipereozynofilia, czyli odsetek eozynofili
powyzej 4% we wzorze odsetkowym leukocytéw. Nie-
ktére z przyczyn reaktywnej hipereozynofilii przedsta-
wiono w tabeli 1[1,10,15,20,29,32].

Jak przedstawiono w tabeli 1, niektére nowotwory, w tym
réwniez nowotwory uktadu krwiotwdrczego, moga prze-
biegaé z wtérng hipereozynofilig. Na przyktad Cogan
i wsp. wykazali obecno$¢ hipereozynofili u chorego
z klonalnym rozrostem linii limfocytéw T (limfocyty T
helper typu 2). Nieprawidtowy klon limfocytéw T o feno-
typie CD3°CD4* wytwarzal nadmiar IL-5, ktéra pobu-
dza proliferacje eozynofili. Byla to eozynofilia wtérna,
wtdrny zespdt hipereozynofilowy, zespét hipereozyno-
filowy (HES=hypereosinophilic syndrome), niemajacy
zwiazku ze zmianami klonalnymi szeregu limfocytar-
nego, ani klonalnego szeregu eozynofili. Sg jednak i takie
nowotwory, w ktérych eozynofile sg elementem klonu
komdérek nowotworowych, a hipereozynofilia zjawi-
skiem pierwotnym wynikajacym z rozrastania sie klonu
nowotworowego [6]. Ich podzial, podloze genetyczne
i diagnostyka oméwiono w nastepnych rozdziatach.

Ze wzgledu na istniejace niezgodnos$ci nomenklatu-
rowe w uzywaniu nazwy ,,HES” miedzynarodowa grupa
International Cooperative Working Group on Eosino-
phil Disorders (ICOG-EO), sktadajaca sie z przedstawi-
cieli réznych dziatéw medycyny, w tym hematologa,
opublikowata w 2012 r. wyniki ustaleri dotyczacych
definicji zespotu hipereozynofilowego (HES). HES
zostat zdefiniowany jako kazda z postaci hipereozyno-
filii, skojarzona z uszkodzeniem narzadéw. HES moze
by¢ podzielony na pierwotny (nowotworowy), wtérny
(reaktywny) oraz idiopatyczny. ICOG-EO stwierdzita,
ze termin HES powinien by¢ uzywany do okre$lania
tych zaburzeti klinicznych, a nie jedynie do okre$lenia
nowotworéw lub choréb autoimmunologicznych prze-
biegajacych z hipereozynofilia. Nazwa HES nie moze
by¢ stosowana jako synonim nowotwordw zdefinio-
wanych przez WHO, natomiast zalecane jest uzywa-
nie sformutowania ,,nowotwory przebiegajace z HES”,
np. przewlekta biataczka eozynofilowa przebiegajaca
z pierwotnym HES [2,3,29].

RYs HISTORYCZNY ORAZ DEFINICJA | KLASYFIKACJA NOWOTWOROW
UKLADU KRWIOTWORCZEGO PRZEBIEGAJACYCH Z HIPEREOZYNOFILIA

W 1968 r. Hardy i Anderson po raz pierwszy uzyli sfor-
mulowania ,,zespét hipereozynofilowy” (HES), aw 1975 .
Chusid i wsp. zaproponowali kryteria diagnostyczne okre-
$lajace ten zespét: hipereozynofilia >1,5 G/1, czas trwania
>6 miesiecy, nieznana przyczyna hipereozynofilii, wyklu-
czenie wtdrnej eozynofilii, uszkodzenie i dysfunkcja réz-
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Tabela 1. Wybrane przyczyny reaktywnej hipereozynofilii

Grupy chor6b przebiegajacych z hipereozynofilia reaktywna

Choroby alergiczne: astma, zapalenie zatok, alergiczne zapalenie jelit, reakcje alergiczne, aspergiloza ptucna

Zakazenie: pasozytnicze, bakteryjne, grzybicze, wirusowe, riketsjowe

Choroby ptuc: rozstrzenie oskrzeli, mukowiscydoza, zespét Loefflera, ziaminiak kwasochtonny ptuc

