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Evolution de la microscopie

Jassen e Objective
Microscope

- fyepiece

1867 1879 1960

Zacharias Janssen Anton Van Leeuwenhoek Karl Zeiss Ernst Abbe Otto Schott Ernst Leitz
1588-1631 1632-1723 1816-1888 1840 -1905 1851-1935 1871-1956
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Evolution de la microscopie en Cytogénétique

Microscope avec caméra
reliée a une imprimante
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Quelques dates clefs en cytologie

1¢" atlas de 18" « myélogramme » Coloration en
. : ) , : : Trocart
photomicrographies d’'un MM hématologie cellulaire
Donné et Foucault Macintyre et Watson May — Grinwald - Giemsa Mallarmé
1845 1848 1879- 1908 1935
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Otto KHALER
1849-1893

Description de la
maladie de KHALER
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Les grands noms du Myélome

Sydney SALMON Brian G.M. DURIE
1936-1999 1942

Classification de Salmon et Durie

Daniel E. BERGSAGEL
1925-2007

1€ traitement :
Melphalan + prédnisone




Quelques sociétés savantes et associations

SFH en 1931 J
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Quelgques sociétes savantes et associations

1931 : Société francaise d’hématologie - SFH

1978 : Groupe Francophone de Cytogénétique Hématologique - GFCH

Association des Cytogénéticiens de Langue Frangaise — ACLF

1990 : Groupe Francophone d’Hématologie Cellulaire — GFHC

1990 : Association des Techniciens en Cytogénétique — ATC

1990 : Association Francaise de cytométrie - Cythem
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Réception des échantillons au laboratoire

Lames étalées pour le myélogramme

Tube EDTA pour I'immunophénotypage

Tube héparine-lithium pour la cytogénétique

Renseignements cliniques + bilan biologique

Si nous recevons uniguement |'étude cytogénétique, le
correspondant doit nous fournir a minima le résultat du
myélogramme + bilan des protéines.
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Prescription type

Analyses biologiques ce jour porte 6

+ NFS plaquettes + reticulocytes
— Myelogramme + Cytogenetique Myelome et Cytométrie en Flux
Créatinine, calcémie, acide urique

+ LDH
+ Electrophorése des protéines sériques + IF
- Dosage de chaines légéres sériques K et L : freelite
+ Dosage Ponderal des Ig A,G,M
+ B2 microglobuline

COMPLEMENT D'INFORMATIONS CLINIQUES

dtwi.. d.«
(,«(« 7 % 0

Afa
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Prescription type et renseignements cliniques

Analyses biologiques ce jour porte 6

+ NFS plaquettes + reticulocytes

—p Myelogramme + Cytogenetique Myelome et Cytométrie en Flux
Créatinine, calcémie, acide urique
+ LDH

« Electrophorése des protéines sériques + IF

- Dosage de chaines légéres sériques K et L : freelite
+ Dosage Ponderal des Ig A,G,M

+ B2 microglobuline

COMPLEMENT D'INFORMATIONS CLINIQUES

d‘m,«u wa. fu%mg@x

l/(/ ( tal'\'du.._fu
Afg .
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Prescription type et renseignements cliniques

Autres renseignements cliniques fréquents :

lacunes osseuses, tassement vertébral

Suspicion de myélome ++
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Numeération formule plaguettes sanguine

EXAMENS DE SANG

NUMERATION GLOBULAIRE Walkdd techaiquement sou by respanzabiied dus blo.
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[LICFYEMET - XN}
GLOBULES ROUGES * 3,68 M/mm3 4,08 5,60
Hémioglobine * 12,3 a/fdl 12,9 16,7
Hématacrite * 36,6 % g0 48,0
Volume Globulaire Moyen * 09,5 f B3,0 97,0
T.C.M.H. 334 pg 27,8 339
C.C.M.H. 33,6 gfd 32,3 35,1
LOLR. [(ROW-CV) 14,2 % INF. A 15,0
Morphologie des Hematles Rouleaux des hématies
GLOBULES BLANCS 6320 /mm3 3800 10000
FORMULE LEUCOCYTAIRE uwiidd tckniguemant eous 13 respneshiicd dur bl
[HIEVEHEX - XM]
Polynud éalres neutrophiles 41,0 % 2591 1600 5900
Polynud éalres éosinophiles 2,0 % 126 30 S00
Polynucléaires basaphiles 1,0 % 63 INF. A an
Lymphocytes 39,0 % 24965 070 4100
Mon 3 * 13,0 % Ba2 230 710
I Flasmocytes rare L 4,0 % 253 INF. A ].I
** COMMENTAIRE EXAMEN *=*
Farmula lue au microscope
FLAQUETT!S Vaiful§ peoimiguement sows b respanss bW s s
(A SYEMER - )
Mumération des Plaguettes 172 «1000/mm3 140 3as5
Morphologie ces Flaquettes Marmale
VMP des Plaquettes 10,6 fl T 10,8
TAUX DE RETICULOCYTES VoriTift bechiy
[LSTESMER < 1)
" 19 x1000/mm3 25 100




Exploration d’'une gammapathie monoclonale

ELECTROPHORESE DES PROTEINES
{1)(Cacitarys - SEBLA]

P * 93 gl &0 £0
I.ﬁ.fhumine ¥ 3?:3 E.ﬂ 40,2 - 47.6 I

2 40,1 % 55,8 - 66,1

Globulines ¥ 55,7 g/l 209 - 35,4

* 59,9 % 29,0 - 49,2

RAPPORT A/G * 0,67 1,30 - 2,00

Alpha 1 globulines * 3,8 ofl 2,1 - 3,5

4,1 % 29 - 4,8

Alpha 2 glabulines 7.8 gl 51 - 8.5

B4 % 71 - 11,8

Béta 1 globulines 3,7 g/l 34 - 532

b 4.0 % 47 - 7.2

Béta 2 globulines * 37,9 g/l 2,3 - 4,7

, * 40,7 % 32 - £.5

Gamma globulines * 2,5 gfl 80 - 13,5

* 2,7 % 11,1 - 18,8

Présence d'un pic d'allure monaclonale en beta? : cf
immunoélectrophorése {estimation du pic : 31,5 g/L)
Effondrement des gammaglobulines.

IMMUNOELECTROPHORESE (IME})
(1 {immunotypage - SEBLA)

Présence d'une chaine |égére libre monoclonale de type Larmbda

** COMMENTAIRE EXAMEN **
Faire Bence Jones
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IMMUNOFIXATION DES PROTEINES SERIQUES

Immunofixation sérique Validée

PRESENCE DANS LE SERUM DE CE(TTE) PATIENT(E)
D'UNE lgD LAMBOA MONOCLONALE
ET

DE CHAINES LEGERES LIBRES LAMEDA MONOCLONALES

DE MEME MOBILITE ELECTROPHORETIQUE
MIGRANT DANS LA ZONE DES BETA 2 GLOBULINES

HYPO GAMMA-GLOBULINEMIE GLOBALE

Tiecfmur: Tmmungfismion SEEA

Commentaire Biofogiste ESTIMATION DES ANOMALIES MONOCLONALES SERIQUES = 350 g

DOSAGE DE PROTEINES SERIQUES

Chalrns igires [Bros kopes 444 mph {3.30-15.40)

Cheimos idgiess |ibros lomtca ER0.23 mgl {5, 70-28 N0)

Ragpart KL lives a,0018 (0.26-1.55)
Ta iy fem e b e Trn Fronhr (Tl entng Sy

Lie s dhvangfiusees riwody bor weieart o rilffetwer d st 3aml compriaes s & 3w 8,01

Exploration d’'une gammapathie monoclonale
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Exploration d’'une gammapathie monoclonale

Immunofixation des protéines sériques
(e o S Mk 7 - Nyconys 2 2co SE8LA) IMMUNOFIXATION DES PROTEINES SERIQUES
o | Immunofixation sérique Idée
ferx o6 L kin
, PRESENCE DANS LE SERUM DE CE(TTE) PATIENT(E)

— 4 D'UNE igD LAMBDA MONOCLONALE
| ! ET
| DE CHAINES LEGERES LIBRES LAMBDA MONOCLONALES
i - ' DE MEME MOBILITE ELECTROPHORETIQUE

