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DESCRIPCION
Cebadores de amplificacion de acidos nucleicos para estudios de clonalidad basados en PCR del gen TCR-beta

La presente invencion se refiere a estudios de clonalidad basados en PCR para, entre otros, el diagndstico precoz
de trastornos linfoproliferativos. En la mayoria de los pacientes en los que se sospecha de trastornos
linfoproliferativos, la histomorfologia o la citomorfologia complementadas con inmunohistologia o
inmunofenotipificacion por citometria de flujo pueden discriminar entre linfoproliferaciones malignas y reactivas. Sin
embargo, en 5 a 10% de los casos, realizar el diagnostico es mas complicado. El diagndstico de las tumores
malignos linfoides puede ser apoyado por la evaluacion de la clonalidad basada en el hecho de que, en principio,
todas las células de un tumor maligno tienen un origen clonal comun.

La mayor parte de los tumores malignos linfoides pertenece al linaje de células B (90 a 95%) y solo una minoria
pertenece al linaje de células T (5-7%) o el linaje de células NK (<2%). Las leucemias linfoblasticas agudas (LLA)
tienen su origen en las células T en 15 a 20% de los casos, pero en el grupo de las leucemias linfoides maduras y de
los linfomas no Hodgkin (LNH), los tumores malignos de células T son relativamente poco frecuentes, excepto en
subgrupos especificos tales como los linfomas cutaneos (Tabla 1). Por consiguiente, la gran mayoria de los tumores
malignos linfoides (> 98%) contienen genes de inmunoglobulinas (Ig) y/o receptores de células T (TCR)
idénticamente reorganizados (clonalmente) y en 25 a 30% de los casos también se encuentran aberraciones
cromosomicas bien definidas, todos los cuales pueden servir como marcadores para la clonalidad

Los loci de genes de Ig y TCR contienen muchos segmentos de genes variables (V), de diversidad (D), y de union
(J) diferentes, que se someten a procesos de reordenamiento durante la diferenciacion linfoide temprana. 34 Los
reordenamientos VDJ estan mediados por un complejo de la enzima recombinasa en el que las proteinas RAG1 y
RAG2 juegan un papel clave al reconocer y cortar el ADN en las secuencias sefial de recombinacion (RSS), que se
encuentran aguas abajo de los segmentos del gen V, a ambos lados de los segmentos del gen D, y aguas arriba de
los segmentos del gen J (Figura 1). Las RSS inapropiadas reducen o incluso evitan por completo el reordenamiento.

El proceso de reordenamiento comienza generalmente con un reordenamiento D a J seguido de un reordenamiento
V a D-J en el caso de los genes de la cadena pesada de Ig (/GH), TCR beta (TCRB), y TCR delta (TCRD) (Figura 1)
o afectas a reordenamientos V a J directos en caso de los genes de Ig kappa (/GK), Ig lambda (/GL), TCR alfa
(TCRA), y TCR gamma (TCRG). Las secuencias entre los segmentos de genes de reordenamiento son
generalmente suprimidas en forma de un producto de escision circular, también denominado circulo de escision de
TCR (TREC) o circulo escision receptor de células B (BREC) (Figura 1).

Los reordenamientos de los genes de Ig y TCR durante la diferenciacion linfoide temprana siguen generalmente un
orden jerarquico. Durante la diferenciacion de las células B: primero se reordenan los genes de /GH, a continuacion,
los de IGK, dando como resultado potencialmente la expresion de IgH/K o seguido de la delecién de IGK y el
reordenamiento de /GL, potencialmente seguido de la expresion de IgH/A Esto implica que practicamente todas las
células B Ig\” tienen deleciones del gen /GK monoalélicas o bialélicas. Durante la diferenciacién de las células T:
primero se reordenan los genes TCRD, a continuacién, TCRG, dando como resultado potencialmente la expresion
TCRYy®d o seguido de un nuevo reordenamiento de TCRB'y la delecion de TCRD con el subsiguiente reordenamiento
de TCRA, seguido potencialmente por la expresion de TCRaf. Los patrones de reordenamiento de los genes de Ig y
TCR en los tumores malignos linfoides generalmente se ajustan al orden jerarquico descrlto anteriormente, aunque
también se encuentran patrones de reordenamiento inusuales, concretamente en la LLAS

