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Analyse T-cel ‘klonaliteit’ : flow vs. moleculair
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* Vb antistoffen
e« TCRPCR

Munoz-Garcia et al, Cancers 2021;13:4379
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Analyse T-cel ‘klonaliteit’ : flow vs. moleculair
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Biologische variatie referentiewaarde TRBC1+ / TRBC1- ratio
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T cel screening tube 2.0

PO PE PerCP PC7 APC APC-H7

Cy5.5

T20 CD4 CD45 TRBC1 CD2 CD3 TCRyd CD7 CD8

Rationale voor markerkeuze: CD5, CD56 evt. uit LST te halen



TRBC1 - afwijkend patroon et
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Pilot TRBC1 analyse vs. moleculaire TCR analyse

Materiaal (PB, BM, BAL, CSF, biopt); inclusie n=20
LST (vanwege verdenking afwijkende T-celpopulatie)
Bij afwijkende CD4/CD8 ratio of CD marker
1) T cel screening tube; 2) TCR genherschikking

= Resultaat
TCR genherschikking TRBC1 patroon
polytypisch (h=8) monotypisch (n=12)
polyklonaal (n=5) 5/5 (100%) 0/5 (0%)
monoklonaal (n=15) 3/15 (20%) * 12/15 (80%)

* 3x lage CD4/CD8 ratio in LST, geen duidelijk afwijkende marker
= Sensitiviteit 80%; specificiteit 100%
= PPV 100%; NPV 62,5%
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TRBC1 analyse vs. moleculaire klonaliteitsanalyse

Table 4. Comparison between TRBC1 assay by FCM and the reference molecular and FCM techniques
used to assess Tap-cell clonality (n = 117).

TRBC1 Expression Pattern by FCM

Clonality Status by - , Value
Other Techniques * Polytypic Monotypic p-Valu
(n = 23) (n =94)
Poly /oligoclonal (n = 24) 21/24 (87%) 3/24 (139%)
Monoclonal (n = 93) 2/93 (2%) 91/93 (98%) <0.0001

Concordant cases are highlighted in bold. * Clonality assessed by PCR, TCRV 5 family expression by FCM and/or
gene mutation assays. Abbreviation: FCM, flow cytometry; PCR, pnlymcraﬁe chain regi{m; TR, T-cell receptor.

Munoz-Garcia et al, Cancers 2021;13:4379



Beperkingen 8-kleuren TRBC1 analyse

= aanname dat TRBC1- cellen TRBC2+ cellen zijn

= ratio TRBC1+/TRBC1- sterk afhankelijk van context
= T celmaturatie
= CD4 vs CD8
= [eeftijd individu

= interpretatie TRBC1 test: skewing van TCRab T cellen
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Beperkingen 8-kleuren TRBC1 analyse (cont.)

= niet alle / te weinig aberrante markers in zelfde labeling om goed in te zoomen op afwijkende cellen
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-> ruimte voor verbetering
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Gecombineerde TRBC1-TRBC2 flowcytometrische test
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Horna et al, Blood Cancer J 2024;14
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T cel screening tube 3.2

Tube BV605S BV711 BV786 R718 PB PO PE PerCP PC7 APC APC-H7

Cy5.5

T3.2 CD57 TCRyd CD56 CD7 CDh4 CD45 TRBC1 CD2 CD3 CD5 TRBC2 CD8

« volgorde toevoegen antistoffen (1¢ mix: BV Abs + stain buffer, dan 2 mix met overige Abs; geldt
voor combinatie van TRBC1 FITC en TRBC2 APC conjugaten)

« validatie vs. T 2.0 labeling (n=10) - zie dia 15

» validatie vs. TCR klonaliteitsanalyse (n=28; lopend) - zie dia 15
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T cel screening tube 3.2 — normaal PB
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T cel screening tube 3.2 — afwijkend PB (KL2025-356)
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T cel screening tube 3.2 — afwijkend PB (KL2025-445)
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Validatie T cel screening tube 3.2

T 2.0 vs. T3.2 labeling (n=10)

n=8 concordant; n=2 met afwijkende T-celpopulatie in T 3.2 (nietin T 2.0; wel TCR klonaal)
%CV totaal T/ CD4 / CD8 / CD4-CD8 ratio vrijwel altijd <30%
- toegevoegde waarde van nieuwe test

T 3.2 labeling vs. TCR klonaliteitsanalyse (momenteel n=28)

validatie loopt nog
preliminaire data: goede specificiteit en hoge PPV, maar sensitiviteit kan nog beter



Casus 2025-058 : T cel screening tube 3.2

Erasmus MC

@ - O Q@ = = @
8 8- =
a < "3
- A
S3 -
- o ; 2
: £ 1 ;
< B (2 <
=+ S i
< T 4 . 8-
: 3 :
e =|°J- ; a
4 « o
5 o [= I =) °J
| Q W 3 Q ]
) -1E3 T “3 ‘{4 CIIB 3 41&3 T |l'.3 1I'4 1;! -!i’ T 1E3 1E4
CD3 _PercP Cy5-5-A:_PercP Cy! CD4 _PB-A:_PB-A CD7 _R718-A:_R718-A
R | \
13
£ | /
7 _ ) . - - - MR B e A
Q X q . . Q k) , X TRBC1 _FITC-A:_FITC-A TREC2 APC-A: APC-A

190000
100020
Sadadad
36000

© W3 &3 164 168

€D4s _PO-A: PO-A ¥scoa FSC-A i Meerdere klonen?

