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Introduction

@ N(_:A% l% Florian Bélik 16/10/2025 3



Myéelome multiple et traitements

A Prévalence 1-2% des cancers et 5% des hémopathies malignes

A Survie médiane 6 mois sans traitement efficace chez les patients
symptomatiques
A Amélioration significative des taux de survie au cours des 20 dernieres années
A Traitements actuels . .
0 Inhibiteurs du protéasome oarTcats [
Bortézomib(VELCADESarfilzomib(KYPROLIS), e
Ixazomib(NINLARO) |
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0 Immunomodulateurs
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Anti-CD38 DaratumumalDARZALEX),

Isatuximalb(SARCLISA),
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0 Greffe de cellules souches autologues Cudesuing  sndmolcuar  next genersor
. N 7 . - - 7 s Ow-ser'ISItIVIIY assays wit assays
0 (Chimiothérapies classiques et corticostéroides) methods  infermedite
ZaaN Paiva, B., Shi, Q., Puig, N. et al. Opportunities and challenges for MRD assessment in the clinical management of ehoritigle m
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Catégories de reponses de I'ITMWternational MyelomaWorking Group

Réponse PartielleRR¢ partial response
A wWSRdAzOGA2Y xpn 22 RS fUAYYdzy23f20dzf AYS Y
A Réductiomk dpn 22 2dz fFHAnn YIkunK RS ftUAYYdzy2z3
A wWSRdAzOGA2Y xpn 22 RS fF GFAffS RS& LI I &y

Tres bonne réponse partiell&(GPR very good partialresponsé
A Respect des critéres de PR
A Immunoglobuline monoclonale (sérique/urinaire) détectable uniquement par
Immunofixation, mais absente sur electrophorese
ou
A Réductionk dbn 22 RS f UAYYdzy 2 3érigué elzhnuyoglobMliey 2 Of
monoclonaleurinaire <100 mg/24h
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Catégories de reponses de I'ITMWternational MyelomaWorking Group

Réponse complete(GR¢ completeresponseg

A Absence de protéine monoclonale a l'immunofixation sérique et urinaire
A <5 % de plasmocytes clonaux a la ponction médullaire

A Disparition deplasmocytomesles tissus mous (Si présents au départ)

Réponse complete strictesCR; stringent completeresponse
A Respect des critéres de CR
A Ratio normal des chaines légeéres libres

A Absence de cellules clonales détectées par immunohistochimie :‘Ratign Y m 2 dz
FLINBA ylFrfeasS RQldz Y2AYA wmnn LI Fayz2o0el
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Maladie résiduelle minimale (MRIQ Minimal residualdiseasé

A Nouveaux traitements en combinaison avec greffes de cellules souches
autologues : >50% de réponses completes

A Malgré réponses complétes : rechutes
oLt @& | 1jdzStljdzS OK2a$sS IljdzA LISNEA&AGS YI A
A bSOSaaAridsS RQIFIfEtSN LXdza t2AY Y NB
ol LILI NAGAZ2Y RIFIya t£Sa ONARUSNBA RS f QLa?
0 NGF et NGS

0 Les études montrent que la MRD :

Est un facteur pronostique : amélioration Beogressiofiree survival(PFS) et d®verallsurvival
(0S)
Il dzy AYLI OO0 GKSNI LISdziAljdzS Y Sy O2dzZNE RQSOI f
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MRD comme facteur pronostigue

Meéta-analyse en 2020 darfidood Adv

A Evaluation déProgressiofiree survival(PFS) et d®verallsurvival(OS)

0 44 études et 8098 patients inclus (PFS)
0 23 études et 4297 patients inclus (OS)

= MRD negative === MRD positive
—— MRD negative —— MRD positive 1-00 A
1-00 _w
: Median: not reached
0-75 !

0-75 A1
el =
1 R e e T S 050 J=======mm e m e e m e p— - Mg -
3 1 3
2 2
r Median: 61-0 months > \ Median: 42-0 months

S " (95% Cl, 54-5-67-1) I (95% Cl, 39-2-NR)
0-25 A 095 - !
Median: 24-1 months
O/ - o
p<0-001 (95% ClI, 22-6-26-9)
0:001
0-00 T T T T T T T T T T T T p<
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 0-00 T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Time. manths

~—~. CH ﬂ Munshi NCAvetLoisealH, Anderson KC, et #.largemeta-analysisestablisheshe role of MRDnegativityin longterm
Q/ NAMUR  Survivaloutcomesn patientswith multiple myeloma Blood Adv. 202Dec8;4(23):59885999 BGasPCliky16/10/2025



MRD et impact thérapeutique

A Plusieurs études clinigues en cours évaluent une adaptation de traitemel
en fonction du statut MRD :
0 Intensification du traitement si MRD
0 Arrét du traitement de maintenance si MR& soutenue
0 Changement de traitement si conversion MRBrs MRDB

0 Etude MASTER (2022)

Induction parDaraKRd greffe autologue, consolidatidbaraKRd
Apres 2 MRD négativesreatment-free MRD surveillance
t SNYSUO RQSOUAGSNI RS&a 0OeOf Sa &adzLlLd SYSyidl ANBa

