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PROYECTO DE INVESTIGACION
v'Estudio monoclonalidad
v'Estudio mutacion BRAF-V600E
Lineas de trabajo investigacion EDC

Resultados preliminares
Limitaciones

Planes de futuro
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v'Etiopatogenia
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INTRODUCCION

HISTIOCITOSIS DE CELULAS NO LANGERHANS

Las histiocitosis son un gran y heterogéneo grupo de HEEs*"
enfermedades xantogranulomatosas resultando de la [
proliferacion y acumulacion de histiocitos reactivos o J
neopldsicos.

CLASIFICACION HISTIOCITOSIS:

-Clase I: H. de c¢lulas de Langerhans

-Clase II: H. de c¢lulas de no Langerhans sin rangos de malignidad

-Clase III: Trastorno histiocitario maligno
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_INTRODUCCION
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INTRODUCCION

B CRITERIOS DIAGNOSTICOS: &
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INTRODUCCION

Multiorganica




AFECTACION POR APARATOS Y SISTEMAS

FRECUENTE INFRECUENTE
PIEL Xantelasmas
OFTALMOLOGICO Proptosis
NEUROLOGICO Sd. Piramidal Espinal
Sd. Cerebeloso Cefalea migrafiosa
Meningiomas Epilepsia

E.cerebrovascular

ENDOCRINOLOGICO Neurohipofisitis Tiroidea
Adenohipofisitis Suprarenal
Gonadal
CARDIACA Pericardio Valvulopatia
Coronariopatia Masa atrial
Sistema conduccion Miocardio
VASCULAR Periaortitis Trombosis venosas
PULMONAR N.intersticial

Engrosamiento pleural

RETROPERITONEAL Fibrosis retroperitoneal

OSEA Esclerosis metadiafisaria
MUSCULAR Patrén miogeno
GASTROINTESTINAL Paniculitis mesenterica Pancreatitis

Isquemia intestinal
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ALTERACIONES QSEAS

OSTEOESCLEROSIS METADIAFISARIA

v'TIPICA
vPATOGNOMONICA

; 1 v'"NO CONSTANTE
v ASINTOMATICA
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PUNTOS CLAVE PARA EL DIAGNOSTICO

CUANDO DEBEMOS PENSAR EN ERDHEIM-CHESTER?

Fibrosis retroperitoneal de localizacion atipica alta

- Periaortitis (coarted aorta)

- Infiltracion perirenal (kairy Kidney)
Osteoesclerosis metadiafisaria huesos largos
Neumopatia intersticial interlobular-septal
Paniculitis mesénterica
Ictus. Meningiomas multiples
Proptosis. Nodulo infiltrativo esclero-corneal
Lesiones cutaneas hiperpigmentadas. Xantelasmas
Hipofisitis
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Manifestaciones clinicas menos frecuentes

- Hepato-esplenomegalia

- Sindrome poliadenopatico

- Mastitis-Pseudotumor mamario
- Sinusopatia

- Periodontitis

- Infiltracion paratiroides

- Pancreatitis

- Musculoesqueletico

- Sindrome nefroético
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INTRODUCCION
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v'Gran heterogeneicidad clinica

v Curso agresivo
v'Mala respuesta a tratamientos multiples

v'Desconocimiento de su etiopatogenia

\ PRONOSTICO

Extension y localizacion de la afectacion extraesquelética.
La afectacion SNC y aparato cardiovascular es un factor de mal
pronostico, siendo un predictor de mortalidad independiente.



TRATAMIENTO
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— TRATAMIENTO

T A S A A A A AV I

-Glucocorticoides
-Inmunosupresores

-Citostaticos

-TRATAMIENTOS BIOLOGICOS:

Interferon Alfa 2a

AntiTNF (Infliximab)
Antagonista receptor IL1 (Anakinra)
Inhibidor del PDGF (Imatinib)

-Trasplante de progenitores
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TRATAMIENTO

-Glucocorticoides
-Inmunosupresores

-Citostaticos

-TRATAMIENTOS BIOLOGICOS:

Interferon Alfa 2a

AntiTNF (Infliximab)
Antagonista receptor IL1 (Anakinra)
Inhibidor del PDGF (Imatinib)

Vemurafenib (antiBRAF)

-Trasplante de progenitores
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TRATAMIENTOS:

v'NO CURATIVOS

v ESTABILIZAR LA ENFERMEDAD
v MEJORIA LENTA TEMPORAL

v ORGANO DEPENDIENTE
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v'Dar a conocer la Enfermedad w

SOCIEDAD ESPANIOLA DE MEDICINA INTERMA,

v'Notificacion de casos diagnosticados en la
Peninsula
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DOYMA www.elsevier.es/medicinaclinica .