. . -t MIGRANT DANS LA ZONE DES BETA 2 GLOBULINES

HYPO GAMMA-GLOBULINEMIE GLOBALE
| s Techmyme. Immunofixation SEBIA
e s e — — . | Commentaire Bioiogiste ESTIMATION DES ANOMALIES MONOCLONALES SERIQUES = 35091
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Autres parametres

A 2 MICROGLOBULINE (B2M)
{LliImmunaburbidimétrie - COBAS ROCHE}
* 6,2 m

Stade 1 = B2M <3,5mg/I, albumine = ou > 35g/I
22 Stade 2 = B2M <3,5 mg/I et albumine <35g/I

0.8
ou 3,5<B2M<5,5 qgs le taux d’albumine
Stade 3 =B2M > 5,5 mg/l qgs le taux d’albumine
Izﬂalmmux . a3 g 50 85
Albumina * 37,3 g/l 40 .2 47,8
LB e PO <Ot ninn phEssiine L (RS ROCHE)
* 103 mg/l B8 - 102
# 2,58 mmol/| 2,20 - 2,55

LACTICODESHYDROGENASE LDH

(IHOn# il bickrasaticue b I7°C - DEHE Ouyastion oy lectane)

217 UL
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Criteres CRAB

S NEUROSMNEMONICS it

- Calcium Elevated (Hypercalcemia)
- Renal Failure

- Anemia

- Bone Lytic Lesions



Examens réalisés au laboratoire

Description cytologique
et évaluation du % de
plasmocytes par le
myélogramme
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Examens réalisés au laboratoire

Description cytologique Réalisation du caryotype
et évaluation du % de
plasmocytes par le

myélogramme

<% eurofins

Biomnis



Examens réalisés au laboratoire sur de la moelle

Description cytologique b e Réalisation du caryotype
et évaluation du % de ' :
plasmocytes par le
myélogramme

-

A la surface des plasmocytes : présence d’Ag spécifiques = CD qui permettent :

- d’établir leur profil immunologique : immunophénotypage

- de séparer les plasmocytes des autres cellules. Obtention d’'une suspension cellulaire contenant un maximum de
plasmocytes, permet de réaliser des techniques de FISH sur plasmocytes triés.
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Le myélogramme

<= eurofins
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Anomalie quantitative = excés de plasmocytes,
<10% =MGUS

10 a 60% = sans criteres Crab : MM indolent
= avec criteres CRAB: MM symptomatique

>60% = myélome agressif

Anomalies qualitatives cytoplasmiques :
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Anomalies nucléaires:




Le myélogramme de Mr Jay UNMYELOME

Bilan en février 2018: Bilan septembre 2022

Evilaction MY 3 ) mal) pot

aetopudle Man m EXAMENS DE MOELLE

MYELOGRAMME
BLASTLS (Total) . 1.0 % 3.0 - 50
PROMYELOCYTES . L5 % 40 - 8.0
a— MYELOCYTES NEUTROPHILES . 2,0 % 100 - 150
MYELOCYTES LOSINOPMILLS 0,5 "
b B S e el e i Sl LRI 30 8 e METAMYELOCYTES o 2.5 % 15,0 i 20,0
Frofte raddie i [PEAEFERS (s | vkt meee ™ e riare POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES 2L, % 00 - 30,0
p POLYNUCLEAIRES EOSINCPMILES LS 1,0 - 40
Airrnehlinoha. POLYNUCLEAIRES BASOSMILES . 0,0 % 05 - 1,0
ERYTHROBLASTES (Total) 24,5 % 150 - 300
Prodeythirobiastes 3.0 % 1.0 . 2.0
Lrythro Bascories . L0 40 - 80
Erythro. Polychvromatophiles 7.0 % 6.0 . 10,0
Erythro, ACcphiles . 139 » 40 - 10,0
: : Ly LYMPHMOCYTLS 80 % 50 - 150
Myéelogramme de Mr Jay Unmyélome, dge de 70 ans it -l e o
PLASMOCYTES . 22,5 % 1.0 - 3.0
Richesse Ou frotts Densite colluaire normale.
Présence de MX Nombreux M non dystrophagues.,

** COMMENTAIRE EXAMEN **
Moslle riche présentant un infiltrat de plasmocytes J'abure dystrophigue
(&t O Condersation de s cvomatine, Dinuckantd, parfon un NUCEoe) en
faveur dune rechute du mydome. Pas danomale morphologique majeurs des sutres
by ees.

<% eurofins

Biomnis



+= eurofins

Biomnis



Profil immunophénotypique : I'immunophénotypage

Marguage des cellules avec des Ac anti CD
couplés a un fluorochrome

S

;CQUﬁl‘!‘.ON l
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Profil immunophénotypique

Biomnis

I'immunophénotypage

Marguage des cellules avec des Ac anti CD
couplés a un fluorochrome

Principe de fonctionnement d'un cytomeétre en flux

Systéme électronique
Suspension df' Détecteurs de Lsg
particuies = fluorescence -

+ informatique
Systéme fluidique - Miroir dichroique

LASER -;. / %
| /

: / . k‘ &
&/ Détecteur
- SSC
~(4;\
p Détecteur
FSC
* Systéme optique

Filtre

Point
dinterrcgation
L meni des

\‘-“n‘ /
aesassasssse’
s 4

J \. bande-passante

Poubelle Systéme de tri

Figure 1 : Schéma descriptif du principe samplifié de & cytométne de flux (Cytométrie en Flux — BICEL de Nuniversite de Lille)



Profil immunophénotypique : I'immunophénotypage

o ¥y e
7{." ‘:‘k’; :'0_\- I‘:. /4-——’{'\ -'O
¥ Wy JQ/" \ 9 Marquage des cellules avec des Ac anti CD
Y, "’,eg /4 \
) ¥ F couplés a un fluorochrome
i \ P .}V "‘\» Sl
;/ | 4 '\ @ ) 1. Principe de fonctionnement d’'un cytometre en flux
\ /’ g \;! g Systéme électronique
— + informatique
g i VA — o q
ptpAyt— s > . ) . -
: Systéme fluidique = Mrerdeheee v
ALTQ_Uéﬁ‘:&i » LASER  |% P -k

Systéme optique
‘/l ? . bande-passante
Poubslle Systéme de tri

Figure 1 : Schéma descriptf du principe simplSié de ta cylométrie de Sux (Cytométrie en Flux - BICEL de Nuniversité de Lille)

Mesure de la fluorescence émise et expression des résultats
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Profil immunophénotypique : but

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux

Plasmocyte normal Plasmocyte pathologique

CD138++ CD138++
CD20dim
CD38++ €020 CD38++
CD33- »

CD52-

CD56- : R D56+
CD117- b CD117+

CD27/dim
CO#1-/dim

CD28-/dim

CD200dim

<% eurofins
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Aide diagnostique :

Dénombrer le % de plasmocytes dans I'échantillon
Déterminer s’ils sont pathologiques ou non grace a leur
clonalité Kappa/Lambda et I'expression de marqueurs
aberrants

Calcul du rapport Plasmo P/ plasmocytes totaux:
Si <97% = pas en faveur d’'un myélome, MGUS
Si >97% et peu de plasmocytes au myélogramme <10%,

un nouveau prélevement est souhaitable

Phénotype des plasmocytes P stable au cours de
I’évolution de la maladie.



Profil immunophénotypique

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux

Plasmocyte normal

CD138++
CD38++ CD20-

CD33-

Plasmocyte pathologique

CD138++
CD38++

CD20dim

CD52-
CDS6-
cD117-

CD27/dim
CO#1-/dim

CD2&-/dim

CD200dim

<% eurofins

Biomnis

Aide diagnostique :

Dénombrer le % de plasmocytes dans I'échantillon
Déterminer s’ils sont pathologiques ou non grace a leur
clonalité Kappa/Lambda et I'expression de marqueurs
aberrants

Phénotype des plasmocytes P stable au cours de
I’évolution de la maladie.