A La MRD est uandpointdes essais cliniques actuels

__ CH &Sta LX hhabra5,MedvedoveaE, et alDaratumumal CarfilzomibLenalidomideandDexamethason&Vith Minimal Residual
@ = tel PliseasdResponsédaptedTherapyin NewlyDiagnosedviultiple Myeloma J ClirOncol 2022 Sep 1;40(25):29@D12 FlorianBélik- 16/10/2025 9
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Catégories de reponses de I'MWG

IMWG MRD criteria (requires a complete response as defined below)

Sustained MRD-negative ~ MRD negativity in the marrow (NGF or NGS, or both) and by imaging as defined below, confirmed minimum of 1 year apart. Subsequent evaluations can be used to
further specify the duration of negativity (eg, MRD-negative at 5 years)t

Flow MRD-negative Absence of phenotypically aberrant clonal plasma cells by NGF on bone marrow aspirates using the EuroFlow standard operation procedure for MRD detection in
multiple myeloma (or validated equivalent method) with a minimum sensitivity of 1 in 10° nucleated cells or higher

Sequencing Absence of clonal plasma cells by NGS on bone marrow aspirate in which presence of a clone is defined as less than two identical sequencing reads obtained after

MRD-negative DNA sequencing of bone marrow aspirates using the LymphoSIGHT platform (or validated equivalent method) with a minimum sensitivity of 1 in 10° nucleated
cells§ or higher

Imaging plus MRD negativity as defined by NGF or NGS plus disappearance of every area of increased tracer uptake found at baseline or a preceding PET/CT or decrease to less

MRD-negative mediastinal blood pool SUV or decrease to less than that of surrounding normal tissue|

Cytométrie en flux

) <1 cellule tumorale sur 100.000 @ @ntiﬁcaﬂon Plasmocytes cIona@C
Séquencage

@ (_: !:IL g FlorianBélik- 16/10/2025 10
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Recherche de la MRD par cytométrie en flu




MRD par cytométrie en flux

A Repose sur la recherche des cellules plasmocytaires clonales (phénotype pathologique)

A Connu et utilisé depuis de nombreuses années
Le gold standard actuel (avec le NGS)

)
0)
0)
0)

hy O2yyl Ad

f S& YI NJjdzSdzZNE RQAY G SNE

Au départ : 46 couleurs (sensibilité < NGS)

Ensuite : 810 couleurs et protocole butk @ & S Y

cells to estimate minimal residual disease, and a
sensitivity of one in 105 cells or higher is needed to fulfil
the criteria for the next-generation flow method.

A Cela reste assez hétérogéne

0 Marqueurs utilisés, techniques de traitement échantillon, protocoles

A b$é§éé)\ﬂ$ RQdzyS aidl yRIFINRAAIFIGAZ2Y
0 PanelEuroFlow® Cytogno}

MOPMNb ANBEYAAO0AEAGS T

bD{ 0

NAMUR
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PanelEuroFlow® Cytogno$

A EuroFlownextgenerationflow methodfor minimalresidualdiseasaletectionin multiplemyeloma
A Concu par le consortiuBuroFlowpour la recherche de MRD dans le myélome multiple

A Standardisation totale
o Préanalytique
o Etape préliminaire de bullysisY LISNXY SG RQFGU0SAYRNB p YAtftA2ya RS OStf dz Sa
0 Analytique
0 Combinaison de deux tubes 8 couleurs
0 Postanalytique
0o [ 23F3A0ASE RQAYUGSNILINBGFGAZ2Y Fdzi2YlF 0A&S

EUROFLOW™ MULTIPLE MYELOMA MRD PANEL PATENTED! |
BVv421* BV510* ElTE PerCP-Cyanine5.5 PE-Cyanine?7 APC-C750
CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CcD19 conz CD81
CD138 CD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CylgKappa CylgLambda

*Not included in the MM MRD kit. Should be added as drop-ins.

@ C !:_lL U FlotianBe&lik- 16/10/2025 13
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PanelEuroFlov® Cytognos

A Avantages
o Panel validé sur un large nombre de patients en études multicentriques
o Utilisation standardisée dans de nombreuses études cliniques
o[ 23A0ASt RQI A RAutomatetGatingandsldehtifichtions WIA &NI TQARSY GAFTAOF A
plasmocytaires clonales résiduelles (et des autres populations cellulaires)
lylteasS 02y22AyiS RQAYRAOI G édaddodprzE KA §S RS f QSOKFEydGAtt2y oYl &l
0 Les anticorps existent en meélange lyophilisé
t SNYSi RQSOAGSNI £ Sa SNNBdzZNE RS LALISOF3ASa
0 8 couleurs : accessible pour un plus grand nombre de laboratoires

A Inconvénients : EUROFLOW™ MULTIPLE MYELOMA MRD PANEL PATENTED!
o Codt élevé

o . BV421*  BV5I0* E PerCP-Cyanine5.5 PE-Cyanine? : APC-C750
OHNNE K Hn uSadua CD138 cD27 CD38  CDS6 CD45 cD19 conz cD81

O Comblnalson en deux tubes CD138 CcD27 CD38 CD56 CD45 CD19 CylgKappa CylgLambda

*Not included in the MM MRD kit. Should be added as drop-ins.