Choroby serca: wtdknienie tropikalne wsierdzia, eozynofilowe zapalenie migsnia sercowego

Choroby przewodu pokarmowego: choroba trzewna (celiakia), eozynofilowe zapalenie zotadka i jelit

Choroby skdry: atopowe zapalenie skdry, pokrzywka, pecherzyca, opryszczkowe zapalenie skory, zespét Gleicha

Choroby tkanki facznej: zespét Churga-Straussa, ziarniniak Wegenera, reumatoidalne zapalenie stawdw, toczen uktadowy, guzkowe zapalenie tetnic, twardzina

ukfadowa, eozynofilowe zapalenie powiezi i miesni

Choroby ukfadu immunologicznego: zespdt Wiskotta-Aldricha, zespét Hioba (Joba), zespdt hiper-IgM, niedobdr IgA

Nowotwory: chtoniaki ziarnicze i nieziarnicze, ostra biataczka limfoblastyczna, choroba Kimura, guzy lite (rak nerki, ptuc, piersi, narzadéw rodnych)

Zaburzenia metaboliczne

Niewydolnos¢ nadnerczy

[wedtug 1,10,15,20,29,32]

nych narzadéw (serca, ptuc, watroby, o$rodkowego uktadu
nerwowego, skéry, nerek, §ledziony) na skutek naciekania
eozynofilami i uwalniania enzymdéw zawartych w ich ziar-
nistosciach cytoplazmatycznych [5,16].

Wedlug Gotliba i wsp., po wykluczeniu wszystkich przy-
czyn nienowotworowej hipereozynofilii wtérnej, choréb
nowotworowych przebiegajacych z wtérng hipereozy-
nofilig, choréb nowotworowych, w ktérych eozynofile
stanowig cze$¢é klonu nowotworowego oraz obecnosci
populacji limfocytéw T z nieprawidtowym wytwarza-
niem cytokin, mozna u chorego podejrzewaé pierwotny
zesp6t hipereozynofilowy (pierwotny HES) i szukad
zaburzen cytogenetycznych i/lub molekularnych, leza-
cych u podtoza nowotworu przebiegajacego z HES
[13,14,15].

W 1987 r. Keene i wsp. wykazali u 2 pacjentéw z Ph-
-ujemng przewlekla biataczkg szpikowa (CML), jednego
z ostra biataczkg limfoblastyczng (ALL) oraz jednego
z biataczka eozynofilowg obecno$é hipereozynofilii
i zaburzei w obrebie regionu chromosomowego 12p13
(locus genu TEL(ETV6)) [19]. Kilka lat péZniej Golub i wsp.
opisali w grupie pacjentéw z przewleklg biataczka mie-
lomonocytowg (CMML) zmiane molekularng zwiazana
z hipereozynofilig, w postaci fuzji genowej TEL(ETV6)-
-PDGFRB, powstajacej w wyniku zréwnowazonej trans-
lokacji wzajemnej miedzy chromosomami 5 i 12: t(5;12)
(q33;p13). Eozynofilia i monocytoza byly wspdlnymi
cechami u tych pacjentéw [12].

W wyniku translokacji t(5;12) kodujacy czynnik trans-
krypcyjny gen TEL(ETV6), umiejscowiony w 12p13 oraz
kodujacy receptor § ptytkopochodnego czynnika wzro-
stu gen PDGFRB, zlokalizowany w 5q33, tworzg gen
fuzyjny kodujacy biatko o aktywnosci kinazy tyrozy-
nowej, ktéra nasila tendencje do transformacji CMML
w AML.

Dotad poznano ponad 30 partneréw genowych transloka-
¢ji genu ETV6, odpowiedzialnych za geneze réznych typéw
nowotworéw uktadu krwiotwdrczego, nie zawsze potg-
czonych z hipereozynofilia. Poznano réwniez ponad 15
partneréw genowych w translokacjach genu PDGFRB, umiej-
scowionych m.in. w nastepujacych regionach: 1q21(TPM3),
7q11(HIP1), 10q21(CCDC6), 14q24(NIN), 14q32(TRIP11),
15q15(TP53BP1), 17p11(SPECC1) i 17p13(RABEP1). Produk-
tem kazdej fuzji genowej, wynikajgcej z tych transloka-
cji jest swoista kinaza tyrozynowa, podatna na dziatanie
inhibitoréw kinaz tyrozynowych, TKI [22].