Las muchas combinaciones diferentes de los segmentos de los genes V, D, y J representan el denominado
repertorio comblnatorlo (Tabla 2), que se estima en ~ 2x10° para las moléculas de Ig, ~ 3x10° para las moléculas
TCRaBy ~ 5x10° para las moléculas de TCRyd. En los sitios de union de los segmentos de los genes V, D, y J, se
produce la delecion e insercion al azar de nucleétidos durante el proceso de reordenamiento, lo que da como
resultado regiones de union mu¥ diversas, que contribuyen significativamente al repertorio total de moléculas de Ig y
TCR, que se estima que es >10"?

Los linfocitos B maduros amplian adicionalmente su repertorio de Ig tras el reconocimiento del antigeno en los
centros de los foliculos por medio de hipermutacién somatica, un proceso que conduce a la maduracién por afinidad
de las moléculas de Ig. El proceso de hipermutacién somatica se centra en el exén V-(D-)J de los genes de IGH y de
la cadena ligera de Ig y afecta a mutaciones de un unico nucleétido y, a veces también a inserciones o deleciones de
nucleétidos. También se encuentran genes de Ig mutados somaticamente en los tumores malignos de células B
maduras de origen folicular o post-follcular

Los genes de Ig y TCR reordenados funcionalmente dan como resultado la expresiéon en la membrana superficial de
moléculas Ig, TCRaB, o TCRyd. Basandose en el concepto de que solo un Unico tipo de molécula Ig o TCR es
expresado por un linfocito o un clon de linfocito, los genes reordenados clonalmente de los tumores malignos
linfoides maduros podrian ser detectables a nivel de proteinas. La deteccion de la expresion de la cadena ligera de
Ig (Igk o IgA) sola se ha utilizado durante mucho tiempo para discriminar entre linfocitos B reactivos (pollclonales)
(razén Igk/Igh normal: 0,7-2,8) frente a linfocitos B aberrantes (clonales) con razones de Igh/Igh >4,0 0 <0,5."° En la
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inmensa mayoria (>90%) de los tumores malignos de células B maduras, la expresion de la cadena ligera de Ig sola
puede apoyar el origen clonal del tumor maligno.

Asimismo, el desarrollo de muchos anticuerpos diferentes contra dominios variables de las diversas cadenas de TCR
permite la deteccion de los dominios VB, Vy y V& monotipicos, cuando se compara con valores de referencia
apropiados.”'18 En la interpretacion de los resultados VB monotipico utilizando de 20 a 25 anticuerpos contra
diferentes familias de VB (Tabla 2), hay que darse cuenta de que las expansiones de las células T TCRaB" clonales
clinicamente benignas (frecuentemente CD8") se encuentran de manera regular en sangre periférica (SP) de
individuos de mas edad.”™" Estas expansiones de las células T clonales en SP tienen sin embargo un tamafo
relativamente pequefio: <40% de linfocitos T de SP y <0,5x10%ml de SP." Todavia no esta claro hasta qué punto
tales clones de células T clinicamente benignos pueden ser encontrados también en tejidos linfoides.

Los resultados de la expresion del dominio Vy y V& monotipico deben ser interpretados con cautela, ya que en
individuos sanos se ha seleccionado una gran fraccién de linfocitos T TCRyd" policlonal normales para el uso de
Vy9-Jy1.2 y V52-51."%8"° por consiguiente, las elevadas frecuencias de linfocitos T Vy9'/Vd32" en SP deben
considerarse como un descubrimiento normal, a menos que los recuentos absolutos sean de 1 a 2x10%ml de SP. Se
debe observar que la mayor parte de los tumores malignos de células T TCRyd" expresan V31 u otro segmento del
gen no V32 combinado con un tnico dominio Vy (generalmente no Vy9).">%

La deteccion de la expresion restringida Igk o IgA o expresion de VB, Vy o V& monotipica es relativamente facil en
los estudios de citometria de flujo de muestras de SP y médula 6sea (MO) de pacientes con leucemias de células B
o de células T maduras. Sin embargo, esto parece ser mas dificil en muestras de tejido en las que se sospecha de
trastornos linfoproliferativos que se entremezclan con linfocitos normales (reactivos).