Principe:

Marguage membranaire et intra-cytoplasmique avec des
Ac-anti CD puis recherche de la fluorescence émise par
les fluorochromes si CD présents:

CD45 : marqueur panleucocytaire

CD19: marqueurs des lymphocytes B et plasmocytes N
CD38 et CD138 : marqueurs spécifiques des plasmocytes
=> identification

CD56,CD27, CD200 : expression anormale sur
plasmocytes P



Profil immunophénotypique

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux

Plasmocyte normal

CD138++
CD38++

CD2&-/dim

Plasmocyte pathologique

CD138++
CD38++

CD27/dim
CO#1-/dim

coi1a CO56 CD200 oz Co4s KfL
Mormal = -t + + Palytypigue
Pathe (%: cas = = +F - Monotypigue
e myelome) R 5% =% S0-30%
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Aide diagnostique :

Dénombrer le % de plasmocytes dans I'échantillon
Déterminer s’ils sont pathologiques ou non grace a leur
clonalité Kappa/Lambda et I'expression de marqueurs
aberrants

Phénotype des plasmocytes P stable au cours de
I’évolution de la maladie.

Principe :

Marquage membranaire et intra-cytoplsmique puis
recherche de I'expression de CD spécifiques:

CD45 : marqueur panleucocytaire

CD19: marqueurs B sur lymphocytes B et plasmocytes N
CD38 et CD138 : marqueurs spécifiques des plasmocytes
=> identification

CD56, CD200 : expression anormale sur
plasmocytes P
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Profil immunophénotypique : Résultats
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[Urgates)
15 INT 7 55 Y

O3 ATC

[Ungoted] i}
S5INT $5 TOF CDS KO 55 WT
e Y - preadee musst bes
e
2 - e i
LN 4 - - L4
0 X0
5
C0M3 KO / 55 T
sofn

[Plasmen et lymphon]
D19 7 / COR00 AATSD

DI S5

[Masmos et lymphos]
CD%6 £CD 7 CO27 PCS.S

Dage 1ol

\Azel

B 309

conpey
Seut qg_s_emmﬂité en %/Les 0,01
lambda%/Pl 0,53
i=idiat o p
Si le clone est kappa
%Plpath/Pitot 98,40
Silecione estlambda
% PL path / Pl tot -49,20
3 RO

CO19%/PL 5,91

L2272 L S L8
RFI Q}Op_plagmoleyI 28,87
COZOUBAT 496

%
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Profil immunophénotypique : Résultats

B e

B v

e

Monoclonalité
Kappa

% de plasmocytes
Clone Kappa
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Profil immunophénotypique : Résultats

R T ot B s e B

Monoclonalité

Kappa
Profil phénotypique :
(20765 32020)
CD38+,CD138+,
CDA45+f
CD13- % de plasmocytes
CD27+f I'd Clone Kappa
CD56+
CD200+F Rapport PP/PT>97%
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Profil immunophénotypique : Résultats

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux Intérét de 'immun oph én otypage :

Plasmocyte normal Plasmocyte pathologique
CD138++ e Permet d’orienter le clinicien sur un myélome méme si
CD38++ CD20- CD38++

peu de plasmocytes
CD33- CD33+ . , . L, e L.
p— Booe cos2+ Profil phénotypique spécifique permettant le suivi de la
CD4a5+
CD19+

CD20dim

CDS6- co19- (REAS B CDS6++ maladie résiduelle (MRD) apreés traitement

CD117- * Lambda 0 CD117+
CDA45-/dim EERVE; N

CD27+ .
CD28-/dim CD27/dim

CD81+ CD81-/dim
CD200dim

CD28+

Profil phénotypique :
(20765 32020)

CD38+,CD138+,CD45+f,CD19-, CD56+,CD200+F
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Profil immunophénotypique : Résultats

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux

Plasmocyte normal Plasmocyte pathologique
CD138++ CD138++
CD20dim
CD38++ Coae- CD38++

CD33+
CD52+

- CD56- — CD56++
+ cD117- CD117+
CD19+ CD45-/dim
D27+ :
CD28-/dim CD27/dim cD28+
cD81+ CD81-/dim
CD200dim CD200++

Intérét de 'immunophénotypage :

Permet d’orienter sur un myélome méme si peu de
plasmocytes

Profil phénotypique spécifique permettant le suivi de la
maladie résiduelle (MRD) apres traitement

MRD : persistance de cellules tumorales dans l'organisme en nombre inférieur au seuil de détection des
techniques conventionnelles : cytologie et cytogénétique/FISH = 1-5%

Intérét de la MRD : étude de la réponse au traitement

recherche de rechute précoce

technique rapide, a réaliser rapidement apres le prélevement
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Le caryotype

Faible index mitotique
Pas d’agent mitogene efficace
Cellule capricieuse, tres fragile
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Le caryotype

Faible index mitotique
Pas d’agent mitogene efficace Culture en 72h ou 96h
Cellule capricieuse, tres fragile

Faible % de caryotypes anormaux

Entre mai 2018 et le 1°" Septembre 2022:
3 401 dossiers recus pour myélome

1 270 caryotypes réalisés et 160 caryotypes pathologiques soit 12%
2 131 dossiers avec uniquement de la FISH (technique prioritaire sur le caryotype)

Les profils 45,X,-X ou -Y, ainsi que les translocations robertsoniennes n‘ont pas été considérés comme
pathologiques

<= eurofins



Le caryotype

Caryotypes tres souvent complexes :
49-50,XY,der(1)(1pter->1p33::1p12->1q11::?),+i(1)(q10),add(3)(p11),add(3)(p11),+3,-4,-6,+9,-10,+11,-13,+15,-17,+19,-21,+3-4mar,inc[cp15)/46,XY[5]

51,XY,+4,+5,t(8;22)(q24;911),+15,+21+mar?der(1)[2]/46,XY[18]

47,XX,+12[3]/47,sl,dup(1)(921q31)[4]/47,sdl,add(17)(q25)[4]/53,XX,+3,add(4)(q21),+5,+9,-10,+11,der(13)t(4;13)(q21;921),+15,+19,+mar[cp5]/46,XX[4]

46,XX,del(13)(q13q14)[2]/46,XX[18]

53-55,XX,+5,+7,add(8)(p11),add(8)(p11),+9,+11,+11,add(12)(p12),-13,+15,+15,-16,add(17)(p11),+19,+21,+mar?der(3),inc[cp15]/46,XX[5]

50,XY,add(1)(q21),add(3)(gq27),del(4)(q?25q?31),del(6)(q14qg25),dup(7)(g31q33),del(7)(p13p15),+der(7)del(7)(p13p15)dup(7)(q31933),del(8)(q?239?24),+13,add(16)(q24),+18,?i(19)(q10),add(20)(q13),add(21)(p21),+add(22)(p11)[13]/46,XY[7]
44,XY,der(2)add(2)(p11)del(2)(q3?293?6),?dup(3)(922q26),add(5)(gq22),del(8)(921g23),-11,del(12)(p11),-13,-14,-16,-20,+3mar[5]/88,sIx2[12]/46,XY[3]

42,X,-Y,i(1)(q10),-13,-14,del(17)(p12),-21[17]/46,XY[3]

46,XY,del(13)(q13922)[12]/46,XY[8]

47-49,X,-Y,1(8;22)(q24;q11),add(9)(p23),-13,+15,-16,+19,-20,+2-3mar[3]/46,XY[17]

52,XY,+add(3)(g2?9),+5,-6,49,+10,+11,-13,-14,+15,del(17)(p11),+21,+mar[cp13]/46,XY[7]
45 X,-Y[9]/52,XY,+3,+5,+9,+11,-12,+15,+19,+21,-22,+mar?der(12)[7]/46,XY[4]
45,X,-Y[12]/53,XY,+3,+5,+7,+9,-14,+15,+19,marx2[4]/46,XY[4]
51-58,X,-Y,+1,del(1)(q?q?),+3,+4,+?10,+?17,+?18,+19,+3-6mar,inc[cp5]/46,XY[15]

48 ,X,-X,add(3)(q2?7),+9,del(12)(p12),+?16,+mar,inc[2]/46,XX[18]
46,XY,del(20)(q11g13)[20]

56,XY,+3,+5,+7,+9,+9,+11,+15,+15,+19,+21[11]/46,XY[9]

43,X-X,der(1)(1pter->1p33::?::1p11->1q21::?::1q32),der(1)(1pter->1q21::?::1g21->1qter),del(3)(p21),-13, der(16)t(16;22)(p13;911),-22[18]/46,XX[2]