MNota Clinica

Enfermedad de Erdheim-Chester: estudio de 12 casos

Montserrat Juands Iborra?, Albert Selva-O’Callaghan®*, Javier Solanich Moreno®,

Antonio Vidaller-Palacin®, Salvador Marti ¢, Josep Maria Grau Junyent y Miquel Vilardell Tarrés ?,
en representacion del Grupo para estudio de la Enfermedad de Erdheim-Chester®

A 5ervicio de Medicing Interna, Hospital General Universitario Vall d"Hebron, Departamento de Medicing, Universitat Autdnoma de Barcelona, Borcelona, Esparia
® Servicio de Medicing Interna, Hospital de Bellvitge, IDIBELL, L'Hospitalet de Liobregat, Barcelona, Esparia

©Servicio de Medicing Interna, Hospital Universitari Germans Trias § Pujol, Badalona, Barcelona, Esparia

4 Servicio de Medicing Interna, Hospital Clinic, IDIBAPS, Universitat de Borcelona, Barcelona. Esparia
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RECOMENDACIONES

Al diagnoéstico se recomienda realizacion:
- PET-TAC
- RNM cerebral

- Ecocardiografia

SEGUIMIENTO:

*Visita clinicat+Analitica General -PET-TAC/ajuste
tratamiento cada 3 meses primer afo, depues cada 6 meses.

* Anualmente, RNM cerebral+Ecocardiografia+Analitica
completa con perfil hormonal.
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PREGUNTAS ABIERTAS

JINFILTRACION HISTIOCITARIA POLICIONAL REACTIVA O
ENFERMEDAD NEOPLASICA CLONAL?

JExiste la posibilidad de que puedan darse ambas proliferaciones, como un espectro del
mismo proceso, explicando en parte la variabilidad clinica que presentan?

/Puede relacionarse, de ser asi, la monoclonalidad con un comportamiento mads agresivo
de la enfermedad?
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PROYECTO DE INVESTIGACION

Objetivos principales

v'Determinar la monoclonalidad con amplificacién por PCR del gen del
receptor de andrégenos humano (HUMARA).

Negateoe Poalive ECD patient 2
Conral Conral
Markgr NTC Hpall Hpall+  Hpall- Hpall +  Hpall- Hpall +

qntep —*
g __,

a b ¢ d e I a

v'Establecer una correlacidn entre la presencia de formas clinicas graves
y existencia de monoclonalidad

Objetivos secundarios

v'Determinar el grado de proliferacion mediante la determinacién de Ki67 en las muestras monoclonales.
v’ Analizar de forma quantitativa las diferentes citoquinas, implicadas como predominantes en la EDC.
v'Determinar la presencia de autoanticuerpos a nivel plasmaticos.

v'Analizar y clasificar los diferentes fenotipos clinicos.

v'Establecer la correlacion del fenotipo clinico con la deteccién de autoanticuerpos.




PROYECTO DE INVESTIGACION

Beca de Fomento en Enfermedades minoritarias
Hospital de la Pitie-Salpétriere

Service de maladies Sistemiques et rares

Prof. Amoura

Prof. Haroche

Octubre-Diciembre 2012 SR




ENFERMEDAD DE ERDHEIM-CHESTER

PROYECTO DE INVESTIGACION

Hospital de la Pitie-Salpétriere
Service de maladies Sistémiques et rares
Centro de referencia de histiocitosis

90 casos con Erdheim-Chester confirmados en
tratamiento
Otras histiocitosis

-Histiocitosis de Langerhans

-E. Rosai-Dorfman
POEMS
Neurosarcoidosis
NeuroBechet
Sd. Abscesos multiples asépticos
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemuratenib)

2012 120: e28-e34
Prepublished online August 2, 2012;
doi: 10 1182/blood-2012-06-429597

BRAFV600E mutant protein is expressed in cells of variable maturation
in Langerhans cell histiocytosis

Felix Sahm, David Capper, Matthias Preusser, Jochen Meyer, Albrecht Stenzinger, Felix Lasitschka,
Anna-Sophie Berghoff, Antje Habel, Marion Schneider, Andreas Kulozik, loannis Anagnostopoulos,
Leonhard Millauer, Gunhild Mechtersheimer and Andreas von Deimling