Gen PDGFRB koduje przezbtonowe biatko o wielkosci
190 kDa, ktérego ekspresja wystepuje w fibroblastach,
komérkach mies$ni gtadkich, endotelium, prekurso-
rach linii erytroidalnej, mieloidalnej i megakariocyto-
wej komérek szpiku, limfocytach T i B i komdrkach NK.
Biatko PDGFRB odgrywa istotna role w procesie naprawy
DNA, w mitozie, chemotaksji oraz w rekonstrukcji
cytoszkieletu komérek [19,22].

Inng skojarzona z hipereozynofilia zmiang, ktéra
odkryto w nowotworach mieloproliferacyjnych
(MPN=myeloproliferative neoplasms), byla rearanzacja
locus genu FGFR1 (8p11.2), kodujacego receptor 1 czyn-
nika wzrostu fibroblastéw. Receptor ten jest biatkiem
przezbtonowym, ktérego cytoplazmatyczna domena
ma aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Najcze$ciej gen ten
uczestniczy w translokacji t(8;13)(p11.2;q12), tworzac
gen fuzyjny ZNF198-FGFR1, znajdowany w MPN i w chto-
niakach wywodzacych sie z linii T komédrkowej. Inni
partnerzy genu FGFR1 sg umiejscowieni w nastepujacych
regionach chromosomowych: 6427, 7q34, 9933, 12p11,
17q11119q13 [16,23].

Genem, ktdrego rearanzacje kojarza sie z hipereozyno-
filia, jest gen receptora alfa ptytkopochodnego czynnika
wzrostu, PDGFRA. Jego fuzje z genem BCR opisali w 2002 r.
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Baxter i wsp. u 2 chorych z atypowg CML i hipereozy-
nofilig oraz translokacja t(4;22)(q12;q11). Analiza mole-
kularna przeprowadzona u tych chorych wykazata
obecno$¢ genu fuzyjnego BCR-PDGFRA [4].

Przetomem w poszukiwaniu klonalnych zmian gene-
tycznych skojarzonych z HES, byto wykrycie w 2003
r. przez Coolsa i wsp. fuzji genowej FIPILI-PDGFRA,
ktéra powstaje w wyniku interstycjalnej mikrodele-
cji fragmentu regionu 4q12, o wielkosci okoto 800 kpz,
niewidocznej w rutynowym badaniu cytogenetycz-
nym komdrek szpiku [7]. Zmiana moze wystepowad
w przewlektej biataczce eozynofilowej (CEL=chro-
nic eosinophilic leukemia), nalezacej do nowotworéw
mieloproliferacyjnych i uwzglednionej w nowej klasy-
fikacji WHO jako biataczka przebiegajaca ze zwiekszo-
nym odsetkiem eozynofili w szpiku i krwi obwodowej
[2,18,28,29].

Dowodem na udziat ww. genéw fuzyjnych w patogenezie
nowotwordw przebiegajacych z pierwotnym HES byty
doswiadczenia z transfekcja ludzkich komdrek macierzy-
stych i progenitorowych CD34* genami ETV6-PDGFRB lub
FIP1L1-PDGFRA. Transfekcja powodowata autonomiczng
proliferacje tych komérek i ich réznicowanie w kierunku
szeregu eozynofilowego, przez aktywacje czynnikéw
transkrypcyjnych STAT 1, 3, 5 oraz czynnika jadrowego
NF-kB. Zahamowanie dziatania NF-kB hamowato ten
proces, co moze stanowié wskazéwke w poszukiwaniu

terapii ukierunkowanej na ten czynnik [24].