Redondance des marqueurs
t SNIS ROQAYTF2NXIGA2Y fASS t tQlylfteasS O2Y0AySS 6SEY /5mmt S
Analyse longue

Volume échantillon nécessaire plus important

S~
772\ C H U FlorianBelik- 16/10/2025 14
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Combinaison 1 tube 10 couleurs

A Buts:
oaAdasS Sy LI IFOS RQdzyS YSUK2RS RS NBOKSN
argent
o¢2dzi Sy 3IAFNRFYyd dzyS aSYyaaroAftAdS 2LIAY
owS Rl Ol Mdéssier deQaliation en vue d'une accréditation ISO 15189

A Littérature

> Am J Clin Pathol. 2016 Jul;146(1):41-9. doi: 10.1093/ajcp/aqw052.

Single-Tube 10-Fluorochrome Analysis for Efficient To improve efficiency and to reduce costs, alternate

Flow Cytometric Evaluation of Minimal Residual single-tube ten-colour and 14-colour methods have been

Disease in Plasma Cell Myeloma suggested by some centres. The single-tube approach will
undergo detailed cross-validation with reference to the

Daniel J Royston 1, Qi Gao 2, Nghia Nguyen 2, Peter Maslak 2, Ahmet Dogan 2, Mikhail Roshal 3 next-generation flow method to allow for standardisation.
Affiliations + expand
PMID: 27402608 PMCID: PMC6365913 DOI: 10.1093/ajcp/aqw052 IMWG 2016
—~, CHU
C))y) =Zva— FlorianBelik- 16/10/2025 15



Combinaison 1 tube 10 couleurs

A Avantages

0 Gain de temps
Traitement des échantillons
Acquisition sur les cytometres

0 Optimisation du materiel récolté lors de la ponction médullaire
Parfois trop peu de materiel recu pour diviser en deux tubes

0 Analyse des Kappa/Lambda sur toutes les gammilations

0 Codts plus faibles
~2% Kk 0Sad

o Utilisation du méme panel pour autres situations cliniques
Diagnostic de myelome multiple, MGUS

NAMUR

FlorianBélik- 16/10/2025
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Combinaison 1 tube 10 couleurs

A 10 marqueurs sur un tube unique :
CD38V510 (BD)

CD138APC (BCIT)

CD45APCGH7 (BD)

CD19PC7 (BCIT)

CD27/BV605 Biolegend
CD56APCGR700 (BD)

CD81PB (BC IT)

CD117C5.5 (BCIT)

L ZytoplasmiqueFITCNlultimix Dakg
L ZywoplasmiquePE Kultimix Dakqg

©O O O 0O 0O 0O 0o o o o

A Mémes cibles que le panEuroFlow

~~, CHU
&/ NAMUR

FlorianBélik- 16/10/2025
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Combinaison 1 tube 10 couleurs

A Mode opératoire

©O O O O 0O 0O OO0 0O 0o o o o o

Filtration de I'échantillon médullaire avec une seringue 21G + filtre 50pm

Prélever 100uL d'échantillon

Ajout des marqueurs de surface (CD19, CD27, CD38, CD45, CD56, CD81, CD117, CD138)

Vortex + incubation 20min & @&mbiante et a I'abri de la lumiere

Ajout 3mL PBS + centrifugation 5min a 600g c
Enlever le surnageant

Vortex le tube ~ 1h30
Ajout réactif 1 du kiPerfixnc (fixateur)

Vortex + incubation 15min & @mbiante et a I'abri de la lumiere

Ajout réactif 2 du kiPerfixnc (perméabilisant) Multimix ¢ k(mRarqueurs intracytoplasmiques)

Ajout reactif 3 dilué du kiPerfixnc (tampon) et centrifugation 5min a 600g

Enlever le surnageant

Vortex le tube

Ajout réactif 3 dilué du kiPerfixnc (tampon)

7\

-

CHU

— uUCcL — FlorianBélik- 16/10/2025 18
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Combinaison 1 tube 10 couleurs

A Préanalytique
o Utilisation du *"tube de ponction
OPBAGSNI f QKSY2RAf dzliA2Y
Gain de sensibilité

0 Manipulation et analyse le jour de la ponction
Stabilité des plasmocytes
0 Traitement des échantillons S ——
_ 1 h 3 O Selon les analyses a réaliser, voici les prélévements nécessaires :
0 Acquisition
FACS Lyrics (BD)
52A0 &S FIANB RlIya f QKSdzZNB ljdzh adzad €S Y N
0 ~ 10 minutes

e Meédullogramme + Cytométrie en flux : 1 petit EDTA (min 1mL) -* a remplir lors de la 1ére aspiration

—~ CHU

e B} —lCL— FlorianBélik- 16/10/2025 19
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Interprétation des résultats

Q INnfinicyt

A Logicielnfinicyt® en mode manueCfytognosBD)
A Sélection de la population plasmocytaire totale (CD38+/CD138+)

0 Vigilance si traitement par ar€D38 Daratumumab Isatuximal)
0O 5AYAYdziAzy RS fI RAA&LRY A-6O38 douple auiGoroth@PeJA G2 LIS / 50y L2 dzNJ f QI yiA
0 aSOlyAaAayYS RQSOKLDIBKIeSY tihitenattE | y (i A

&

Solutions:
A Stratégie deyating
A CD38 multépitope
A Cibles alternatives : IRF CD38
intra-cytoplasmique
A Performance non supérieure
au CD38 muképitope

163
A

184
aasd

15
1

9
.