MYELOID NEOPLASIA

High prevalence of BRAF V6OOE mutations in Erdheim-Chester disease but not in
other non-Langerhans cell histiocytoses

Julien Haroche, ! *Frédéric Charlotte,® *Laurent Arnaud,'# Andreas von Deimling,* Zofia Hélias-Rodzewicz,®
Baptiste Hervier,'? Fleur Cohen-Aubart,'? David Launay,® Annette Lesot,® Karima Mokhtari,” Danielle Canioni,®
Louise Galmiche,® Christian Rose,” Marc Schmalzing,'® Sandra Croockewit,!" Marianne Kambouchner,'?
Marie-Christine Copin,'? Sylvie Fraitag,® Felix Sahm,* Nicole Brousse,? Zahir Amoura,! Jean Donadieu,' and
Jean-Frangois Emile®1®
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemuratenib)

blOOd 2013 121: 1495-1500
Prepublished online December 20, 2012;
doi:10.1182/blood-2012-07-446286 )

Dramatic efficacy of vemurafenib in both multisystemic and refractory
Erdheim-Chester disease and Langerhans cell histiocytosis harboring

the BRAF V600E mutation
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemurafenib)
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemuratenib)
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemurafenib)

MYELOID NEOPLASIA

Brief report

High prevalence of BRAF VOOOE mutations in Erdheim-Chester disease but not in

other non-Langerhans cell histiocytoses

Table 1. Main clinical characteristics of the 46 patients with ECD according to BRAFYE%E status

WT BRAF V600E NA BRAF V600E Acrossall 3

n = 11) (n=13) (n=22) versus WT categoriest
Median age at diagnosis, y (range) 55 (39-81) W 57 (16-73) 62 83
Sex, male/female g/2 a5 16/8 .28 54

Involvement

CNS, n (%) 2(18) 6 (46) 11 (50) 15 20
Heart, n (%) 4 (36) 7 (54) 10 (45) 39 73
Large vessels, n (%) 5 (45) 1 @ 14 (64) .04 13
Exophthalmos, n (%) 3(27) 7 (54) 7(32) 19 32
Diabetes insipidus, n (%) 2(18) 3(23) 7(32) a7 67
Lung, n (%) 4(36) 4(31) 10 (45) 77 67
Perirenal infiltration, n (%) 3(27) 7 (54) 13 (59) 19 21
Xanthelasma, n (%) 4 (386) 4(31) 6(27) 77 87
Bone pain, n (%) 5 (45) 7(54) 11 (50) .68 92
Death of disease progression, n (%) 2(18) 2(15) 5(23) 86
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Inhibidor del protoncogen BRAF (Vemuratenib)

B-RAF Mutant Alleles Associated with Langerhans Cell
Histiocytosis, a Granulomatous Pediatric Disease

Takeshi Satoh'?, Alexander Smith*®, Aurelien Sarde'?, Hui-chun Lu? Sophie Mian? Celine Trouillet',

Ghulam Mufti?, Jean-Francois Emile®, Franca Fraternali®, Jean Donadieu®, Frederic Geissmann'*®
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Table 3. Age, sex, clinical features, and molecular findings in 22 patients with available blood samples at the time of diagnosis

relapse.
Ve
patient # NUP Clinical features status at the time of blood sample BRAF
whole blood CD14+ CD14—

#17 1406220 bone skin, ENT, pituitary, neuro active/progressive disease \\a / wt wt
#18 1506752 skin active/progressive disease wit na na
#19 1506604 Eone, skin, hematological dysfunction active/progressive disease wit na na
#20 1506648 Bone, skin, ENT, lung, liver, active/progressive disease wt na na

hematological dysfunction
#21 1506882 Skin, ENT active/progressive disease wt na na
#22 1506863 Bone, skin, ENT, lung, liver, active/progressive disease wt na na

hematological dysfunction
#23 1506008 Bone, skin, ENT, nodes, pituitary, lung, active/progressive disease wit na na

liver, spleen, hematological dysfunction
#24 1507109 skin, ENT, pituitary active/progressive disease wt na na
#25 2106005 Bone, skin, ENT, CNS mass lesion active/progressive disease wt na na
#26 1509003 bone at diagnosis, before treatment wi na na
#27 1506819 bone at diagnosis, before treatment wi na na
#28 1507093 bone at diagnosis, before treatment wt wt na
#29 1506957 lung at diagnosis, before treatment wi na na
#30 1506973 bone, pituitary at diagnosis, before treatment wi na na
#31 1507062 Skin at diagnosis, before treatment wt wt wt
#32 1506869 bone 1 MONTH DIAGNOSIS wt na na
33 150705 bone =2 MONTH DIAGNOSIS na wi wi
434 1506754 skin 2 MONTHS DIAGNOSIS wt na na
435 1506865 bone 2 MONTH DIAGNOSIS wt na na
#36 1507084 skin 2 MONTH DIAGNOSIS wt wt wit
37 1506932 bone 3 MONTH DIAGNOSIS wt Wt na
#38 1506984 skin 3 MONTH DIAGNOSIS wt na na
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TRATAMIENTO