DIAGNOSTYKA NOWOTWOROW PRZEBIEGAJACYCH Z HIPEREOZYNOFILIA

W celu przeprowadzenia kompleksowej diagnostyki
réznicowej u chorych, ktérych nowotwory uktadu
krwiotwérczego sa klasyfikowane do grupy zespotéw
przebiegajacych z pierwotnym HES, mozna wykorzystaé
metody cytogenetyki klasycznej (prazkowanie GTG),
badanie technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) z uzyciem unikalnej sondy molekularnej, kom-
plementarnej do poszukiwanej sekwencji DNA i metody
molekularne, takie jak taticuchowa reakcja polimerazy
(PCR).

DIAGNOSTYKA CYTOGENETYCZNA

Metoda prazkéw GTG, ktdrej rozdzielczo$é na prepa-
ratach cytogenetycznych komdérek szpiku kostnego
wynosi $rednio okoto 400 prazkéw w haploidalnym
zestawie chromosoméw, umozliwia ocene liczby chro-
mosoméw oraz duzych aberracji strukturalnych, o wiel-
kosci co najmniej 3 Mpz (mega par zasad). Z aberracji
strukturalnych kojarzacych sie z hipereozynofilig mozna
dzieki niej wykry¢ translokacje t(5;12)(q33;p13), charak-
terystyczng dla CMML oraz inwersje pericentryczna
- inv(16)(p13q22) lub translokacje t(16;16)(p13;q22),
charakterystyczne dla ostrej biataczki szpikowej z zabu-
rzeniami eozynocytopoezy, AML-M4Eo (ryc. 1). Niestety,
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Ryc. 1. Kariogram chorej z AML-M4Eo. Strzatka wskazano chromosom 16 z inwersja: 46,XX,inv(16)(p13q22) [materiat wiasny]
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wiekszo$¢ przypadkdéw hipereozynofilii moze sie cecho-
wacé obecnoscig kariotypu prawidtowego [15,17,33].

Znalezienie podczas cytogenetycznej diagnostyki réz-
nicowej hipereozynofilii, aberracji angazujacych region
16q22 (locus CBFB) i region 16p13 (locus MYH11), wskazuje
na AML-M4Eo. W tym typie biataczki produkt genu fuzyj-
nego CBFB-MYHI1 znosi aktywno$é genu RUNX1(AML1),
powodujac zablokowanie réznicowania i dojrzewania

FIP1L1 |
—— 412 LMK | I
roGrra ||
4

Ryc. 2. Budowa sondy specyficznej Vysis 4q12 Tri-Color Rearrangement FISH
Probe. Kolorowymi prostokatami oznaczonozl —geny,
I — obszar flankujacy cze$¢ proksymalng genu FIP]U,I — obszar
komplementarny do genu LNX i flankujacy cze$¢ dystalng tego genu,
I — obszar flankujacy czes¢ dystalng genu PDGFRA [rycina whasna]

Ryc. 3. Fluorescencyjna hybrydyzaga in situ do jader komérek interfazalnych z
zastosowaniem sondy specyficznej Vysis 412 Tri-Color Rearrangement
FISH Probe. Po stronie lewej jadro komérki interfazalnej z prawidfowym
rozktadem sygnatéw fluorescencyjnych (2 x czerwony/zielony/btekitny).
Po stronie prawej jadro komdrki interfazalnej z delecja sygnatu czerwonego,
tozsamego z fragmentem komplementarnym do LNX i utworzeniem
zielono-btekitnej fuzji FIP1L1-PDGFRA w obrebie jednej kopii regionu 4q12
(1x czerwony/zielony/btekitny, 1xzielony/btekitny) [materiat whasny]

komérek progenitorowych. Hipereozynofilia w AML-
-M4Eo dotyczy komérek na etapie promielocyta i mielo-
cyta szeregu eozynofilowego [17].

DIAGNOSTYKA Z ZASTOSOWANIEM FLUORESCENCYINEJ HYBRYDYZAC)I
v siru (FISH)

W celu wykluczenia albo wykrycia obecnosci mikro-
aberracji badzZ rearanzacji genéw, badanie GTG nalezy
uzupetni¢ technikg FISH z uzyciem sondy specyficznej
wzgledem badanego locus.