<= eurofins
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160 caryotypes pathologiques

Hypodiploides : 38 K
soit 24 %

100 % de K avec anomalies
de structure

24 K avec anomalies du chrl
soit 63%

3 K avec t(11;14)(q13;932)
dont 1 impliquant cMYC
t(8;14;11)(q24;932;913)

soit 8%

1 K avec réarrangement
cMYC, K complexe
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160 caryotypes pathologiques

Hypodiploides : 38 K 46-47 chromosomes : 46 K
soit 24 % soit 29%
100 % de K avec anomalies 69 % des K ont des anomalies de
de structure structure
24 K avec anomalies du chrl 6 K avec ano du chrl
soit 63% soit 13%

Trisomie des chr: 39 15 18 dans
11% des cas sans autre anomalie

3 K avec t(11;14)(q13;932) 7 K avec t(11;14)(q13;932)
dont 1 impliquant cMYC souvent complexes
t(8;14;11)(g24;932;q13) 15%

soit 8%

1k avec réarrangement
cMYC, K complexe
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160 caryotypes pathologiques
46-47 chromosomes : 46 K

Hypodiploides : 38 K

soit 24 % soit 29%
100 % de K avec anomalies 69 % des K ont des anomalies de
de structure structure

6k avec ano du chrl
soit 13%

24 K avec anomalies du chrl
soit 63%

Trisomie des chr: 39 15 18 dans
11% des cas sans autre anomalie

3 Kavec t(11;14)(q13;932) 7K avec t(11;14)(q13;932)
dont 1 impliquant cMYC souvent complexes
t(8;14;11)(g24;932;q13) 15%

soit 8%

1k avec réarrangement
cMYC, K complexe

<% eurofins
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Hyperdiploides: 76 K
soit 47%
22% avec uniquement des chr

surnumeraires
78 % avec anomalies de structures

39 Kavecanodul
soit 50%

Trisomie des chr: 39 15 18 soit 17%
des cas sans autre anomalie

2 K avec t(11;14)(q13;q32)
K complexes
3%

3 K avec réarrangement cMYC,
K complexes



160 caryotypes pathologiques

Hypodiploides : 38 K 46-47 chromosomes : 46 K Hyperdiploides: 76 K
soit 24 % soit 29% soit 47%
100 % de K avec anomalies 69 % des K ont des anomalies de 22% avec uniquement des chr
de structure structure surnumeéraires

78 % avec anomalies de structures

24 K avec anomalies du chrl 6k avec ano du chrl 39K avecanodul
soit 63% soit 13% soit 50%

Trisomie des chr: 39 15 18 dans Trisomie des chr:39 15 18 soit 17%

11% des cas sans autre anomalie des cas sans autre anomalie
3 Kavec t(11;14)(q13;932) 7K avec t(11;14)(g13;932) 2K avec t(11;14)(q13;932)
dont 1 impliquant cMYC souvent complexes K complexes
t(8;14;11)(g24;932;q13) 15% 3%
soit 8%
1k avec réarrangement 3 K avec réarrangement cMYC,
cMYC, K complexe K complexes

Sur les 160 caryo :43% des dossiers pathos présentent une anomalie du 1 (réarrangement, +1,-1,+1q,-1p)
Sur les 160 caryo : 8% des dossiers pathos présentent une t(11;14)

<% eurofins
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160 caryotypes pathologiques

Hypodiploides : 38 K 46-47 chromosomes : 46 K Hyperdiploides: 76 K
soit 24 % 0% soit 29% soit 47% 0%
100 % de K avec anomalies 69 % des K ont des anomalies de 22% avec uniquement des chr
de structure structure surnumeéraires

78 % avec anomalies de structures

24 K avec anomalies du chrl 6 K avec ano du chrl 39 Kavecanodul
soit 63% soit 13% soit 50%

Trisomie des chr: 39 15 18 dans Trisomie des chr:39 15 18 soit 17%

11% des cas sans autre anomalie des cas sans autre anomalie
3 K avec t(11;14)(q13;932) 7 K avec t(11;14)(q13;932) 2 K avec t(11;14)(q13;q32)
dont 1 impliquant cMYC souvent complexes K complexes
t(8;14;11)(g24;932;q13) 15% 3%
soit 8%

1 K avec réarrangement 3 K avec réarrangement cMYC,

cMYC, K complexe K complexes

. . . , Données
<43% des dossiers pathos présentent une anomalie du 1 (réarrangement, +1,-1,+1qg,-1p)> caryo # FISH

8% des dossiers pathos présentent une t(11;14)
<= eurofins ‘
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Tri des plasmocytes

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux

Plasmocyte normal Plasmocyte pathologique

CD138++ CD138++
CD20dim
CD38++ cb20- CD38++

Kappa
2/3 - i CD56++
Lambda . i CD117+
1/3 :
CD27/dim
CD81-/dim

CD28-/dim
CD200dim

<% eurofins

Biomnis

Moelle osseuse + AC-anti CD138
(lyse des GR)

+

Particules magnétiques revétues de Dextran

Complexe « tétrameric Antibody, TAC »
Plasmocytes magnétisés



Tri des plasmocytes

Profil phénotypique des plasmocytes normaux et tumoraux Moelle osseuse + AC-anti CD138
(lyse des GR)
Plasmocyte normal Plasmocyte pathologique
+
CD138++ CD138++ : . s, . A
cp20- CD20dim Particules magnétiques revétues de Dextran
7 : : Complexe « tetrameric Antibody, TAC »
- ¢ CDSSM 7 g 7
Lambel3 - W o117+ Plasmocytes magnétisés

1/3

CD27/dim
CD81-/dim

CD28-/dim

CD200dim

Plasmo
P
Plasmo _
N /

On aura un mélange de plasmocytes N et P car CD138 présent sur les 2
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Tri des plasmocytes

Moelle osseuse + AC-anti CD138
(lyse des GR)

+

Cell Particules magnétiques revétues de Dextran

Complexe « tetrameric Antibody, TAC »
Plasmocytes magnétisés

Les plasmocytes magnétisés sont retenus dans un champ magnétique et les autres cellules sont éliminées
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Tri des plasmocytes

Apres recolte des plasmocytes :

-spin MGG pour évaluation du rendement, choc + fixation

étalement de lames pour la FISH
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Tri des plasmocytes

Au laboratoire :

Pour chaque suspicion de myélome, MGUS ou anémie isolée, réalisation d’un frottis puis coloration au
MGG, quelgue soit le % de plasmocytes au MG :

- évaluer le taux de plasmocytes dans le tube
- déterminer le volume d’échantillon a trier

Tri privilégié par rapport a la culture

<% eurofins
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Tri des plasmocytes

’ Biomnis
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Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2010

Sonde ATM-pS3

L 4

Statut p§3

i
P53 nondéléte | P53 delete normal
D

'
&

'

'

v

Hyperdiploidie 2

rechercher avecla sonde
ATM (trisomie 117)

AUlre s rearrangemaents
Voir biclogiste

<% eurofins
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v

Statut 13g

del 13q

Sonde 13g14-13g34-cepi2

— T

«13

«—

Sonde IgH Dual Color Break Apart

N

StatutigM

7 N

igH non réarrange  IgH rearrange
1 igH CCND1

Présence d'une t{11,14)

— @

Absence
de:

b11.14)
e4.14)
813:.16) -
014.20)
6.14)

Présence d'une t14;14)
IgH FGFR3

<

v
Presence d'une t{14;16)

D,



Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2022
O O O

Sonde Tp53/CEP 17 sonde 1p 1q sonde lgH DC Break Appart
Délétion 1p36 CDKN2C (P18)
Gain / Amplification 1g21 CKS1B
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Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2022
O O O

Sonde Tp53/CEP 17 sonde 1p 1q sonde lgH DC Break Appart

Délétion 1p36 CDKNZC (P18)

Gain / Amplification 1g21 CKS1B
Normal delp53  +17 avec delp53

<= eurofins

Biomnis



Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2022

Sonde Tp53/CEP 17

Normal

<% eurofins

delp53  +17 avec delp53

Biomnis

sonde 1p 1q
Délétion 1p36 CDKN2C (P18)
Gain / Amplification 1g21 CKS1B

Normal del 1p32.3 gain 1p21 amplification

sonde lgH DC Break Appart



Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC break Apart au laboratoire

Absence de translocation
S IEH non réarrange t(11 ;14) ou t{4 ;14) ou t{14 ;16)
l ou t(14 ;20) ou t(6 ;14)
sonde IgH DC Break Appaﬂ\ . => Arrét FISH

Split IgH : 1J,1R,1V, profil souvent complexe : recherche
d'un partenaire parmi les plus frequemment identifiés
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Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC break apart au laboratoire

<% eurofins

Biomnis

MYELOMES :

CONDUITE A TENIR DEVANT UN IGH DC REARRANGE

A-CYHINT-085

Viersion

Resultat de FigH DC commentaires Conduite a tenir
2 profil normal
LI-1R-1W Présence d'ung translocation Lancer : igH CCHNDL puis IgH FGFR3 puis igH MAF

Frofil classique

L-1R = del 5'IgH
perte du Vert coté
telomerigua,

-transbocation déségquilibrée ?
-perte d'un fragment o IgH ?