En contraste con las técnicas basadas en anticuerpos, las técnicas moleculares son ampliamente aplicables para la
deteccion de los genes de Ig/TCR reordenados clonalmente, asi como aberraciones cromosomicas bien definidas.
Esto tenia que ver previamente con el analisis mediante transferencia Southern, pero hoy en dia se utilizan
concretamente técnicas de PCR.

Las dificultades para realizar un diagndstico definitivo de un tumor maligno linfoide se producen en una proporcion
de casos (5 al 10%) a pesar de la amplia inmunofenotipificacion. Por lo tanto, se necesita un diagnédsticos adicional
(clonalidad molecular) para generar o para confirmar el diagnéstico final, tal como en el caso de:

-cualquier sospecha de proliferacién de células B cuando la morfologia y la inmunofenotipificacion no son
concluyentes;

-todas las sospechas de proliferaciones de células T (PRECAUCION: B-LNH rico en células T);
-linfoproliferaciones en pacientes inmunodeficientes o pacientes trasplantados;

-evaluacion de la relacion clonal entre dos tumores malignos linfoides en un paciente o discriminacion entre
una recaida y un segundo tumor maligno;

-clasificacion adicional de un tumor maligno, p. ej. por medio de de patrones de reordenamiento de genes de
Ig/TCR o aberraciones cromosomicas concretas;

-ocasionalmente: estadificacion de los linfomas.

Durante mucho tiempo, el analisis de transferencia Southern ha sido la técnica convencional de referencia para los
estudios moleculares de clonalidad. La transferencia de Southern se basa en la deteccion de fragmentos de ADN
que no son de linea germinal ("reordenados"), obtenidos después de la digestidon con enzimas de restriccion. Las
enzimas de restriccion bien seleccionadas (que dan como resultado fragmentos de 2 a 15 kb) y las sondas de ADN
bien ubicadas (concretamente sondas de segmentos J aguas abajo) permiten la deteccion de practicamente todos
los reordenamientos de genes de Ig y TCR, asi como aberraciones cromosémicas que implican a segmentos de
genes J.2"?8 gSe debe observar que el analisis de transferencia Southern se centra en la diversidad de los
reordenamientos de los segmentos de los genes de Ig/TCR y por lo tanto se aprovecha del repertorio combinatorio.

Se pueden obtener resultados 6ptimos de la transferencia Southern para la evaluaciéon de la clonalidad con los
genes IGH, IGK, y TCRB, debido a que estos genes tienen un extenso repertorio combinatorio, asi como una
estructura génica relativamente sencilla que se pueden evaluar con solo una o dos sondas de ADN.?#?*%8 | og genes
IGL y TCRA son mas complejos y requieren mdiltiples conjuntos de sondas.?*?*%# Por ultimo, los genes TCRG vy
TCRD tienen un repertorio combinatorio limitado, que es menos O&ptimo gara la discriminacion entre la
monoclonalidad y la policlonalidad a través del andlisis de transferencia Southern.?*?'

A pesar de la alta fiabilidad del analisis de transferencia Southern, éste esta siendo remplazado cada vez mas por
técnicas de PCR, debido a varias desventajas inherentes: el analisis de transferencia Southern lleva tiempo, es
técnig?mente exigente, requiere de 10 a 20 pg de ADN de alta calidad, y tiene una sensibilidad limitada de 5 a
10%.
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La deteccion de los genes de Ig/TCR reordenados y de las aberraciones cromosomicas mediante técnicas de PCR
requiere un conocimiento preciso de los segmentos génicos reordenados con el fin de disefiar cebadores apropiados
en lados opuestos de las regiones de unién y regiones de fusion de los puntos de rotura, respectivamente.

En los estudios de clonalidad basados en PCR rutinarios, la distancia entre los cebadores debe ser menor de 1 kb,
preferiblemente menor de 500 pb. Esto es particularmente importante para la discriminacién entre los productos de
PCR de diferentes reordenamientos de genes de Ig/TCR monoclonales frente a policlonales, que se base en la
diversidad de las regiones de unién (diversidad en el tamafio y la composicion). Hasta el momento, se han utilizado
principalmente reordenamientos de los genes IGH y TCRG para los estudios de clonalidad basados en PCR, debido
al numero limitado de cebadores necesarios para detectar los reordenamientos VH-JH y Vy-Jy.