Technika FISH umozliwia ocene obecnos$ci pojedynczych
gendw lub rearanzacji tych genéw na skutek translokacji
lub inwersji z partnerskimi loci, czy tez delecji regionéw
istotnych w patogenezie HES. W zaleznosci od rodzaju
uzytej sondy molekularnej wielko$é zmiany wykrywanej
ta technikg moze wynosi¢ ponizej 3 Mpz, a w niektérych
przypadkach nawet ponizej 1 Mpz [17].

W celu pelnej identyfikacji zmiany swoistej dla CEL,
niewidocznej w rutynowym badaniu cytogenetycznym
mikrodelecji del(4)(q12q12) oraz fuzji genowej FIP1L1-
-PDGFRA, stosuje sie sonde specyficzna dla tego regionu,
tréjkolorowa, ktérej kazdy fragment, wybarwiony innym
kolorem, jest komplementarny do okreslonej struktury
regionu 4q12: (1) obszaréw flankujacych cze$¢ prok-
symalng genu FIPIL1 (zielony), (2) genu LNX lub genu
CHIC2 oraz obszaréw flankujacych cze$¢ dystalna tych
gendw (czerwony) oraz (3) obszaréw flankujacych cze$é
dystalng genu PDGFRA (btekitny) (ryc. 2). Uzycie tak zbu-
dowanej sondy umozliwia wykrycie delecji znakowanego
na czerwono fragmentu regionu 4q12, obejmujacego
geny LNX i CHIC2, lezace miedzy genami FIP1L1 i PDGFRA.
Wéwczas w mikroskopie fluorescencyjnym widoczny
jest tylko sygnat zielono-btekitny, pochodzacy z powsta-
tej fuzji genowej FIP1L1-PDGFRA (ryc. 3) [21,25,30].

W diagnostyce réznicowej HES zastosowanie znajduja
réwniez sondy typu break-apart dla loci genéw PDGFRB
i FGFR1. Sondy break-apart sa znakowane w taki sposéb,
aby cze$¢ proksymalna badanego locus, miata sygnat flu-
orescencyjny innego koloru niz jego cze$¢ dystalna, co
pozwala nie tylko na okreélenie liczby badanych loci, ale
i wykrycie delecji catego genu (brak jednego sygnatu
zielono-czerwonego) lub jego czesci proksymalnej albo
dystalnej (brak jednego sygnatu zielonego albo jednego
czerwonego) oraz jego rearanzacje z genami partnerskimi
(rozszczepienie sygnatu zielono-czerwonego na skutek
translokacji fragmentu badanego genu, najcze$ciej dystal-
nego - ryc. 5). Sposéb znakowania sondy break-apart dla
locus genu PDGFRB przedstawiono na ryc. 4.

D1AGNOSTYKA MOLEKULARNA

Najcze$ciej skojarzonym z pierwotnym HES genem
fuzyjnym jest FIPIL1-PDGFRA. Wykrywany jest u 10-20%
chorych z tym zespotem [15]. Diagnostyka molekularna
FIP1L1-PDGFRA opiera sie na protokole opracowanym
przez Coolsa i wsp., w ktérym materiatem wyjsciowym
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Ryc. 4. Budowa sondy specyficznej typu break-apart dla focus genu PDGFRB
(5g33.2) firmy Kreatech. Kolorowymi prostokatami oznaczono:
—gen, I — obszar flankujacy czes¢ proksymalng genu PDGFRB,
— obszar flankujacy czes¢ dystalng genu PDGFRB [rycina whasna]

Ryc. 5. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ do jadra komdrki interfazalnej z
zastosowaniem sondy specyficznej typu break-apart dla focus genu
PDGFRB (5¢33.2) firmy Kreatech. Widoczne jest rozszczepienie lewego
sygnatu zielono-czerwonego, co Swiadczy o rearanzacji genu PDGFRB.
Sygnat potaczony, zielono-czerwony (po prawej), wskazuje na
prawidtowa budowe drugiego allela ww. genu [materiat wiasny]

jest RNA. Startery komplementarne do eksonéw genéw
FIP1L1 i PDGFRA amplifikuja gen fuzyjny w reakeji nested
RT-PCR [7]. Niestety, stosowana metodyka niesie ze sobg
wiele ograniczen. Jednym z nich jest problem z wykry-
ciem genu fuzyjnego w I rundzie reakcji. Moze to by¢
spowodowane czesto niewielkimi rozmiarami klonu
nowotworowego oraz - niezaleznie - duza réznorodno-
$cia rearanzacji genéw FIP1L1 i PDGFRA [11].