Remarque ne pas commencer par un
fenétrage des globules blancs (CD45+) car les
> g " pe = + PREA- ™ plasmocytes anormaux ont souvent une

1€
L

CD138 APC-A:APC-F

CD138 APC-A:APC-A LOGICAL

™Y™Y

CD38 BVS10-A:BYS10-A LOGICAL CD38 BV510-A:BV51 expression diminuée ou négative du CD45

@ (—:ll;;!g FlorianBélik- 16/10/2025 | 20
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Interprétation des résultats

A Exclusion des doublets (FBCFSEA)
A Exclusion débris et éventuels chylomicrons (FSC/ SSC)

150000
1
150000
1

100000
1
100000
1

FSC-H LINEAR
FSC-A LINEAR

—

‘ESC-A LINEAR 'SSC-ALINEAR

(), CHU

NAMUR
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Interprétation des résultats

A Sélection de la totalité des globules blancs (CD45/ SSC)
A Exclusion des doublets (FBCFSEA)
A Exclusion débris et éventuels chylomicrons (FSC/ SSC)

'SSC-A LINEAR

—~ CHU

Rl 3 et SO s

NAMUR
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Interprétation des résultats

1E4
1
1E4

Plasmocytes 0,34%
des celluleswuclées

1E3
1

APC-A LOGICAL

Kappa : 64%
Lambda : 36%

1E2

-1E2
1

Anti-Kappa FITC-A:FITC-A LO

CD138 APC-A

™ T T T ey
L] 1E2 1E3

CD38 BV510-A:BV510-A LOGICAL Anti-Lambda PE-A:PE-A LOGI|
@ NEA!’:CA!L}_: - r ElorianBéIik; 16/10/2025 23



Interprétation des résultats

A Recherche de soysopulations plasmocytaires anormales parmi la
population plasmocytaire totale

A Utilisation du phénotype de départ si disponible
Vigilance si switch phénotypique

A al NJjdzSdzNA RQA Y U SNE
CD19, CD27, CD45, CD81
CD56, CD117

A Confirmation de la clonalité avec expression des chaines |égres

— uUCcL — FlorianBélik- 16/10/2025 24
NAMUR



Interprétation des résultats

1ES
1

1E4
1

1E3
1

1E2
1

o
M

CD138 APC-A:APC-A LOGICAL

-1E2
1

-1E2 0 1E2

CD19 PE-Cy7-A:PE-Cy7-A LOGICA

. w
.___'.' NELY . .:{:'5. s ==
%4 '”‘:ski'ﬁ}’ Y v LY
ARG A Kb oo mE e B i o°
B e R Rk o
:‘ll-_ J“'.-:‘-,-. . ;. ‘.':I:;._.: A o J
SR e 4 TR
_:: whent l_'. Tos * }-:-..\;-.""-.f . <
" . . LA i
i RS O :-
-
(5

1E3
1

1E2
1

o
Sl

Anti-Kappa FITC-A

T T—r—r—rrrrT —r—rrrrrT - T e T T T T
1E3 1E4 1ES -1E2 o 1E2 1E3 1E4 1ES

Anti-Lambda PE-A:PE-A LOGICAL

Remarque on peutobservere dza gria@mn30 %de plasmocytesiormauxy’ Q S E LINdsI¥ COYP&useinR Q dejfantillon

Pas de
monotypie
franche
décelée

Kappa : 70%
Lambda : 30%

(O, EHU

N NAMUR

FlorianBélik- 16/10/2025

25



Interprétation des résultats

1E4
asaal

:APC-A LOGICA

1E3
aaaal

1E2
sl

-1E2

CD138 APC-A

-1E2 1E2 1E3 1E4 1ES5

CD19 PE-Cv7-A:PE-Cv7-A LOC

Tk R
— vl -t
T, SRR
O PERAT
-l - g :
<
=
m "
- M
<
=
B
<L ¥4
]
™ =3
F
=¥}
o .
T o T T T
-1E2 0 1E2 1E3 1E4 1ES

CD56 APC-R700-A:APC-R700-A

1E4
1

1E3
1

1E2
1

CD138 APC-A:APC-A LOGICAL

-1E2
1

e |

CD&81 Pacific Bl

T T T
1E3 1E4 1ES

ue-A:Pacific Blue-A

Combinaison de plusieurs marqueurs aberrants
Exemple CD19et CD56+ et CD81

@)

CHU

— UCL —
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Interprétation des résultats

