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Monoklondlni gamapatie (MG)

MGUS > SMM

> MM
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Chromozomove aberace u MGUS

Medidn procenta PC nesoucich chromozomové aberace u MGUS, SMM a MM
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% PC s chromozomovou aberaci

Klondlni expanze geneticky abnormalnich PC béhem maligni
transformace z MGUS do MM.
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Molekularné-genetické metody u MG

Klasicka cytogenetika  FisH
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Cil studie

Analyza somatickych genovych mutaci (SNVs)
pomoci NGS a nebalancovanych chromozomovych
abnormalit (CNAs) pomoci aCGH s cilem popsat
komplexni genetickou instabiliiu na genové a
chromozomové Urovni.

Srovnavaci soubory pacientt s MM:
91 MM analyzovdno pomoci aCGH
(Smetana ef al. 2014)

463 MM analyzovano pomoci NGS
(Walker et al. 2014)
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Periferni krev MefO d y Kosmjl dren

[Abnormélm’ PC - separace]CD138+CD19-CD56+/-
FACSAria (BD Biosciences)

izolace DNA
izolace DNA, celogenomovda amplifikace
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| Exomové sekvenovanil | SNP arrays |
SureSelect Human All Exom V5 (Agilent) SurePrint G3 CGH+SNP, 4x180K (Agilent)
obohaceno geny: IGH, IGK, IGL and MYC Microarray Scanner (Agilent)

HiSeq 2000 (lllumina), 4 vzorky soucasng,
fragmenty Cteny oboustranné v délce 76-bp

Analyza dat

SNP array - analyza dat: Feature Extraction Software, Genomic Workbench (both Agilent)
Exom data - prohlizeni: Integrative Genomics Viewer (Broad Institute)
Exom data - ndstroje a algoritmy: FastQC, BWA/Stampy, GATK, Picard (Broad Institute)
Exom data - analyza dat: MuTect, Indelocator, SnpEff, MutSigCV (Broad Institute)
Zakladni statistika: Statistica (StatSoft), MedCalc (MedCalc Software)
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33 pacientu s MGUS

Medidn véku (rozsah) 61 (35-86)
Pohlavi - pomér (M:F) 1,5:3
Izotyp
IgG 70 % (N = 23)
IgA 18 % (N = 6)
IgM 6% (N =2)
Biklondlni 3% (N=1)
Pouze lehké retézce 3% (N=1)
Sérovy M-Ig
<15 g/l 88 % (N = 29)
>15 g/l 12% (N = 4)
% PC v kostni dreni
<5% 85 % (N = 28)
>5% 15% (N = 5)
Pomér kappa/lambda (FLC) v séru
Normaini 51,5% (N=17)
Abnormdini 45,5% (N =15)
nd 3% (N=1)
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Vysledky 1: Celogenomova profilace CNAs

Srovnani 33 MGUS a 91 MM vysetrenych pomoci aCGH (Smetana et al. 2014)

Cetnost CNAs

P < 0,001
P < 0,001

P <0,05
P <0,05

P <0,001
P<0,05

P <0,01

CNAs 1qgain HD 13loss 1ploss 16qgloss 8p loss
H 91 MM H 33 MGUS

Pocet CNAs na
pacienta

P=3,67%1012

U MGUS nalezena vysokda heterogenita, podobné ndlezy

jako u MM, avsak CNAs pritomny v mensi ¢etnosti
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Vysledky 2: Chromozomové translokace
Srovndani 33 MGUS a 463 MM vysetrenych pomoci NGS (Walker et al. 2014)

Translokace zahrnujici gen IGH (14g32.33) jsou

pritomny v podobné frekvenci u MGUS jako u MM
=> PRIMARNI GENETICKA UDALOST
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t(11;14) t(4;14) t(14;16) t(14;20) t(6;14)
= 463 MM = 33 MGUS

Zadny piipad MGUS s translokaci zahrnujici geny MYC (8g24.21),
IGK (2p12) a IGL (22911.2)
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Vysledky 3: Somatické genové mutace

Srovndani 33 MGUS a 463 MM vysetrenych pomoci NGS (Walker et al. 2014)

MGUS MM
Viechny SNVs 100 % (33/33) 100 % (463/463) A mﬁUE
(]
NS-SNVs 97,0 % (32/33) 98,8 % (462/463)
P= 7,04XL0'5 P=8,80%x10" P=249%x10"° P=5,86x103
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Somatické mutace jsou piitomny u vsech pacientt s MGUS, ale

ve vyznamné nizsim mnozstvi v porovndni s pacienty s MM
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Vysledky 3: Somatické genové mutace

Srovndani 33 MGUS a 463 MM vysetrenych pomoci NGS (Walker et al. 2014)

6 genu, které jsou vyznamné mutovany u MM

MGUS Gen Mutace

1 EGR1 c.85A>C (p.M29L)
LTB c.167C>T (p.T56M) KRAS

2 KRAS c.182A>T (p.Q61) NRAS
NRAS c.37G>C (p.G13R)

3 HIST1IHI1E |c.169G>C (p.V57L) HISTIHIE
HIST1H1E |c.266G>C (p.S89T) DIS3
PRKD2  |c.1697A>G (p.Y566C)

4 KRAS c.436G>A (p.A146T) EGR 1

5 HIST1HI1E |c.193G>C (p.A65P) LTB
DIS3 c.1462G>A (p.D488N)

Geny s neqgativhim dopadem na prezivani pacientu s MM:

TP53, ATM, ATR, ZFHX4 = geny zapojené do reparace DNA — nepritomny
CCND1 -1 pripad s MGUS s 2 mutacemi (p.K50T, p.E51D)
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Vysledky 4: SNVs vs. chromozomové aberace
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Chromosomal Abnormalities

All SNVs NS SNVS SNVS

Geneticka instabilita je formovana soucasné na genové i
chromozomové Urovni

Pozitivni korelace zvysujiciho se poc¢tu CNAs a SNVs
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Zaver

« Genetickd instabilita je u pacientt s MGUS formovdna na obou Urovnich
(genové a chromozomové)

« V porovndani s MM:
Kvalitativne: u MGUS se vyskytuji podobné genetické uddlosti
Kvantitativné: Cetnost a mnozstvi CNAs/SNVs je u pacienty s MGUS
vyznamneé mensi

« SNVs U 100 % vs. CNAs u 4% pacientt s MGUS
hypotéza: genové mutace predchdzi zméndm na chromozomové Urovni

« Pozitivni korelace zvysujiciho se poctu SNVs a CNAs

« Je progndza na molekuldrni Urovni otdzkou kvality nebo pouze kvantity
genetické instability?

...pro ziskéni odpovédi je nutné analyzovat vétsi soubor jedinct s MGUS
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