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IGH FR1 VDJ

IGH DH1/2/4/5/6-JH

110-290bp

IGH DH3-JH

390-420 bp

IGH FR2 VDJ

IGH FR3 VDJ

Vk1f/Vk7-Jk

120-160 bp Vk13f-Jk

190-210 bp Vk2f/Vk4/Vk5-Jk

260-300 bp

Vk2f/Vk4/Vk5-KDE

350-390 bp

Vk13f/intron-KDE

270-300 bp
Vk1f/Vk7-KDE

120-160 bp

TRB VB-JB (JB1 hex and JB2 fam)

240-285bp

TRB VB-JB (JB2 fam)

240-285bp

TRB DB2-JB

170-210bp

TRB DB1-JB

285-325bp

TRG VG-JG 145-255bp

TRG VG-JG 80-220bp



Voorwaarden voor goede interpretatie van klonaliteitsanalyses

‒ Goede kennis van de genetische opbouw van de IG en TR genherschikkingen

‒ Goede kennis van de setup van de verschillende PCR-reacties en de mogelijke 
technische pitfalls:
▪ effect van staalkwaliteit en/of staaltype

▪ effect van analyse instellingen

▪ aspecifieke pieken

▪ effect van somatische hypermutatie bij IGH

▪ verschillende pieken van zelfde herschikking

▪ Cross-annealing van primers

‒ Goede kennis van het normale B- of T-cel repertoir in verschillende weefsels



Europese Richtlijn (Langerak et al., Leukemia 2012) 



Europese Richtlijn (Langerak et al., Leukemia 2012) 

Aantal pieken afhankelijk van efficiëntie PCR-reactie en locus (IGK en TRB 2-4 pieken)



Interpretatie per tube



Finale moleculaire interpretatie (alle tuben samen)



Interpretatie per tube: invloed analyse instellingen en/of toestel/polymeer

Tonsil baseline window 500 Tonsil baseline window 50



Interpretatie per tube: invloed analyse instellingen en/of toestel/polymeer

Tonsil baseline window 500 Tonsil baseline window 50



Interpretatie per tube: polyklonaal (niet klonaal)

Tonsil = veel B-cellen Beenmerg = minder B-cellen

Zwakker, minder 

mooi PC beeld

‘Meer’ aspecifieke 

pieken

Onregelmatig of 

gewoon polyklonaal

‘Flavor of the LAB’



Interpretatie per tube: polyklonaal (niet klonaal)

Beenmerg Beenmerg tijdens behandeling



Interpretatie per tube: polyklonaal (niet klonaal)



Interpretatie per tube: geen (specifiek) of niet-specifiek product

Niet-specifiek product
Niet-specifiek product

Geen (specifiek) product

DNA maar geen B-cellen in staal



Niet-specifieke producten per tube identificeren/kennen

Aantal basepaar kan iets afwijken door gebruik van andere reagentia of analyzers



Niet-specifieke producten per tube identificeren/kennen

Aantal basepaar kan iets afwijken door gebruik van andere reagentia of analyzers



100bp

400bp

200bp

600bp

300bp

Belang van goede DNA kwaliteit (400bp) en correcte DNA input

BM Tonsil

FFPE

FFPE met smeer

Teveel DNA!

Degradatie van DNA door formaline fixatie

100bp

400bp

200bp

600bp

ook verse stalen kunnen dit 

patroon geven



Geen (specifiek) product, slechte DNA kwaliteit

FFPE met smeer

Teveel DNA!

194 ng/µl, 970 ng op 50µl



Geen (specifiek) product, slechte DNA kwaliteit

250 ng input

Polyclonaal beeld onderdrukt door teveel DNA

Grotere PCR-producten gevoeliger aan inhibitie  

Kleinere PCR-producten minder sterk bij teveel DNA

Indien ‘ladder PCR’ maar tot 100bp > slecht DNA

Altijd de oorzaak nakijken (FFPE en/of DNA 

hoeveelheid)

Bij gedegradeerd FFPE-DNA kan je dit niet meer goed 

krijgen

Analyse wel opstarten omdat je soms toch nog 

clonaliteit via de targets met kleinere PCR producten 

kan oppikken



Interpretatie per tube: klonaal (zwak of + polyklonaal)