Lancer IgH FGFRS : cette transhocation est tres
soivent désdguilibrée &1 done ne pas BLre surpris
d'awvalr un prafil atyplque =i positil © ex 10 -28 -
1V ou 1-1R -1V et

5i lgH FGFRS negatif [2R2V) lancer

IGH-CCMDL puis IEM-MAF

Si 90% LILRLV pour IgH DC

&1 2R2V pour les 3 sondes il ne $'8giT pas 4'un
discordance mais

-5ait d*une translocation desequilibres avec un
partenaire non identifie,

00t d"une délition SIgH.

on ne peut affirmer |'un ou I'autre

B

11-1% = del 3'IgH
Parte du rougs cote

délétion delisg 2| dalition interstitielle)
réarrangement atypique 7

Lancer igH FGFRS puis IZH MAF

Idem mals delgtion 3'igH

centromenque

IRV Les I chromosomes 14 sont réamanges Lancer towtes les sondes

1R1N Un chr 14 réarrange et perte d'um chr 14 Lancer IgH SENDA puls IgH FGFAS puks IgH MAF
1 -18

3 +1d




Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC break apart au laboratoire

Resultat de I'igH DC

21
1-1R-1V

1J-1R = del 5°1gH
perte du Vert cote
télomérique,

Et bien d’autres encore : mélange de plusieurs clones

1)-1V = del 3'I1gH
Ferte du rouge cote
centromarique

2RIV

1R1V

n

3
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Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC break apart au laboratoire

Absence de translocation
t(11;14) ou t(4 ;14) ou t(14 ;16)
ou t(14 ;20) ou t(6 ;14)

sonde IgH DC Break Appart\ . => Arret FISH

Split IgH : 1J,1R,1V, profil souvent complexe : recherche
d’un partenaire parmi les plus fréquemment identifiés

IgH non rearrange

IgH CCND1
Présence Réarrangement
d’une autre que
t(11;14) IgH/ CCND1
(q13;932)
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Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC, Bapart au laboratoire

Absence de translocation
t(11;14) ou t(4 ;14) ou t(14 ;16)
ou t(14 ;20) ou t(6 ;14)

sonde IgH DC Break Appart\ . => Arret FISH

Split IgH : 1J,1R,1V, profil souvent complexe : recherche
d’un partenaire parmi les plus fréquemment identifiés

IgH non rearrange

IgH CCND1 IgH FGFR3
Réarrangement Présence
autre que d'une Réarrangement
IgH/ CCND1 t(4;14) autre que
(016:932) IgH/FGFR3
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Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC, Bapart au laboratoire

Absence de translocation
t(11;14) ou t(4 ;14) ou t(14 ;16)
ou t(14 ;20) ou t(6 ;14)

sonde IgH DC Break Appart\ . => Arret FISH

Split IgH : 1J,1R,1V, profil souvent complexe : recherche
d’un partenaire parmi les plus fréquemment identifiés

IgH non rearrange

IgH FGFR3

IgH CCND1
O O O

o © ©o ©o

Réarrangement Présence ,

autre que Réarrangement dune Re:\rrangement

IgH/ CCND1 autre que t(14:16) ?UH;T\Aque
IgH/FGFR3 (932:923) g
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Arbre décisionnel en FISH, sonde IgH DC, Bapart au laboratoire

Absence de translocation
a IlgH non réarrangé t(11;14) ou t(4 ;14) ou t(14 ;16)
. ou t(14 ;20) ou t(6 ;14)

sonde IgH DC Break Appart\ . => Arret FISH

Split IgH : 1J,1R,1V, profil souvent complexe : recherche
d’un partenaire parmi les plus fréquemment identifiés

IgH CCND1 IgH FGFR3 IgH MAF
@) @ O Présence d’'un
/ / réarrangement
‘ ’ ’ —— | autre que
lgH/CCND1,
Réarrangement , IgH/FGFR3,
autre que Réarrangement Rearrangement gH/MAF
lgH/ CCND1 autre que autre que
lgH/FGFR3 lgH/MAF
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Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2022

Sonde TpS2/CEP 17

+17 avec delp53

Réarrangemant autre que IgH/MAF présence d'une translocation (14 ;16){g32;23) .

i ,.f-::mm IgH/FGFR3 ou IgH/MAF

<% eurofins
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sonde 1p 1qg sonde lgH DC Break Appart

DElétion 1p36 CDKNZC (P18)
. split 1gH
IgH non réarrangé. C¥

Gain / amplification 1g21 CKS1B
del 1p32.3  gain 1p21  amplification Absence de translocation

t(11 :14) ou t(4 ;14) ou t(14 ;16)

ou t{14 ;Z20) ou U6 ;14)

IgH CCHDA //

. présence d'une translocation (11 ;14){q13 ;g32)

l presence d'une translocation (4 ;14)(pl&;932)
o
Réarrangement autre gque IgH/CCND1

_ . Réarrangement autre que IgH/FGFR3




Différences entre 2010 et 2022

Pourquoi cette année ?

<= eurofins
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Différences entre 2010 et 2022

Etudes sur nos myélomes

#® biomnis

SUJET 1 : REDACTION DU DOSSIER DE
VALIDATION DU GSL-120

SUJET 2 : OPTIMISATION DE LA PRISE EN
CHARGE CYTOGENETIQUE DES
MYELOMES N
(ETUDE RETROSPECTIVE SUR 215
MYELOMES)

& Maitre de Stage EEEENNINAN.
Tutrice: EEN




Différences entre 2010 et 2022

Sonde p53/ATM

P53 en rouge et ATM (11q) en vert:
Si 2 spots rouge,
= 2 p53, sous entendu 2 chr 17

Cu
2 p53 mais 3 chr 17 avec déletion d’un p53 ?

Information insuffisante
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Différences entre 2010 et 2022

Sonde p53/ATM Sonde Tp5317/CEP17
P53 en rouge et ATM (11qg) en vert: TP53 en rouge, CEP17 en vert :
Si 2 spots rouge,
= 2 p53, sous entendu 2 chr 17 2 rouge / 2 vert == chr 17 avec p53 non délétés
Ou
2 p53 mais 3 chr 17 avec déletion d’un p53 ? 2 rouge / 3 vert => 3 chr 17 avec une délétion p53
Information insuffisante 2 rouge / 4 vert => clone del p53 dupliqué

Statut p53 relié au chr 17 :
La sonde Tp53/CEP 17 permet de différencier les
- profils +17/del p53 : 3V/2R avec les profil 2R

=> Pronostic défavorable

<= eurofins
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Différences entre 2010 et 2022

Arbre deéecisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2010

Sonde ATM-p53 Sgnde 13g14-13g34-c

12 Sonde IgH Dual Color Break Apart

Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Eurofins-Biomnis en 2022

sonde TpS3/CEP 17 sonde 1p 1qg sonde lgH DC Break Appart
Delétion 1p36 CODKN2C (P18)
Gain / amplification 121 CKS1B
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Différences entre 2010 et 2022

Sondes 13qg/CEP 12 du kit LLC

Délétion 13q RB1 : facteur de mauvais pronostic

<% eurofins
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Différences entre 2010 et 2022