DE LA BIOLOGIA MOLECULAR

DIANAS TERAPEUTICAS




GUIA TERAPEUTICA

INTERFERON Alfa 2a (9MUI)
PEG-INT alfa2a (135microg)
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‘Incremento dosis 18MUI/180micrg ‘ ‘ SEGUNDA LINEA DE TTO

‘ Respuesta a los 3/6 meses ‘




GUIA TERAPEUTICA

‘No respuesta a Interferon 18MUI ‘ ‘ Mala tolerancia Interferon ‘

| SEGUNDA LINEA DE TRATAMIENTO |
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PREGUNTAS ABIERTAS

JINFILTRACION HISTIOCITARIA POLICIONAL REACTIVA O
ENFERMEDAD NEOPLASICA CLONAL?

JExiste la posibilidad de que puedan darse ambas proliferaciones, como un espectro del
mismo proceso, explicando en parte la variabilidad clinica que presentan?

/Puede relacionarse, de ser asi, la monoclonalidad con un comportamiento mads agresivo
de la enfermedad?

Bl o Al

\ cImplica la deteccwn de la mutacion protoncogenBRAF un peor
prondstico?”
..--"""""

JEsta la-miutacion en relacion con los niveles elevados'de VEGF y el
tropismo vascular?

i E | ———— | E— | r—
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LINEAS DE TRABAJO INVESTIGACION

»Registro nacional
»Protocolo terapéutico validado por Profesor Haroche

— »Estudio monoclonal mediante 1la Técnica HUMARA

Megateee 0 Posfee ECD patient 2

Marker MTC Hpall- Hpall+ H all +  Hpall- Hpall =
qoiEp —*
2000p .
a ] [ d -] ¥ q

— »Estudio mutacion BRAF mediante la Técnica Cobas4800

—» Determinacion de VEGF

v , , (¢ ci i i <=\
CORRELACION CLINICA _ :

V&00 Mutation Test




Paciente | LHTEDC | Sexo | Edad | Exitus | Mutacion BRAF Muestra histolégica | Procedencia

1 EDC M 29 No WT Cutanea HVH

2 EDC M 51 Si - Testicular/Necropsia | HVH

3 EDC M 70 No BRAF600 Valvular HVH

4 EDC M 64 No WT Adenopatia HVH

5 EDC F 4 No BRAF600 Orbita HVH

6 EDC F 63 Si - Necropsia HGTIP

7 EDC F 24 No BRAF600 Muscular H.Clinic

8 EDC M 77 Si - Necropsia H.Bellvitge

9 EDC M 54 No - Ocular H.Bellvitge
10 EDC F 61 Si - Hueso/Necropsia H.Bellvitge
11 Mixta |F 33 No BRAF600 Hipofisis H.Bellvitge
12 EDC M 66 No - Retroperitoneo H.Tauli
13 EDC M 60 No - Renal H.Henares
14 EDC M 50 No BRAF600 Hueso H.Albacete
15 EDC F 69 Si - Hueso Cruces-Bilbao
16 EDC M 64 No BRAF600 Retroperitoneo Cruces-Bilbao
17 EDC F 67 Si - Masa paravertebral Cruces-Bilbao
16 EDC M 59 No - Tiroides Cabuefias-Gijon
18 Mixta | M 63 No WT Piel/Retroperitoneo G1j6n
19 EDC M 61 No - Retroperitoneo Murcia
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RESULTADOS PRELIMINARES

Tenemos 19 pacientes:

1 caso pediatrico

2 Formas mixtas (HCL + EDC)

6 Exitus

9 Estudios mutacionales
6/9 BRAF mutado = 54%

Histiocytoses are rare disorders of un-
known origin with highly heterogeneous
prognosis. BRAF mutations have been
observed in Langerhans cell histiocyto-
sis (LCH). We investigated the frequency
of BRAF mutations in several types of
histiocytoses. Histology from 127 patients
with histiocytoses were reviewed. Detec-
tion of BRAFY6%? mutations was performed
by pyrosequencing of DNA extracted from

paraffin embedded samples. Diagnoses
of Erdheim-Chester disease (ECD), LCH,
Rosai-Dorfman disease, juvenile xantho-
granuloma, histiocytic sarcoma, xanthoma
disseminatum, interdigitating dendritic cell
sarcoma, and necrobiotic xanthogranuloma
were performed in 46, 39, 23, 12, 3, 2, 1, and
1 patients, respectively. BRAF status was
obtained in 93 cases. BRAFY9% mutations

were detected in 13 of 24 (54%) ECD, 11 of

29 (38%) LCH, and none of the other histio-
cytoses. Four patients with ECD died of
disease. The high frequency of BRAFV590E
in LCH and ECD suggests a common origin
of these diseases. Treatment with vemu-
rafenib should be investigated in patients
with malignant BRAFV®%€ hjstiocytosis.
(Blood. 2012;120(13):2700-2703)
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LIMITACIONES

Tenemos 19 pacientes:
- Ausencia de seroteca (6 Exitus)
-Citoquinas
-Autoanticuerpos
-Estudio mutacional BRAF en sangre/monocitos

- Envio de muestras (9/19)
- 6/9 BRAF mutado a nivel tisular= 54%

-Sensibilidad-Falsos negativos?
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PLANES FUTUROS

-Registro nacional

-2 pacientes pendiente de confirmacion
-Validacion esquema terapeutico Dr. Haroche
-Evaluacion total de las muestras (9/19)

Estudio mutacional BRAF tisular - Sensibilidad
-Seroteca y estudios plasmaticos

Estudio autoanticuerpos

Perfil citoquinas

Niveles VEGF

Estudio mutacional BRAF monocitos circulantes

-Ensayo clinico internacional-Fase II Vemurafenib
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v Multiorganica, el 50% de los casos afectacion
extraesqueletica, siendo la afectacion del SNC vy
cardiovascular de mal prondstico.



CONCLUSIONES

v’ Infradiagndsticada.
v' Heterogeneicidad clinica en su presentacion y en su evolucion.

v Multiorgdnica, el 50% de los casos afectacion
extraesquelética, siendo la afectacion del SNC vy
cardiovascular de mal pronostico.

v" E1 PET es una herramienta util tanto en el diagndstico como en
el seguimiento, aunque no tiene sensibilidad 100%.

v En contexto EDC se recomienda RNM cerebral y estudio
ecocardiografico aunque el paciente este asintomatico.



CONCLUSIONES

v’ Infradiagndsticada.
v' Heterogeneicidad clinica en su presentacion y en su evolucion.

v Multiorgdnica, el 50% de los casos afectacion
extraesqueletica, siendo la afectacion del SNC vy
cardiovascular de mal pronostico.

v' El PET es una herramienta util tanto en el diagndstico como en
el seguimiento.

v En contexto EDC se recomienda RNM cerebral y estudio
ecocardiografico aunque el paciente este asintomatico.

v Interferén-alfa como primera linea de tratamiento, con
megadosis (18Ul/sem) si el paciente presenta afectacion
cardiovascular y neurologica.
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CONCLUSIONES

v’ Se realizard de por vida tratamiento a todos los
pacientes afectos por la enfermedad.

v Tener la mutacion BRAF ofrece una opciéon de
tratamiento.

v’ Se debera realizar estudio mutacion BRAF a casos
refractarios a terapia convencional, o en casos de
afectacion neurolodgica o cardiaca al diagnostico.

v'Se desconoce la implicacion etiopatogénica y
pronostica de la mutacion, proponiendo estudios.
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PREGUNTAS ABIERTAS

JNFILTRACION HISTIOCITARIA POLICRONAL REACTIVA o
ENFERMEDAD NEOPLASICA CLONAL?

Blipie @ e gl

JExiste la posibilidad de que puedan darse ambas proliferaciones, como un
eSpectro del mismo proceso, explicando en parte la variabilidad clinica que
o PRESCNIATN, w— e

;Puede relacedﬁ"lzse de serwasi, la monoclonalidad con un comportamiento mas
o agresivo de la enfermedad?

cImplica l\"deteccwn de la mutacion protoncogenBRAF
‘ _ un peor prondstico? T
JEstd la mutacion'én’ielacion con los niveles elevados.de
VEGF y el tropismo vascular?
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