Las principales ventajas de las técnicas de PCR son su velocidad, las bajas cantidades de ADN requeridas, la
posibilidad de utilizar ADN de menor calidad, y la relativamente buena sensibilidad de 1 a 5%, para algunos tipos de
reordenamientos incluso <1%. En consecuencia, las técnicas de PCR permiten el uso de pequeias biopsias (p. €j.,
biopsias por aspiracion con aguja fina), o el uso de muestras incluidas en parafina fijadas con formaldehido, que
generalmente producen ADN de menor calidad. Por lo tanto también se podria utilizar material de archivo, si fuera
necesario.

Los estudios de clonalidad molecular pueden resultar muy informativos, pero numerosas limitaciones y dificultades
podrian impedir la interpretacion de los resultados obtenidos con los métodos de detecciéon convencionales:

1. Sensibilidad limitada, relacionada con un fondo policlonal normal

El limite de deteccion varia entre 1% y 10% (o incluso 15%), dependiendo de la técnica aplicada (analisis de
transferencia Southern o técnicas de PCR) y depende del tamafio relativo del "fondo" de los linfocitos B y T normales
(policlonales). Una sensibilidad limitada podria impedir la deteccién de las poblaciones de células clonales pequefas
con menos de 5 a 10% de células linfoides clonales.

2. Clonalidad no es equivalente a tumor maligno

La deteccion de clonalidad no siempre implica la presencia de un tumor maligno. Algunas proliferaciones
clinicamente benignas tienen un origen clonal, tal como muchos casos de linfocitosis T CD8" (o, a veces CD4"),
gammapatias monoclonales benignas, fases iniciales de linfoproliferaciones EBV® (siendo con frecuencia
oligoclonales) en pacientes inmunodeficientes, y proliferaciones de células T cutaneas benignas, tales como
papulosis linfomatoide, etc. Esto implica que los resultados de los estudios de clonalidad molecular siempre deben
ser interpretados en el contexto del diagnostico clinico, morfolégico e inmunofenotipico, es decir, en estrecha
colaboracion con hematologos, citomorfélogos, patélogos, e inmundlogos.

3. Los reordenamientos de los genes Ig y TCR no son marcadores de linaje

En contraste con la suposicion inicial, desde hace mas de una década ahora esta claro que los reordenamientos de
los genes de Ig y TCR no estan necesariamente restringidos a los linajes de células B y de células T,
respectivamente. Los reordenamientos de los genes de TCR de linaje cruzado se producen con relativa frecuencia
en tumores malignos de células B inmaduras, concretamente en LLA de células B precursoras (>90% de los
casos),*® pero también las leucemias mieloides agudas (LMA) y los tumores malignos de células B maduras podrian
contener reordenamientos del gen de TCR.3"33 Aunque con menor frecuencia, también se producen
reordenamientos del gen de Ig de linaje cruzado en los tumores malignos de células T y la LMA, que implican
principalmente al locus de la cadena pesada de Ig (/GH).***

Practicamente todos (>98%) los tumores malignos de células T TCRaB" tienen reordenamientos del gen TCRG
(generalmente bialélicos) y muchos tumores malignos de células T TCRy3" tienen reordenamientos del gen TCRB,
que implican que la deteccién de los reordenamientos de TCRB o TCRG no es indicativa tampoco de células T del
linaje de células T af3 o yd, respectivamente.