Monotypie décelee

1E4
1
1E4

Kappa : 100%

Phénotype initial au
diagnostic

Plasmocytes anormaux
représente 9% des
plasmocytes totaux et
0,033% des cellules

1E2
1
1E2

o
S

Anti-Kappa FITC-A:FITC-A LOGIC

Anti-Kappa FITC-A:FITC-A LOGIC

— , . nuclées
Anti-Lambda PE-A:PE-A LOGICAL Anti-Lambda PE-A:PE-A LOGICAL
@ (_:!:!g FlorianBélik- 16/10/2025
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Interprétation des résultats

A Conclusion générale du protocole CMF doit comprendre :

0 La méthode utilisée
Cytomeétrie en flux 10 couleurs

0 La deétection (ou non) de plasmocytes anormaux

Une description du profimmunophénotypique

Quantification
A Plasmocytes anormaux / globules blancs totaux (MRD)
A Plasmocytes anormaux / plasmocytes totaux

Mentionner la limite de détection : 0,0018¢lon les criteres IMWG

Consensus Guidelines on Plasma Cell Myeloma
Minimal Residual Disease Analysis and Reporting

Maria Arroz,'* Neil Came,” Pei Lin,” Weina Chcn,‘6 Constance Yuan,’ Anand L'igoo,6
Mariela Monreal,” Ruth de Tute,® Jo-Anne Vergilio,” Andy C. Rawstron,'’
and Bruno Paiva''

/ NAMUR
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Dossier validation (ISO 15189)

A COFRAC'Validation/ Vérification sur site des performances d'une méthode et méthod cofrac
de calcul des criteres de performances "

0o Complexe de valider une méthode de CMF étant donné I'absence de matériel de référence,
de cellules avec une variation dans le niveau d'expression des antigenes analysés

A Article de Wood B et al. (20 13) Validation of Cell-based Fluorescence Assays:
Practice Guidelines from the ICSH and ICCS

— Part V — Assay Performance Criteria

Ré pétab| I |té Brent Wood,' Dragan _]cvg:rnovic,z Marie C. Béné,” Ming Yan,* Patrick Jacobs,’
Virginia Litwin®'; on behalf of ICSH/ICCS Working Group'
Re roductlblllté 'University of Washington, Seattle, Washington, USA
p *Mayo Clinic, Division of llematopathology, Rochester, Minnesota, USA
3Immunology, Laboratory, CIIU, de Nancy & Lorraine Université, Vandoeuvre les Nancy, France

J ustesse “Immunocytometry Systems, BD Biosciences, San Jose, California, USA

SLife ‘Technologies, Director of Flow Cytometry Sales, North America
ExaCtltU de “lHematology, Covance Central Laboratory Services, Inc., Indianapolis, Indiana, USA

LOD, LOQ
LI n éarlté UK NEGAS Sheffield Teaching Hospitals 1751

Leucocyte Immunophenotyping

I nte rChangeabi I ité deS automates Measurable Residual Disease for Plasma Cell My by Flow Cy y (Not A ited) P

All Participant Report

I Nn te rfé rences Distribution - 232401 Sample - 025 Participant ID - 44483

Date Issued - 04 March 2024 Closing Date - 22 March 2024 Machine Used - FACSLyric

Contamination interéchantillons ey Sw—

This exercise was issued o 77 participants of which 57 (74%) returned results at the time of report generation. Of the non

Stab i I ité d eS I aS l I I OC tes returning centres there were 4 extension requests and 2 pre notified non return. This is version 2.0.0 and replaces version 1.0.0
p y which contained erroneous action notifications.

Sample Comments
This sample contained stabilised whole blood and plasma cell material

O O OO0 OO0 oo oo

7~ CHU
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Recherche de la MRD par analyses

moléculaires




ASOQPCR (allelspecific oligonucleotide guantitative PCR)

A PrincipeY wWSOKSNDKS RQdzy Of 2yS LI I aY?Z2
jdzr YGATFTAOIGAZ2Y RQdzy NBIF NN} yISYSY
f QAYYdzy23f 20dzf A Y S

0 Ces séguences clonotypiques, uniques pour chaque patient, servent de marqueurs
moléculaires permettant de suivre le clone pathologique

MO LRSYUATFTAOFIGAZY RQdzy NBIFNNI yISYSYld Of 2y 21
HO [/ 2YOSLIIA2Y RQlI Y2NDSAa aALISOATFAILdzSa 6! {ho |
3) Réalisation de la PCR gquantitatige CRR

r/—‘ E
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ASOgPCR (allelspecific oligonucleotide quantitative PCR)

A {SYaAaAo0AfAGS Y MPMAb
A Spécificité : élevée si amorces bien congues

A Limites :
0 Processus long et laborieux (>< NGF)
o Applicabilité chez5r n 2 RS& LI 0ASYy(Ga o Yny@rimgtatichssofmduiqued de S

genes codant pour les immunoglobulines
0bSOSaaAisS RQdzy SOKIFyuAftt2z2y AYyAUGALf O6BHf bDCO

Florian Bélik 16/10/2025 34



NGS 1jext-generationsequencing

A PrincipeY wWSOKSNDKS RQdzy Of 2yS LI I aY?Z2
guantification des réarrangements spécifigues de la région variable des
Immunoglobulines