Sondes 13q/CEP 12 du kit LLC Plus recherché

Deletion 13q RB1 : facteur de mauvais pronostic  Plus considéré comme mauvais pronostic avec les
thérapeutiques actuelles
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Différences entre 2010 et 2022

Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2010

Sonde ATM-pS53 Sonde 13g14-13g34d-cepi2 Sonde IgH Dual Color Break Apart

Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Eurofins-Biomnis en 2022

sonde IgH DC Break Appart

sonde 1p 1q

emetion 1p36 CDE P
Gain f Amplification 121 CKS1B

sonde TpS3/CEP 17
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Différences entre 2010 et 2022

2022
(Depuis 2016)

Sonde 1p 1q
Non recherché a cette époque CDKN2 / CKSB1

Recherche d'une delétion 1p36 CDKN2
Ou /et
Gain/Amplification 1921 CKSB1

=> Pronostic defavorable
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HETEROGENEITE CLONALE ET ANOMALIES
CYTOGENETIQUES DE MAUVAIS PRONOSTIQUE
DETECTEES PAR FISH INTERPHASIQUE DANS
UNE SERIE DE 233 DIAGNOSTIQUES DE
MYELOME MULTIPLE

Agnes Daudignon

A
i “ '/\ Université "
J‘ \ﬂ u de_Lille 30 Congre

2

Y sane
CEANTHE HOSTTALES
DE VALENCENNES

YV
T SMOL - SFH - 25 mars 2016 = "'



Modulation des facteurs de haut risque cytogénétique dans le MM

Modulation du risque par la del 1p32

del17
100

100
- Pas de del(1p32) — Pas de del(1p32)
80 - — del(1p32) 80 - — del(1p32)
= 60 - = 60 -
= =
€ 40 - € 40 -
w w
20 20 -
0 . ] ] L] l L ) 0 L] L] ] ' L L)
0 1 2 3 - 5 6 0 1 2 3 - 5 6
Suivi post-diagnostic (années) Suivi post-diagnostic (années)
Patients a risque Patients a risque
- 142 130 109 76 40 26 12 — 79 64 52 37 22 12 7
— - 1S 9 2 1 1 0 0 — 31 21 13 5 3 1 0

Corre J, AsH 2016 (%
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Différences entre 2010 et 2022

Sonde ATM-p&3 Sonde 13g1d-132g3dcepi Sonde IgH Dyal Color Break Apart

Pas de changements

Arbre décisionnel en FISH au laboratoire Eurofins-Biomnis en 2022

Sonde Tp53/CEP 17 sonde 1p 1q sonde IgH DC Break Appart
Delétion 1p36 COKNZC (P18)
Gain / aAmplification 121 CKS51B
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Recommandations GFCH

Travail sur plasmocytes triés CD138+ : FISH interphasique
Nombreux marqueurs cytogénétiques étudiés

Recommandations 2016 GFCH : « prise en charge cytogénétique du MM »
Cibler les anomalies défavorables les plus fréquentes et pertinentes

_ Marqueurs Génes ciblés

minimum
recommande

Panel t(4;14)(p13;q32)  FGFR3-MMSET/IGH

T, SMOL - SFH - 25 mars 2016 3
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Arbre decisionnel en FISH au laboratoire Biomnis en 2022
O — @

onde Tp53/CEP 17 sonde 1p 1q
létion 1p36 COKMNZC
Galin 1 CKS1B

. split IgH
. . . ’ IgH non réarrangé. C¥

Mormal delp53 17 avec delp53 del 1p32.3  gain 1p21  amplification Absence de translocation
111 :14) ou t{4 :14) ou 1{14 ;16)

ou t(14 ;20) ou t[5 ;14)

lgH CCHDA1 ‘///

l Réarrangement autre que IgH.th.F présence d'une translocation (14 ;16){g32;23) .
présence d'une translocation (11 ;14)(g13 :g32)

* )
presence d'une translocation (4 ;14)(pl6;932) .
Présence d'un réarrangement autre gue igH MAF o . Réarrangement autre que IgH/CCND1
IgH/CCNDL, IgH/FGFR2 ou IgH/MAF . ‘\.
) ) Réarrangement autre que IgH/FGFR3

sonde IgH DC Break Appart
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Table 2: Scores and prognostic \)plue of cytogenetic markers in MM

- = __Workinggroups e
_eqtogenetic abnormimes Frequency | ISSR2015 EMN 2018 | EMNandIMWG2019 |  MayoClinic2020 1FMA2021
éZ deletion CDKN2C- F. 7-17% N @ ﬁ (+08)
< 1q gain CKS.’l} 34-40 N @ N ( N (+0,5) )
W&] MR&‘ 15% N N =) N \ N (+04) /
t(6;14)(p21;,932) IGH::CCND3 2% S T
& 24 rearrangement MYC 15% D
t(11;14)(q13q32) IGH::CCND1|  20% G @ S S
t(14;16)(q32 q23) IGH:MAF|  2-3% N C @ N C
; N(+1,2)
17p deletion TP53 5-15% N N @ N (cut-of f - 55%)
t(14;20)(g32q12) IGH::MAFB <1% @ N
S +5:G:(-03)
Hyperdiploidy +5/+9/+15/+21] 55-6(% S ® S +21-N-{+03)
Proposzl of FISH targets to cumulative cytogenstic
be analysed doubleftriplehits : N impact value defines
Additional data according to national (any 2 or >=3 highrisk lowRisk <0
recommeandationsin factors) Intermeadiate Risk 0-1
European countries High Risk>1
References Palumbo et 2l - JC02015 Caers et al-Haematologica 2018 Rack et al-Leukemia 2019 Rajkurmnar -Am J Hemato! 2020 c‘::-::c’ﬁ;oafizzocggl
N: Negative impact
G: Good i . i e s . . s
i St::da‘:?ﬁ:‘;;isis La version révisée du score de I'ISS est née d’un consensus de I'IMWG publié en
C: Controversial prognosis 2016 et integre en plus de la B2M sérique et de I'albuminémie, le dosage des LDH
IFM: Intergroupe Francophone du Myélome T s s , . s .
P i et les caractéristiques cytogénétiques des plasmocytes déterminées par technique

.- IMWG: International Myeloma Working Group  FISH. Calcul du risque nul, intermédiaire ou élevé.
o CUKGrin

Biomnis



’

/ Cas de Monsieur Jay UNMYELOME
y Prlse en charge au laboratoire Eurofins-Biomnis
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Que deviendrait Mr Jay Unmyélome diagnostiqué en 2010

- s’il était diagnostique
& 4
~ : - aujourd’hui ou demain ?
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Mr Jay Unmyéelome diagnostique en 2010

CYTOGEMETIQUE HEMATOLOGIQUE #

a Indication : MYELOME
- 4 Prélévement : Moelle osseuse
. 3 Délai d’acheminement : 1 jeur{s)]
< ‘ Volume de prélévement : T 1250
*’& é o9 Numaration des cellules totales : T1 ;78 10%m
Pourcantage de eallules mortas : Ti:2%
MNumération des cellules vivantes : T ;76 105mi
Cultura = 96h / T2h
Technique de marguage : RHG
Résolution (bplh) : 400

MNombre de métaphases analysées : 20

Résultat [selon I'ISCN 2018) :

80-92<4n> XXYY +der(1)add(1)(p11).del6) (g21926),i(B)q 10),dup(8)(a7q 7] 11,149 1 3:932)x2, |1 3[cpe) 46, X V[ 14]
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Myélogramme (Microscopie optique) #

Renseignements cliniques

Lésions osseuses + chaines légéres libres Kappa & 3351 mg/L.
Absence de pic monocional & 'dectrophorése.

Hémogramme du 21/09/22 : Hb = 11,1 g/dL, VGM = 102 L, plaqueltes = 283 GA., GB = 9,90 G/L, PNN = 5,77 G, lymphocyles
= 3,01 G/, monocytes = 1,05 G/L, PNE < 0,04 G/L , PNB = 0,03 G/L.
Examen cylologigue

Myélogramme constitué d'un sang médullaire de cellulané dminude & correcte, sans réel grain de moelie permettant d'observer
la trame conjonctive.

Présence d'exceptionnels mégacaryocytes sans anomalie morphologique.