Zazwyczaj RNA jest izolowany z catej puli leukocytéw,
w ktérej eozynofile stanowiag zaledwie 1-3%, a w nowo-
tworach z hipereozynofilig - 3-5% komdérek. Score i wsp.
zmodyfikowali metode, przeprowadzajac caly test na
genomowym DNA zamiast na RNA. Gen fuzyjny wykry-
wany byt juz w I rundzie reakcji u wszystkich pacjentéw.
Natomiast gdy materiatem wyj$ciowym byt RNA w I run-
dzie wykryto ten gen zaledwie u 51%. Ponadto, analizu-
jac RNA otrzymano u dwéch chorych wyniki fatszywie
ujemne, podczas gdy w analizie DNA u wszystkich cho-
rych z HES otrzymano wyniki dodatnie [27].

W ilo$ciowym badaniu DNA FIPIL1-PDGFRA stwierdzono,
ze liczba kopii tego genu stanowi niewielki odsetek liczby
kopii genu kontrolnego ALB, zastosowanego w tych bada-
niach. Przeklada sie to na mediane 13% komérek z obec-
noscia genu fuzyjnego w catej puli leukocytéw.

Powyzsze wyniki analizy molekularnej prébowano
poréwnac z wynikami FISH z zastosowaniem sondy spe-
cyficznej dla genu fuzyjnego. Niestety, materiat umoz-
liwiajacy analize sondami FISH byt dostepny zaledwie
u potowy badanych (6/13). U dwéch z nich procent
komdrek FIP1L1-PDGFRA(+) wahat sie na poziomie btedu
metody (4 i 6%, przy progu btedu metody wynoszacym
5%, byli to pacjenci FIP1L1-PDGFRA-dodatni w badaniu
PCR). Miarodajny wynik, wskazujacy na obecno$¢ genu
fuzyjnego w znacznym odsetku komérek (14-63%) uzy-
skano jedynie u 4 chorych. Wyniki te moga wskazywaé
na konieczno$¢ diagnostyki FIPILI-PDGFRA metodami
biologii molekularnej, ktére bardziej wiarygodnie i pre-
cyzyjnie moga oceni¢ obecno$¢ tego genu fuzyjnego [27].

Innym problemem diagnostycznym jest znaczne zrézni-
cowanie lokalizacji punktéw ztamar obu genéw u réz-
nych pacjentéw. PDGFRA peka w réznych miejscach
eksonu 12, natomiast FIPIL1 w obrebie eksonéw 9-16
oraz w eksonie 18 (ryc. 6). Prowadzi to do powstawania
réznych transkryptéw genu fuzyjnego, co powoduje, ze
interpretacja wynikéw reakcji jest trudna. Walz i wsp.
wyodrebnili trzy gléwne typy transkryptéw: A (46%),
B (43%) i C (11%) [29]. W typie A miedzy nienaruszo-
nym eksonem FIPIL1 (ekson 9-16 lub 18) a eksonem 12
genu PDGFRA znajduje sie insercja zawierajgca 2-76 pary
zasad, pochodzgca z fragmentu sekwencji intronu znaj-
dujacego sie tuz przed eksonem FIP1L1 bioragcym udziat
w fuzji genowej. W typie B sktadanie eksonéw przebiega
bez dodatkowych insercji/delecji, a wiec w transkrypcie
genu FIP1L1-PDGFRA znajduja sie tylko cate eksony obu
genéw. Natomiast w typie C miejsca peknieé obu genéw
sg umiejscowione w sekwencjach kodujgcych.
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Ryc. 6. Schemat gendw FIPTLT i PDGFRA. W podwdjnym obramowaniu, na szarym tle, wskazano eksony, w ktdrych moze nastapic pekniecie genéw

Kazdy test w kierunku FIPIL1-PDGFRA powinien by¢ prze-
prowadzany wraz z kontrolg dodatnig, ktéra moze by¢
material wyizolowany z linii komérkowej ludzkiej bia-
taczki eozynofilowej FIP1L1-PDGFRA-dodatniej, EOL1,
dostepnej w Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) [8].