POATAAr GOA2Z2Y Rdey SyasyoftsS RQIY2NDSa C
NBI NN} y3ISa RSa 3IS§YySa RQAYYdzy23f 20dzf Ay
[ QI 5b Sald SyadzdS &hriptypRiye@@ningniesdoda & S

identifiées
Ces séquences sont ensuite recherchées et quantifiees dans les echantillons de sl

A LymphoSIGH{Rdaptive) eLlymphoTrackinvivoscrib@ sont les plateformes
principalement utilisées

2\
C g!,:! U Florian Bélik 16/10/2025 35
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NGS 1jext-generationsequencing

A{SYarAoAftAldS Y MdPMnb
A Applicabilité bien meilleure que ASPCR
0 Pres de 95 % des patients présentent une séguence clonotypique identifiable

A Le goldstandard actuellement (avec NGF)

0 Avantage de pouvoir travailler sur echantillon frais ou congelé (>< NGF)
Méthode + utilisé pour les études multicentriques sur des larges cohortes

0 Pas besoin de concevoir des amorces patispécifigues (>< AS§PCR

A Limites :
0 Colt (>< NGF)
0 Accessibilité de cette technique au laboratoire (>< NGF)
0 Neécessite un échantillon initial (><NGF)

C Florian Bélik 16/10/2025 36
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A Principle of allele-specific RQ-PCR

Clonal immunoglobulin heavy chain rearrangement

1. Consen_s{qsff’QB -

1

A

A s,

-l .vl'l““.'.n

) SN |, M

polyclonal

e
monoclonal
2. Sequencing

3. AIIeIe-specnf c primer design

4. Allele-specific RQ-PCR

<
>
wn
O
v
I*
O

Tumorspecific assay

B Platform-independent high throughput sequencing

Gene-specific Forward Primer
(Multiplex-PCR)
Linker A B >

v .
Linker B

%
Gene-speﬁ
Reverse Primer

Universal Forward Primer

llumina Adapter |
PGM Adapter —_—
\

>
454 Adapter \
—>

i) v o (i)

%
< \ lllumina Adapter

PGM Adapter

e 454 Adapter

-
Universal Reverse

Primer

Hoster E, Pott C. Minimeg¢sidualdiseasan mantle celllymphoma insightsinto biologyand impact
on treatment. HematologyAm SoddematolEducProgram. 201®ec2;2016(1):437445.
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Comparaison des techniques de recherche de M
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Comparaison des techniques de recherche de MRD

A Le testidéal

0 Bonneapplicabilité
Utilisablecheztousles patients

0 Bonnesensibilité
0 Bonnespecificite

0 Bonnefaisabilité

TATrapide
Accessibilitede la technique pour l&boratoire
Coltgérable

A Le NGS et le NGF, samsivoirrépondrea latotalité descritéres sontpour
f QA yies dduwhéilleuressolutions

) ) —ucL— Florian Bélik 16/10/2025
NAMUR

39



Allele-specific oligonucleotide gPCR MFC VD) sequencing

Applicability 60-70% Nearly 100% >90%

Need for baseline sample Yes, requires production of patient-specific Not required; abnormal plasma cells can be identified  Baseline samples required for identification of the dominant
probes in any sample by their distinct immunophenotypic clonotype; alternatively, a stored sample from a time point

Sample requirements <1 million cells

Can be delayed; can use both fresh and stored
samples

Sample processing

Sample quality control
Sensitivity

Not possible. Additional studies required
>1in10°

Information regarding No further information available

sample composition

Turnaround and complexity Labour intensive; requires the development

of patient-specific primers/probes; can take
several days

Has been done for other diseases (EuroMRD),
can be done for myeloma as well

Wide*

Standardisation

Availability

pattern vs normal plasma cells
>5 million cells

Needs assessment within 24-48 h; requires a fresh
sample

Immediate with global bone marrow cell analysis
21in10°

Detailed information available on leucocyte subsets
and their relative distribution

Can be done in a few hours; automated software
available

Standardised by the EuroFlow consortium

Most hospitals with four-colour flow cytometry.
Eight or more-colour flow cytometry requires more
experienced centres/laboratories. Many laboratories
have adopted the EuroFlow laboratory protocols and
use the EuroFlow MRD tubes

with detectable disease can be used to define baseline status
<1 million cells; higher numbers improve sensitivity

Can be delayed; can use both fresh and stored samples

Not possible. Additional studies required
>1in10°

Information about immunoglobulin gene repertoire of
B cells in the studied patient samples

Can take several days for turnaround; requires intense
bioinformatics support. Use of local laboratories could
speed up this limitation

In process

So far limited to one company/platform

*Globally, about 60 MRD laboratories are EuroMRD members and participate twice per year in the external quality assurance rounds. MFC=multiparametric flow cytometry. MRD=minimal residual disease.