1 klonale piek (off-scale)

1 klonale piek + polyklonale achtergrond

‘ski-slope’ piek



Interpretatie per tube: definitie ‘ski-slope’ piek

1 klonale piek (off-scale)

Voor een off-scale piek

Vorm van ‘ski-schans’ (afhankelijk van POP)

Afstand tov off-scale piek is verschillend

Oplossing staal verdunnen of minder PCR 

product op analyser



Interpretatie per tube: klonaal (zwak of + polyklonaal)

2 klonale pieken

Afstand tussen pieken bij IGH VDJ kan 

verschillen door lokalisatie van primers en/of 

insertie/deleties

Intensiteit kan verschillend zijn zelfs bij 1 kloon

Oorzaak: verschillende binding efficiënties, 

consensus primers, sommige VH segmenten 

hebben mutaties tov de primer



Interpretatie per tube: OUT-OF-RANGE pieken: somatische hypermutatie

1 klonale piek OUT-OF-RANGE (deletie)

Geen klonale piek (deletie) > primer kan niet meer binden

Klonale piek rechts van gauss



Interpretatie per tube: OUT-OF-RANGE pieken: volgende JH, JK of JB

2 reproduceerbare klonale pieken (off-scale)

+ polyklonale achtergrond

OUT-OF-RANGE piek? Insertie?



Interpretatie per tube: OUT-OF-RANGE pieken: volgende JH, JK of JB

PCR-product via ‘next’ JB



Interpretatie per tube: OUT-OF-RANGE pieken: volgende JH, JK of JB

Primer binding op volgende JB segment:

➢ extra piek afkomstig van hetzelfde herschikte gen

➢ niet tellen als extra piek bij finale interpretatie!



Interpretatie per tube: OUT-OF-RANGE pieken: volgende JH, JK of JB

Ook bij IGH en IGK mogelijk!

Niet bij TRG > afstand tussen verschillende J fragmenten is te groot

TRB tube A bevat licht blauwe JB1 (HEX) en JB2 (FAM) primers

TRB tube B bevat enkel de donker blauwe JB2 (FAM)  primers



Interpretatie per tube: niet-reproduceerbaar

Duplo analyse heel belangrijk in FFPE materiaal of CSV 

(degradatie DNA, weinig B- of T-cellen)



Interpretatie per tube: reproduceerbaar

Immuunactivatie!



Interpretatie per tube: reproduceerbaar

Immuunactivatie!



Interpretatie per tube



Finale moleculaire interpretatie: waarom verschillende tubes per locus?

Clonale populatie niet opgepikt?

1. IGH, IGK, TRB, TRG niet 

herschikt

2. Niet binden van ‘consensus’ 

primers 

3. somatische hypermutatie

Doel van clonaliteitsanalyse = 

aantonen van aanwezigheid van een 

clonale B- of T-celpopulatie



Finale moleculaire interpretatie: waarom verschillende loci?



Finale moleculaire interpretatie: waarom verschillende loci?



Finale moleculaire interpretatie: waarom verschillende loci?



Finale moleculaire interpretatie: Moleculaire morfologie

Tonsil = veel B-cellen Beenmerg = minder B-cellen

Totaal aantal B- of T-cellen beïnvloedt het patroon!



Finale moleculaire interpretatie (alle tuben samen)



Finale moleculaire interpretatie (alle tuben samen)



Finale moleculaire interpretatie: 

Polyklonaal plus kleine kloon zonder duidelijke betekenis

OF

Klonaliteit detecteerbaar (terughoudendheid vereist, met advies voor follow-up 

analyse / nieuw monster)

Slechts 2/6 targets kleine kloon (IGH FR1/FR3)



Polyklonaal plus kleine kloon(s) zonder duidelijke betekenis

OF

Klonaliteit detecteerbaar (terughoudendheid vereist, met advies voor follow-up 

analyse / nieuw monster

Bij TCR patronen vaker ‘kleine kloon(s)’ en patroon LAB-afhankelijk



Kleine kloon(s) niet altijd reproduceerbaar

Duplo analyses helpen!



