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Citogenomica nel Mieloma multiplo

Cariotipo

FISH

Array-CGH
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Necessità di armonizzazione

Esigenza di armonizzare tutti i vari aspetti delle fasi operative:

Assicurare la comparabilità dei risultati tra laboratori che utilizzano metodiche differenti

• Fase PRE-ANALITICA (prelievo, conservazione e trasporto del campione)

• Fase POST-ANALITICA: limite di sensibilità del test

• Fase ANALITICA: utilizzo di metodiche condivise, standardizzate, validate e raccomandate dalle 
Linee guida internazionali
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La fase preanalitica comprende differenti passaggi procedurali dove l’incidenza di diverse
variabili può influire sulla qualità del campione, sui risultati di laboratorio e sul loro utilizzo
clinico.
Difficoltà tecniche durante la fase preanalitica relative alle modalità di raccolta, trattamento,
conservazione e trasporto del campione possono determinare la sua non idoneità.

FASE PRE-ANALITICA

La QUALITA’ DEL CAMPIONE è un fattore chiave

Although laboratories involved in providing the FISH analysis for clinical trials will make every effort
to ‘rescue’ poor samples, it is strongly recommended that referring clinicians should also maximize
the chances of adequate results being obtained.
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Laboratorio di Citogenetica U.O. di Ematologia

Terreno di trasporto
con anticoagulante

(RPMI, PS, eparina)

Il campione deve essere consegnato presso il Lab. di Citogenetica in tempi rapidi
poiché le PC, fuori dal loro ambiente, tendono a perdere l’espressione di CD138 e
rendere quindi inutile l’analisi citogenetica

Per analisi citogenetiche: 
• prima parte dell’aspirato midollare
• 0.5-1ml
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Il 70% dei casi analizzati presenta 
un cariotipo non alterato

• Basso indice mitotico delle Plasmacellule (difficoltà ad ottenere metafasi anomale)

Karyotype is not a routine test

FASE ANALITICA

• Parziale infiltrazione midollare

• Traslocazioni con breakpoint telomerici



Oncoematologia tra sostenibilità e aderenza                       
Padova 22 Marzo 2019 - Dott.ssa Lucia Zanatta

SI FISH e array-CGH

• Basso indice mitotico delle Plasmacellule

• Traslocazioni bilanciate

FISH



Parziale infiltrazione midollare
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Arricchimento plasmacellule

Identificazione plasmacellule

Magnetic Cell Sorting (MACS)

Flow Cytometric Cell Sorting

La metodica FISH non può essere eseguita
direttamente sul campione appena raccolto.

sistemi di analisi delle immagini che consentono
la valutazione morfologica delle PC e lo scoring
FISH solo in quelle cellule designate come PC

All of these methods give good results and the choice should be left to individual laboratories.

MACS

ID PC



MACS Cell Separation

Vantaggi: popolazione pura di PC che può essere analizzata con metodica FISH o tecniche di copy
number analyses
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Magnetic Cell Sorting

Gli Ac anti CD138, coniugati 
con microbiglie magnetiche,
si legano alle PC

Le cellule CD138+ vengono 
trattenute alla colonna legata 
al magnete, mentre tutte le 
altre cellule vengono lavate via

La colonna viene rimossa dal 
magnete con conseguente 
eliminazione delle cellule 
CD138+

labor, time, 
cost intensive

Maggior limite: perdita di cellule durante il processo di purificazione
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Case 1q21 gain t(4;14) t(14;16) del(TP53)

non-PCE/PCE non-PCE/PCE non-PCE/PCE non-PCE/PCE

1 0/0 0/70 0/0 0/0

2 0/80 0/0 0/0 0/0

3 0/0 0/0 0/0 0/0

4 0/0 0/0 0/80 0/0

5 25/55 0/0 0/0 0/0

6 0/0 30/95 0/0 30/95

7 0/0 0/0 0/0 0/50

8 0/0 0/0 0/0 0/0

9 0/90 0/0 0/0 0/0

10 0/0 0/0 0/0 0/0

11 0/0 0/0 0/0 0/0

12 30/90 0/0 0/0 0/0

13 0/0 0/0 0/0 0/0

L’arricchimento delle PC aumenta la sensibilità della FISH
nel rilevare alterazioni citogenetiche

Attenzione ai falsi negativi quando non si utilizzano metodi 
di PCE

L’analisi FISH non è consigliata senza un metodo di
arricchimento o identificazione delle PC



TECNICHE DI ANALISI CITOGENETICA

FISH
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- Identificazione di anomalie numeriche e strutturali

- Elevata sensibilità e rapidità di esecuzione

- Applicabile in casi di basso indice proliferativo cellulare

Allestimento 
vetrino

Sistema GSL-120

Scansione vetrino

Analisi



1p/1q
del(17p)

Tp53
IGH

no
riarrangiamento

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

riarrangiamento

FISH: probe selection
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Algoritmo operativo
Treviso

t(14;20)

Ploidy status

Myc



Oncoematologia tra sostenibilità e aderenza                       
Padova 22 Marzo 2019 - Dott.ssa Lucia Zanatta

• FISH: at least 100 selected plasma cells should be scored
• The quality of the PC selection step should be assessed before hybridisation.
• Positive cutoff levels should be relatively conservative: 10% for fusion or break apart

probes, 20% for numerical abnormalities

FASE POST-ANALITICA
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Metodica utilizzata per separare/identificare le PC

2
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