Table 3: Comparison of different bone marrow minimal residual disease assessment techniques

(O, CHU

NAMUR

Kumar S, Paiva B, Anderson KC, éhtdrnationalMyelomaWorkingGroup consensusiteriafor responseand minimalresidualdisease
assessmerin multiplemyeloma LancetOncol 2016 Aug;17(8):e328346.
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Imagerie

7, CHU
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Imagerie

A PETCT

0 Moins sensible que la recherche de MRD par NGF et/ou NGS

0 Reste intéressant chez des patients myelome multiple réfractaire ou en rechute

Probabilitée «extramedullarydisease» plus importante (pas détecté par les tests de MRD se réalis:
sur ponction de moelle)

A PatientsMRPS G AYIF ISNASH 0O0QSaid GNBAaA NI
nas clair

A Patients MRPet imagerie ont les meilleuroutcomesA critére «imaging
nlus MRBnegative»

IMWG MRD criteria (requires a complete response as defined below)

Imaging plus

MRD negativity as defined by NGF or NGS plus disappearance of every area of increased tracer uptake found at baseline or a preceding PET/CT or decrease to less
MRD-negative

mediastinal blood pool SUV or decrease to less than that of surrounding normal tissue

Florian Bélik 16/10/2025 42
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Perspectives : &ipheralresidualdisease

(PRD)




PRD <«peripheralresidualdisease»

A MRD a le plus grand impact sur egcomesdu patient lors de la

maintenance (ex : si un patient passe de MRMRD+)

0 Elle doit donc étre réalisée de facon périodique
0 Invasif pour le patient (sujet agé fragile)
0 Intérét a chercher une méthode moins invasive : sang peériphérique

!

Peripherakesidualdiseasg PRD)

CHU

— ucL —
NAMUR
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PRD par NGF sur sang périphérique

A Recherche de cellules plasmocytaires clonales (phénotype pathologique
circulantes
0 Impact sur la PF&dzardratio 5,1 (95%ClI 28,9 ;P<0,0001)
OLYLIEZNII YOS RQdzyS YSadzNB LISNRA 2 RA lj dzS

Si PRBsoutenue dans le temps
SanojaFlores L, FloreBlontero J, Puig N, et al. Blood monitoring of

A PFS >4 ans pour 90% des patients circulatingtumor plasmacellsby next generationflow in multiple
< . . .- N s | fter th Blood. 201Decl12;134(24):2218222.
A vs19 mois si PRD se positive & un moment donné [ YEemearermerapy 7o eeL213H2Y

At2dzNJ f QAYyall yius (2dz22dzNB Sy LKI &
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Protéine monoclonale par MS

0 But : identification et quantification de la protéine monoclonale par spectrometrie de
masse (MS)

Via le rapporim/z spécifique pour la protéine monoclonale

o[ h5 YSAffSdaNBE [[dzS f QSf SOUNRPLIK2NB AS S
Electrophorese : 0,1 g/L
IF : 0,05 g/L
MS : 0,015 g/L

0 Moins efficace directement en pogreffe
CldzE LI2AAGAT Y LISNBEAAGIFYOS RS fQAYYdzy23f 20
Concordance avec la MRD augmente lors de la phase de maintenance du traitement

Bl —tiC —— FlorianBélik- 16/10/2025 46
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Protéine monoclonale par MS

A

A

Analyseur EXENT® (Binding Site) : mesure quantitatiug uhesmoclonales par
spectrométrie de masse

Le systeme identifie les protéines monoclonales via le rapport
Principe:

0 Leslgsont isolees pammuno-purification avec des billes magnétiques spécifiques pour chaque isoty
(GAM,, S

0 Leslgsont dissociees en chaines lourdes et chaines legeres qui les composent

0 Analyse des chaines lIégeres (libres ou qui étaient liees a une chaine lourde) par spectrométrie de 1

0 On obtient un spectre de masse : intensité des immunoglobulines isolées et réduites en fonction du
rapportm/z

CHU
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Protéine monoclonale par MS

@

@ 2
o § 2
v

$E5
c 2%
e
=T ™

Clone de Immunoglobulines Chaine lourde et masse « du
plasmocytes uniques légere uniques clone »

. B:laprésence de protéines monoclonales est indiquée par des

A : chez un individu sain, les chaines légéres réduites des
pics nets dans la répartition des chaines légéres réduites

immunoglobulines sont réparties normalement

A

Intensité cps
Intensité cps

Masse (Da) Masse (Da)

@ (_:!:ILQ FlorianBélik- 16/10/2025
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Protéine monoclonale par MS

Anti-IgG
Q % I Monoclonal Protein
¥ oy s "o » :
o \ Y I IgG Kappa
magnet magnet Reduction magnet ® p0|y IgG
Anti-IgA
A = £ = i — g Poly IgA E Monoclonal IgGk
hay e |
;’% @ @ N g & > L — E L
magnet magnet  Reduction magnet -
Anti-igM A
' M —— — — —— Poly IgM ‘_C" B
.
N,/ . w B
5 t magnet Reduction magnet K
Anti-KdpPE ag 1gGK I
g Poly IgGAM/ k> E L
@ o | _ ,
= > 4 FLCK - Mass (m/z)
Anti-lambda o Reducton  meonet
Total ez -
28 Eo o “ I >
a3 & ' ' +FLCL
sinmnal mannat Reduction orhemwiilh
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Protéine monoclonale par MS