SSC-A

Pop 1 (32%): CD45+/3+s/4+/8-/2+/7+/5+/ TRBC2
_ | Pop 2 (52%): CD45+/3-/4+/8-/2+/7+/5+/TRBC-
Iy / Pop 3 (13%): CD45-/3-/4+/8-/2+/7+/5+/TRBC-



Erasmus MC

Casus 2025-058 : TCRB analyse
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Conclusie: 1 monoklonale celpopulatie
NB bij membraan CD3 verlies, ook geen TCR complex op membraan, dus TRBC1- en TCRB2-
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T cel screening tube 3.2 — afwijkend PB (KL2025-125)
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Take home lessons | [

= TRBC1 + TRBCZ2 screening geeft completer inzicht in skewing T cel (sub)populatie(s)

» Toegevoegde waarde van TRBC1 vs. TRBC2 analyse ligt bij toepassing binnen
aberrante celpopulatie

= skewing + aberrantie = proxy voor klonaliteit
= NB vermijd analyse van TRBC1 / TRBCZ2 ratio (zonder aberrantie)

= Valkuilen
* TRBC1 en TRBC2 negativiteit bij SmCD3- T-celpopulatie of TCRgd T-celpopulatie
= fout-negativiteit TRBC1 + TRBC2 test (op basis van preliminaire data)

= biologische / klinische betekenis van zeer kleine T-celklonen (zowel flow als mol.)



Sjoerd Oude Alink Ellen van Gastel

TN medische Fleur de Bie Kim Heezen
:imgﬂ immunologie Jolanda Doekharan Michele van der Klift
EERE ..
EREREERE llse Hordijk Maud van den Oetelaar
”EﬁEEEE Stijn de Jong Joyce Schilperoord
::EEEEEE Romana Jugooa Niki de Winter
FERERERE ~7 Thyra Kleibergen
iiEEEEEE ~ — - N N "N "W "W "m ¥ S
REEREREE - : CTE —' | wm| wm| | m Marielle Maas Jeroen te Marvelde
i 2| i dn "] dh) a S G < < <) Gonnie Paulides Vincent van der Velden
ERRREEEE [ fl == =y o
RREEEEEE (| T e o e e e e e e ey e
INRREREE ()] i) =y nf e uad e o
FRRRRRRE DUl o\l di di s da da a2 e b
ERRRRRRN (0000 NONRRRRRRRRRNNNN s 55 57 % m o= =
DRULE T I EEE TR - i e s w1 el |
DR RA ) O LU ECE I FHE L [l 1§ T o °  _ewe g
prnnnnny (RS prprrnnnenenguagy M ERERIRRRRRERRRRRONND NNE (SNELNRNN L L RERRLLIAN g b 3o
UITTETI ummummugf:::::':,’.""!',"""'! L T L
TETTT I el TTTTTEITTTTTT T T At Fooililt U UL ZHBGINT MILLIZONR A Lag ¥ o
||kl i g F e
= = =as  n0nnnne NN voceeoancisescoonn ) ooncsnannenes R R e T T s L T :
e =z - llliiEll!gg.::_.;;;_ =—==:E==Eg;mﬁ=mu_d=m“,:ﬂ I lulli;;:mfllm”” ”“
ot B e 2t g gy iy S g
MR i il U R s . . SRR iy, ! 1]
el LTI s-_-‘_ ] | el _|OMNES ||
LT T/ Ay gLl A i = 1

2= B LN
"———'—— _—/-'-.'i—. X '- ! : = ) 1 X o . \ R 4| 3
 FEFE o RFCE SR . EEE EEEEE RN NN > n
FrEEpaTEEEEN Emw ‘ - . ' Eiv[ras Rl

u
EnaiEEEEEEEEEN
EEEEEEEEEEEEN

sitaigfMedisch Centrum Rotterdam




	Dia 1
	Dia 2: Analyse T-cel ‘klonaliteit’ : flow vs. moleculair
	Dia 3: Analyse T-cel ‘klonaliteit’ : flow vs. moleculair
	Dia 4: Biologische variatie referentiewaarde TRBC1+ / TRBC1- ratio
	Dia 5: T cel screening tube 2.0
	Dia 6: TRBC1 – afwijkend patroon
	Dia 7: Pilot TRBC1 analyse vs. moleculaire TCR analyse
	Dia 8: TRBC1 analyse vs. moleculaire klonaliteitsanalyse
	Dia 9: Beperkingen 8-kleuren TRBC1 analyse
	Dia 10: Beperkingen 8-kleuren TRBC1 analyse (cont.)
	Dia 11: Gecombineerde TRBC1-TRBC2 flowcytometrische test
	Dia 12: T cel screening tube 3.2
	Dia 13: T cel screening tube 3.2 – normaal PB
	Dia 14: T cel screening tube 3.2 – afwijkend PB (KL2025-356)
	Dia 15: T cel screening tube 3.2 – afwijkend PB (KL2025-445)
	Dia 16: Validatie T cel screening tube 3.2
	Dia 17: Casus 2025-058 : T cel screening tube 3.2
	Dia 18: Casus 2025-058 : TCRB analyse
	Dia 19: T cel screening tube 3.2 – afwijkend PB (KL2025-125)
	Dia 20: Take home lessons
	Dia 21