On identifie surtout une infilitration diffuse par environ 75% de plasmocytes atypiques de petite taille au noyau rond et excentrd,
a la chromatine mottée parfois discrétement nucléolée et au cytoplasme modérément abondant et de basophilie intense avec
un archoplasme bien conserve.

A coté, Nématopoiése résiduslie est composée de 15 a 20% granuleux essentiellement matures of do 5 & 10% do potils
lymphocytes daspect banal.

Quasi absence d'érythroblastes.

Conclusion

B Myélogramme (Microscopie optique) # (suite)

infiltration importante par environ 75% de plasmocytes évocateurs d'un Myélome Mukiple & chaines légéras,
A confronter & Fensemble du tableau clinique, radiclogique et au reste du bian biclogique avec 'étude cytogénétique en cours
afin d'évaluer los factours pronostiques.
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Conclusion :

20 métaphases ont été analysées.

Pas d'anomalie clonale dans 14 métaphases.

6 métaphases présentent un caryotype complexe associant des anomales de nombre (clone 4n avec perte d'un chromosome

13) et des anomalies de structure (dérivé de chromosome 1 surnuméraire, délétion del(6q), isochromosome des bras longs du
chromosome 8, dénvé de chromosome 8 (duplication 8q7) et translocation 1(11,14)(q13,932)).

L'analyse cytologique médullaire a mis en évidence la présence de 58% de plasmocytes (Compte Rendu transmis par le
correspondant).La technique fsh a été réalsée a partir de frottis médulalires. Le bilan FISH "Myélome Multiple® a visée
pronostique réalisé au laboratoire bilomnis détermine le statut du locus IgH en 14q32 et du locus pS3 eni7p13.

Si un réarrangement du locus IgH est observé, les  translocations les plus fréquemment décrites dans les
Myélomes Multples sont alors recherchées :  1(11;14)(Q13.932)IgH-CCND1,  1(4.14)(p16.932)IgH-FGFR3 et
1(14,16)(q32,q23)/IgH-MAF.

Type de sondes utilisées :

LS! TP53 Spectrum Orange / CEP17 Spectrum Green Probe (Abbott-Vysis)
LS! IGH@/CCND1 [1(11,14)(q13,932)) Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe (Abbott-Vysis)

Nombre de noyaux analysés : 100 seulement



Résultat (selon I''SCN 2016) :
nuc sh(TP53,01721)x4[85/100]

nuc ish(CCND1x4)(IGHxS-6)(CCND1 con IGHx2)[21/100)

Conclusion :

L'hybridation in situ fluorescente réalisée a l'aide de la sonde TPSICEP 17 ne metjpa:
mas met en évidence la présence d'une tétrasomie 17 dans 85% des noyaux an:

L'hybridation in situ fluorescente réalisée a 'aide de la sonde IGH'CCND1 montre une fusion IGH/.CCND1 dans 11% des
noyaux analysés, équivalent moléculaire de la translocation 1(11,14)(q13.932) (100 noyaux analysés). A noter la présence
d'un profil FISH atypique dans un clone 4n.

AU TOTAL, ABSENCE DE FACTEUR PRONOSTIC PEJORATIF
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Classification de Salmon & Durie

Stade | = médiane de survie : 62 mois

Présence de fous ces critéres :

Hémoglobine >10 g/dl

Calcium sanguin normal - 2.1 a 2 Smmol]
Radiographie osseuse normale ou une seule lésion
Pic monoclonal Ig faible

IgG <50 g/L, VN : B-16g/

IgA <30 g/L - VN : 1.5-44g/

Proteinune de Bence-Jones < 4 g/Z24h

tade Il = meédiane de survie: 44 mois

Mi stade |
Ni stade 1l

Stade lll = madiane de survia : 29 mois

Un ou plusieurs critéres
Hémaoglobine < 8,5 g/dl
Calcium sanguin > 12 mag/dl = reflet de I'ostéolyse induite par la tumeur
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Traitements disponibles

90-92<4n> XXYY,+der(1)add(1)(p11).dek6)(q21g26).i(B)q10).dup(8)(q?q? l‘l{ 11:14)(g1 3;&32}!2.' 13[|cpb)/46.XY[14]

Multiple Myeloma: Evolution of MM Treatment

diagnosis
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Timeline of drug discovery and year of multipie mysloma dlagnosis (by decade)



Traitements disponibles

90-92<4n> XXYY, +der(1)add(1)(p1 l],deEE][qEIqEﬁJ.HE]lqID].duptS}ﬂq?q?ll{ T _1-mq13.q32px2.|13;qﬁp45.xv|14]

Le CD20 peut étre surexprimé par les MM (11;14) IgH/CCND1
Les MM CCND1 sont caractérisés par une dépendance a BCL2

Intérét de 'identification de patients pouvant bénéficier d’inhibiteurs de BCL2
VENETOCLAX (administré en cas de rechute)
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Mr Jay Unmyélome diagnostiqué aujourd’hui

CYTOGENETIQUE HEMATOLOGIQUE #

a Indication : MYELOME

- 4 Prélévement : Moelle osseuse

'L': - . Délai dacheminement : 1 jour(s)

) ]

\ ‘ Volume de prélévemeant : T ;1250 pl

o & QL Numération des cellules fotales =~ T1 78 10°/m

#& Pourcentage de cellules mortes : TI:2%

Numération des cellules vivantes :  T1 ;76 10.%ml
Cultura : 98h / 72h
Technigue de marguage : RHG
Résolution (bplh) : 400

Nombre de métaphases analysées : 20

Résultat (selon I'ISCN 201E) :

90-92<dn> XXYY,+der(1}add(1){p1 1).deli6)(a21926).i(B)(q 10],dup(8)(a?q?[1{ 11;14)(q13.932)x2 | 13[cp6) 46, XY 14]
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Conclusion :

20 métaphases ont é1é analysées.

Pas d'anomalie clonale dans 14 métaphases.

6 métaphases présentent un caryolype complexe associant des anomalhes de nombre (clone 4n avec perte d'un chromosome

13) et des anomalies de structure (dérivé de chromosome 1 surnuméraire, délétion del(6q), isochromosome des bras longs du
chromosome 8, dérivé de chromosome 8 {duplication 8q?) et translocation t(11,14)(q13,032)).

L'analyse cytologique médullaire a mis en évidence la présence de 58% de plasmocytes (Compte Rendu transmis par le
correspondant).La technque fish a été réalisée a partw de frotts médulalires. Le bilan FISH "Myélome Multiple™ a visée
pronostique réalisé au laboratoire biomnis détermine le [STaful du chromosome T, dj locus IgH en 14932 et du locus pS3
eni7p13. Si un réarrangement du locus IgH est cbservé, les translocations les plus fréquemment décrites dans les
Myélomes Multples sont alors recharchées : t(11;14)(q13.q32)/IgH-CCND1, 1(4,14)(p16.q32)/IgH-FGFR3 et
1(14,16)(q32,q23)/1gH-MAF.

Type de sondes utilisées :

LS! TP53 Spectrum Orange / CEP17 Spectrum Green Probe (Abbott-Vysis)

LS!HIGH@/CCND1 [1{11,14)(q13,932)] Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe (Abbott-Vysis)
Nombre de noyaux analysés : 100 seulement
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Résultat (selon I'ISCN 2016) :
nuc ish(TP53,D1721)x4[85/100
uc ish(CDKN2Cx5),(CKS 1Bx4)[85/100
nuc ish(CCND1x4)(IGHxS-6)(CCND1 con IGHx2)[21/100)

Conclusion :

L'hybridation in situ fluorescente réalisée a I'aide de la sonde TPS3'CEP17 ne met pas en évidence de délétion du géne TP53
mais met en évidence la présence d'une tétrasomie 17 dans 85% des noyaux analysés (100 noyaux analysés) : clone 4n

8/COKN2C (P18) Ampliication'Deletion Probe
>4 (100 noyaux analysés) au sein du clone 4n,

(METASYSTEM) montre

ngan lq danss %d&s noyaux ana

L'hybridation in situ fluorescente réalisée a I'aide de la sonde IGH/CCND1 montre une fusion IGH/CCND1 dans 11% des
noyaux analysés, équivalent moléculaire de la translocation t(11,14)(q13.932) (100 noyaux analysés). A noter la présence
d'un profil FISH atypique dans un clone 4n.