A Sensibilité : 0,015 g/L
0t SNX¥SiU RQARSYUATFASNI dzyS YIfFRAS NBaARdASttS O

Ve A o Ve ~ A

0t SNX¥SU RS RSUSOGSNI dzyS NBOKdzi0S 2dzaljdzQt p Y2A

Post-GCSA Post-GCSA Observations

Diagnostic Post-traitement  Pré-GCSA (3 mois) (5 mois) 1 2
@ < & 4 o O o—
35 EPS/IF positives EPS négative IF et EPS négatives
e e e L P e >
30 3,63
25
S 2
|
=
X 15
wi
11,87
10,76
10
5 281
114 0,76 1,14
0

=, CHU

/) —ucL— 1. Keren 2016; 54(6):947-961, 2. Turner 2020; 58({4):533-546, 3. Giles Blood 2022;10;139(6):946-950 FlorianBélik- 16/10/2025 50
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Protéine monoclonale par MS

A Permet une détection plus sdre chez les patients atteints
de myélome multiple non sécrétant etigosecrétant
0 MMNS : 13% des patients
MMOS : 23% des patients

o Difficiles a suivre : imagerie et/ou ponctions de moelle
Invasifs, expositions répétées aux radiations,...

0 Etude chez patients MMNS (n =22) et MMOS (n =25)
5SLJzA 4 AYRdzOUA2Yy 2dzilj dzQt Wbwm
MSvsélectrophorese, IF et FLC

91% des patients MMNS on ufggmonoclonale détectable en
MS

NSMM (n=22)

Post Cycle 1 (n=15)

Post Induction (n=11)

Day+42 Post ASCT (n=5)

Day+100 Post ASCT (n=8)

Oligo-secretory Myeloma (n=25)
Post Cyde 1 (n=19)

Post Induction (n=11)

Day+42 Post ASCT (n=4)

Day+100 Post ASCT (n=4)

Number of Samples with

Residual Monoclonal Protein

Number of Samples with
Monoclonal Protein

Number of Samples
with an Abnormal

Detectable by Serum Protein Detectable by MALDI-TOF MS FLC ratio (%)
Electrophoresis and/or (%)
Immunofixation (%)

na 11(73.3) 9(60.0)
5(45.5) 1(9.1)

na 2(40.0) 0(0)
na 2(25) 1(12.5)
18 (94.7) 19 (100) 7(36.8)
8(72.7) 9(81.8) 5(45.5)
3(75.0) 3(75.0) 2(50.0)
1(25.0) 2(50.0) 2(50.0)

Gh@SNI £ € X HAKoO p-upspmpEoiadrestihl

~ ~ Ve ~ ~ Ve

LI S == N - v v - x

LJ- NJ LINRB U S A )f RSUSOul ot S 0 e a { € Giles HV, Cook MBraysorMT, et al.Redefiningnonmeasurablenultiple
myelomausingmassspectrometry Blood. 202ZFeb10;139(6):94€050.
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Protéine monoclonale par MS

A 90GdzRS &adzNJ nyn LI GASYyda | @SO y2dz0SI| dz R
0 Patients en réponse complete
LRSY 0AFA @manbcyale Bh@ziayos des patients
MS positive (PFS 1,7 ans)MS négative (PFS 4,0 ans)

Combinaison M&t MRD offre la meilleure PF®verlap o, , N
. . Approche combinée complémentaire™ -
Combinaison MS+ et MRD+ offre la pire PFS 4
1.0V . y
10 == negative : p=0.18
== poSitive
T 0.75 $R |
» ﬁ E
% 0.50 5 050
¢ g
g 0.25 g 0.25
== MRD negative, MS negative
p = 0.00036 ! == MRD negative, MS positive
0.00 0.00 : mgg nggzg'. mg ng'%t‘llvee
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Time (years) Time (years)

fg\ (_:H U Mai, E.K.Huhn S., Miah, Ket al. Implications and prognostic impact of mass spectrometry in patients

/ NAMUR  with newly-diagnosed multiple myelomalood Cancer 43, 1 (2023). Bk l6/10/2025 ¥



Algorithme pour PRD et MRD

A Actuellement, la ponction de moelle reste le gstdndard (surtout lors des phases

précoces de traitement)

Al fQFSYANI Y NBYLX I OSYSY(l RS OSMankIlasy S :

phases tardives du traitement)

Sustained undetectable MRD in BM confirmed

by testing with tailored periodicity ‘
Assessment of MRD in BM during the PRD assessment every 6 months in between

first year of treatment MRD assessments of BM
£ & oo ) M
PB PB
Imaging (PET-CT)
> > >
Year 1 Year 2 Year 3 Year 4

Paiva, B., Shi, Q., Puig,@ial. Opportunities and challenges for MRD assessment in the clinical
management of multiple myelom#&lat Rev Clin OncaR, 424;438 (2025).

A MRD sur ponction de
moelle tous les 24
mois

A PRD sur sang
périphérique tous les
6 mois

(©,CHu
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Paiva, B., Shi, Q., Puig,@ial. Opportunities and challenges for MRD assessment in the clinical
management of multiple myelom#lat Rev Clin OncaR, 424438 (2025).
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