Finale moleculaire interpretatie: klonaal + polyklonaal

IGH Locus > 1 x VDJ (+ somatische hypermutatie)

IGH Locus > in alle targets nog polyklonaal

IGK Locus > 1 x Vk1,6,7-JK en 1 x Vk3-KDE of Intr-KDE

IGK Locus > in alle targets nog polyklonaal (soms heel 

zwak, tube IGK-B)

Klonaal + polyklonaal



Finale moleculaire interpretatie: geïsoleerd klonaal product

IGH Locus > 1 x DJ

IGH Locus > andere tubes polyklonaal

IGK Locus > polyklonaal

Geïsoleerd klonaal productKlonale T-cellen

Kan indicatie zijn van 

CROSS-LINEAGE 

herschikking

Vaak partieel herschikte genen 

> DJ bij IGH en TRB



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

IGH Locus > 1 x VDJ (+ som. Hypermutatie) en 1x DJ

IGH Locus > biallelisch = 2 herschikte chromosomen

IGK Locus > 3 klonale pieken > 2 klonen? > NEE! 

Klonale T-cellen

1

1

2
Niet-spec.

1

3 2



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

IGK Locus > 3 klonale pieken > 2 klonen? > NEE!

IGK Locus > biallelisch = 2 herschikte chromosomen

Klonale T-cellen

1

1

2
Niet-spec.

1

3 2

IGK Locus > 4 klonale pieken kan = 1 kloon



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

Klonale T-cellen

1

1

2
Niet-spec.

1

3 2

Biklonaal als je ski-slope (overload) of ‘next JK’ 
pieken meetelt > geen correcte interpretatie!

2 x VDJ + 1DJ

337bp
Ski-slope 312bp

2 x VJ + intr/Vk3-KDE + Vk-KDE

146bp
135bp

next JK



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

1 2

1

3

2

4
5

IGH Locus > 2 x VDJ

IGH Locus > biallelisch

IGK Locus > 5 pieken > biclonaal

Allel 1 = 2 + 4

Allel 2 = 1

Allel 3 = 3

Allel 4 = 5

Biklonaal (ook op flow!)

Suggestief voor 2 klonale populaties

Indicatief voor ‘dubbele pathologie’ of 

2 klonen binnen dezelfde pathologie

Voorbeeld: MBL + DLBCL



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

JB1 groen JB2 blauw

TRB Locus > 4 klonale pieken kan = 1 kloon



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

JB1 groen JB2 blauw

TRB locus: clonal, biallelic

Allele 1 = TRBV4-TRBJ1.1 (HEX, ~251bp), next JB1.2 (HEX ~388bp)
Allele 2 = TRBD1-TRBJ2.7 (FAM, ~313bp)

Germline afstand tussen JB1.1 en JB1.2 = 137bp (388-251 = 137bp)



Finale moleculaire interpretatie: biallelisch versus biklonaal

JB1 groen JB2 blauw

TRB locus: clonal, biallelic

Allele 1 = VB-JB1 (HEX, ~257bp) + DB2-JB2 (FAM ~186bp)
Allele 2 = DB1-JB1 (HEX, ~302bp)

~257bp VB-JB1

~186bp DB2-JB2

DB1-JB1~302bp



Finale moleculaire interpretatie: NIET overinterpreteren!

No spec/PC, irr/Clonal/MP

No spec/PC, irr/Clonal/MP

Very few ‘normal’ T-cells left as compared to normal PC pattern



Finale moleculaire interpretatie: Oligoklonaliteit

IGH Locus > 3 x VDJ en 2x DJ

IGH Locus > minstens 3 klonen, tot 5

IGK Locus > 8-tal pieken > meer 

dan 2 klonen

Oligoklonaal

Immuunactivatie



Voorwaarden voor goede interpretatie van klonaliteitsanalyses

‒ Goede kennis van de genetische opbouw van de IG en TR genherschikkingen

‒ Goede kennis van de setup van de verschillende PCR-reacties en de mogelijke 
technische pitfalls:
▪ effect van staalkwaliteit

▪ effect van analyse settings

▪ aspecifieke pieken

▪ effect van somatische hypermutatie bij IGH

▪ verschillende pieken van zelfde herschikking

▪ Cross-annealing van primers

‒ Goede kennis van het normale B- of T-cel repertoir in verschillende weefsels



THANK YOU!
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