Gen fuzyjny FIP1L1-PDGFRA moze wystepowaé nie
tylko w CEL z pierwotnym HES, lecz réwniez w masto-
cytozie z eozynofilia; w tych jej postaciach, w ktérych
nie jest obecna typowa dla tej choroby mutacja cKIT
D816V [13].

Komdrki nowotworowe z FIP1L1-PDGFRA, niezaleznie od
tego, w jakim typie nowotworu wystepuja, sg podatne
na dziatanie imatynibu, juz w matych dawkach tego leku
(100 mg/doba). W czasie leczenia moze sie jednak poja-
wié¢ wtérna oporno$¢ na leczenie, spowodowana mutacjg
T6471 w genie PDGFRA, ktdra jest analogiczna do mutacji
T3151 w domenie kinazowej genu BCR-ABL w przewleklej
biataczce szpikowej [13].

Innymi, znalezionymi w pojedynczych przypadkach nowo-
twordw skojarzonych z pierwotnym HES rearanzacjami,
byly m.in. translokacje t(3;4)(p13;q12), t(4;7)(q11;q32)
it(4;7)(q11;p13), obejmujace loci genéw PDGFRA lub KIT. Ich
produkty biatkowe, majace charakter kinaz tyrozynowych,
sprawiaja, ze nowotwory skojarzone z nimi sg podatne na
leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych, analogicznie do
nowotwordw FIP1L1-PDGFRA(+) [15].

PismienNIcTWO

W razie niestwierdzenia zadnych z wcze$niej wymienio-
nych zmian nalezy przeprowadzi¢ dalsza diagnostyke
w celu wykluczenia badZ potwierdzenia rozpoznania
choréb nieprzebiegajacych z pierwotnym HES, a jedynie
z reaktywna hipereozynofilig lub hipereozynofilig stano-
wiacg jedynie cze$¢ klonu nowotworowego. Zwiekszona
liczba eozynofiléw moze wystepowaé, jak wspomniano,
m.in. w mastocytozie, wéwczas nalezy sprawdzi¢ obecnos$é
mutacji cKIT D816V, w przewlektej biataczce szpikowej, jej
charakterystycznym genem jest BCR-ABL, w ostrej biataczce
szpikowej - AML-M4Eo, markerem jest gen fuzyjny CBFB-
-MYH11 lub w AML-M2, w ktérej typowy jest gen fuzyjny
AMLI-ETO. Hipereozynofilie stwierdza si¢ réwniez jako
cze$¢ klonu nowotworowego, w ostrej biataczce szpikowej
z monosomia chromosomu 7, trisomig 1 oraz transloka-
cjami: t(5;16), t(10;11), t(16;21). Natomiast hipereozynofi-
lia stwierdzana w zespotach mielodysplastycznych i ostrej
biataczce limfoblastycznej T-komdrkowej jest przyktadem
hipereozynofilii reaktywnej, niebedacej sktadowa procesu
rozrostowego [15].

Przedstawione uwagi dotyczace diagnostyki, réznicowa-
nia i nomenklatury hipereozynofilii i nowotwordw z nig
przebiegajacych wskazuja jak wiele jest réznych nowo-
tworéw uktadu krwiotwérczego przebiegajacych z pier-
wotnym i wtérnym HES i jak istotna jest ich diagnostyka
réznicowa w celu zidentyfikowania tych, ktére pozwola
chorym na skorzystanie z leczenia inhibitorami kinaz
tyrozynowych, dajacego szanse na dtugie, wolne od obja-
wéw choroby zycie.
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