AU TOTAL, PRESENCE D'UN SEUL FACTEUR CYTOGENETIQUE DE PRONOSTIC PEJORATIF (GAIN 1q).
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HEMATOLOGIE
Onco-Hématologie

Plasmocytes
Indications Myélome?

Nature de prélévement pille-gssguse
Plasmocytes (%) par CMF

Plasmocytes (%) au contrdle cytologique

Présence de trés nombreux plasmocytes d'aspect pathologique.
Profil antigénique

CD138+ CD38+ CD19- CD56+ CD27f CD200- CD45!
= expression faible, F = expression forte

Profil normal : CD3Be CD138+ CD1S+ CDS6- CD27+ CD200-/faible CDGSO]

Kappa 0 %
Lambda 100 %
Plasmocytes 100 %
pathologiques/plasmocytes totaux

[' 81 ratio »97%, en faveur d‘un myélome I

Lymphocytes B - cellules lymphoidas

6 %
10tales
Kappalymphocytes B 46 %
Lambdalymphocytes B 45 %
Conciusion

Présence de 70% de plasmocytes pathologiques : profil en faveur d'un myélome.

A confronter au reste du bilan, en particulier au m amme (techni \ i
médullaire). yélogr ( que de référence pour I'évaluation de la plasmocytose
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Coté phéno :
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Forte expression de CD56 : Meilleure réponse au Dara.

Forte expression de CD45 : Meilleure réponse au Dara.

Forte expression de CD200 : Rechute plus rapide

CD56+
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CD200 expression is associated with poor outcome

MM cohort (N = 89)
: T+ I IJ_

= | — CD200'"w
. N =22 (24.7%)
P=0.04 — (CD200high

0 500 1000 1500 N =67 (75.3%)

Days from diagnosis

Event free survival
00 02 04 06 08 1.0

1500 jours : environ 4 ans L'expression du CD200 F est associée a un pronostic péjoratif
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Coté phéno :
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CMF et réponse aux Acs Anti-CD38
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MRD negativity: A predictor of superior clinical outcome in MM
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Traitements disponibles

Caryotype :

80-92<4n>XXYY,+der(1)add(1)(p11).del(6)(q21026),(8)(q1 ﬂliduptﬁlﬂﬂ'-’q?lh[ 11:14)(g1 313132}121 13[cpb)46,XY[14]

Immunophénotypage:

CD138+ CD38+ CD19- CDSB+ CD27f CD200- CD4SI
f = expression faible, F = expression forte
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Traitements disponibles

Multiple Myeloma: Evolution of MM Treatment

u Chimeric antigen receptor T cells
Bispecific antibodies

B Antibody drug comjugates

\

\

I » Monocional antibodies
~ -

of Jiagnosis

./ F4
» Immunomodulatory drugs ]

I
I
I
|
.

8 Proteasome inhibitors

.

55% r N !
» Allogeneic transplants
A% 8 Autologous transplants -
35% i
| Alkyiators
25%  Fnins e

~ - -

» Immunotherapy

| @ Other treptments
- ey

v

| @ Steroids
% J

Relative survival at five years (5, based on year

1960s 1970s 1980s 2000s 2010s 20205

Timeline of drug discovery and year of multiple myeloma dagnosis (by decade)
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Traitement du MM symptomatique en 2020 disponibles

[ ]

Corticoides: dexamethasone, prednisone
Chimiothérapie antimitotique « classique »
Melphalan (low ou high dose), Cyclophosphamide, Bendamustine
- Adnamycine (liposomiale, en association avec bortezomib)
« Inhibiteurs du protéasome
- Bortezomib, Carfilzomib, Ixazomib
- Immunomodulateurs IMID
- Thalidomide, Lénalidomide, Pomalidomide
- Inhibiteur d’histone déacétylase: Panobinostat (en association avec bortezomib)
- Anticorps monoclonaux monospécifiques
- Daratumumab Isatuximab (CD38)
- Elotuzumab (SLAMFT)

- Proapoptotique
+ Anti-bel-2 venetoclax

- Anticorps bispeécifiques
- CD3/CD38
- CD3/BCMA

- CART-cells
. CD38
- BCMA

[ ]

<= eurofins

Biomnis



Multiple Myeloma: Immunotherapy

Direct targeting of

MM cell antigens
Monoclonal antibodies P

CAR Tcells

BCMA = cible
majeure des Vaccines
traitements par
immunothérapies
dans le MM

Checkpointinhibitors Antibody drug conjugates
’ v o

Restoring immune response/
decrease immune suppression
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Suivi au laboratoire des patients atteints de MM :

FISH : anomalie présente au diagnostic + si TP53 était négatif au diagnostic, recherche
d’une délétion TP53

En cytométrie : recherche de la MRD avec lyse macrovolume pour traiter un tres grand
échantillon de cellules, pas réalisé dans notre laboratoire

Les examens de laboratoire évoluent trés vite, quels seront les nouveaux tests dans un futur
proche ?
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Le myélome est considéré comme une maladie chronique aujourd’hui
grace aux progres diagnostiques et thérapeutiques

Preclinical and clinical studies leading to Improvement in overall survival from
FDA approvals in MM median of 3 to 8-10 years
10
2006 2012, 2015 2015 3 E——
Thalidomide | | Cartiizomib | | Panobinestat 09 A\ s o
5\ RN 1970-1975
l l l 08 \ \ — 1975-1980
074 U\ —— 1980-1985
| 2005 2010 2015 I\ — 1935-1990
4 4 4 064 11\ - 19901995
F o3 VIR 1995-2000
W%\ 2000-2005
2003,2005,2008 | || 2997 I} 2013, 2015 o \\\\ —— 2005-2010
Bortezomib (BTZ) ; £17 Pomalidomide § 4 \
- I ~—— 03 \
2015 |
Ixazomib 02
- e (4]
2006, 2004 | 2015 2015 o \;\_ ~
Lenalidomide [ Daratumumab | | Elotuzumab e | S G YA T S T R
Follow-up from diagnosis (years)
Immunomodulatory agent Proteasome inhibitor
Monoclonal antibody HDAC inhibitor

2016 Amarcan Assocaton for Cancer Hesearch

CCR Focus AAGR

Anderson Clin cancer Res 2016
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Nouvelles approches thérapeutiques
CART - cells et anticorps bi-spécifiques

1) TCell 2) T Cell 3) T Cell Adoptive 4) Patient
Collection Transfection Jransfer Monitoring
' ' e a) Disease response
_ % b —CT scans
: —Bone marrow biopsies
3 '_2' Fusion ~Peripharal blood
ez / b) CAR-T Cell persistence
A of bone marrow bicpsy
~RT-PCR and flow
v N - cytometry of blocd
: oy ‘A ¥ | +/-Lymphodepleting and bone marrow
APRIL J » “ ol Marrow _ J - conditioning aspirate
o O o
/oy ! e ) 5. CAR cell
V / — membrane
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Scores pronostiques

Critéere Survie
meédiane

1SS
3CO 2005
| B2-microglobuline < 3,5 mg/l 62 mois
ET
Albumine =35 g/l
] Ni | ni lll 44 mois
B2Z2-microglobuline = 5,5 mg/l 29 mois
Palumbo
ISS | ET JCO 20156
Risque cytogenétique standard
LDH normal Risque cytogénétique
Il Ni I ni 1l 62% eleve :
Del(17p)
11 ISSnon | ET 40% t(4;14)
Risque cytogenétique eleve ou t(14:16)

LDH = normal
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Score |ISS revise

A B
HR (85% CI) P
Age, years !
> 65 v < 65 1.44(12810162) <.00! P-

Sex :
3 MVvF 1.14(102101.28)  .024 -
e g i
cE CA :
53 High vstandard risk  2.03(1.79102.31)  <.001 I &
] :
=0 LDH ;
g g High v low 255(19810327) <.00! P -
8 = ISS

vl 239(19610291) <.001 | -
Median 0S vl 488(355106.17) <.001 .
021 —pissi R RSS
= RISSN 83 monthe vl 368(27510492) <.001 E -
TRIRN. Whewe vl 9.95(6.4510 15.36)  <.001 ‘ ——
0 12 24 36 48 60 72 0.1 1 10
. -— —
Time (months) Lower mortality  Higher mortality
Palumbo JCO 2015
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