Ademas de estos reordenamientos de linaje cruzado, se ha establecido que varios tumores malignos linfoides tienen
patrones de reordenamiento del gen de Ig/TCR inusuales. Esta informacion esta disponible en detalle para LLA de
células B precursoras y LLA-T, pero todavia no lo esta para la mayor parte de los otros tumores malignos linfoides.®

4. Pseudoclonalidad y oligoclonalidad

La deteccion de una poblacion de células linfoides aparentemente clonales o aparentemente oligoclonales
(pseudoclonalidad) es rara en el analisis de transferencia Southern, a menos que se utilicen genes con un repertorio
combinatorio limitado, tales como TCRG o TCRD. Esto podria dar como resultado bandas reordenadas débiles, p.
ej., que representan reordenamientos Vy9-Jy1.2 o V52-J51 derivados de linfocitos T TCRyd' de antigeno
seleccionado. Sin embargo, esta es una deficiencia bien conocida del analisis de transferencia Southern y no dara
como resultado bandas reordenadas de alta densidad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2438 782 T3

La pseudoclonalidad en los estudios de clonalidad basados en PCR es mas dificil de reconocer. La alta sensibilidad
de la PCR puede causar la amplificacion de los pocos reordenamientos de los genes de Ig o TCR derivados de un
numero limitado de células B o células T en la muestra de tejido estudiada. Particularmente las pocas células T
reactivas (policlonales) de una biopsia con aguja pequeiia o de una muestra LNH de células B con alta carga tumoral
podrian dar lugar a productos de PCR (oligo)clonales. Con frecuencia, la cantidad de tales productos de la PCR es
limitada. Esto se observa particularmente cuando se utilizan genes TCRG como diana de la PCR. Los analisis
mediante PCR por duplicado o triplicado seguido de la mezcla de los productos de PCR obtenidos deberian ayudar a
aclarar si los productos de la PCR aparentemente clonales derivan de hecho de diferentes linfocitos.

Por ultimo, los ganglios linfaticos reactivos pueden mostrar una menor diversidad del repertorio de Ig/TCR, causada
por el predominio de varios subclones de antigeno seleccionado (oligoclonalidad). Concretamente los ganglios
linfaticos o las muestras de sangre de pacientes con una infeccién activa por EBV o CMV pueden mostrar un
repertorio de TCR o una oligoclonalidad del gen TCR restringidos. Asimismo los cuadros clinicos de
inmunosupresién se asocian frecuentemente con repertorios restrlngldos de TCR, p. €j., en pacientes con trasplante
o pacientes con leucemia de células pllosas ®La recuperamon de los trasplantes y la remision hematoldgica estan
seguidos de la restauracion del repertorio TCR pollclonal

5. Resultados falsos positivos

En el analisis de transferencia de Southern, los resultados falsos positivos son poco frecuentes y generalmente se
pueden prevenlr mediante la comprobacion de la digestion incompleta y mediante la exclusion de sitios de restriccion
pO|ImOI"fICOS

Los resultados de PCR falsos positivos comprenden un grave problema, si no se realiza ningun analisis adecuado de
los productos de PCR obtenidos para discriminar entre los productos de la PCR monoclonales o policlonales.
Semejante discriminacion se puede Iograr por medio de un analisis de polimorfismo de la conformacién de la hebra
sencilla (SSCP en sus siglas en inglés),® electroforesis en gel de gradlente desnaturalizante (DGGE en sus siglas
en inglés),* anaI|S|s de heteroduplex (HD en sus siglas en inglés),*”*" o Barrido Génico "GeneScanning (GS en sus
siglas en |ngles) 243 Estas técnicas aprovechan la diversidad de la regién de union para la discriminacion entre las
células monoclonales con regiones de unién idénticas y células policlonales con muy diversas regiones de union.

6. Resultados falsos negativos

Los resultados falsos negativos son poco frecuentes en el analisis de transferencia Southern si se utilizan sondas del
segmento del gen J apropiadas. Sin embargo, pueden perderse algunos reordenamientos poco frecuentes (por lo
general reordenamientos no funcionales), tales como los reordenamientos V-D o las deleciones de las regiones J. El
analisis mediante PCR de los genes de Ig y TCR podria verse obstaculizado por los resultados falsos negativos
debido a una renaturalizacién incorrecta de los cebadores de PCR aplicados a los segmentos génicos reordenados.
Esta renaturalizacion incorrecta de cebadores puede estar causada por dos fendémenos diferentes. En primer lugar,
la deteccion precisa de todos los segmentos de los genes V, D y J diferentes, requeririan muchos cebadores
diferentes (Tabla 1), lo que no es factible en la practica. Por consiguiente, se disefian cebadores de familia, que
reconocen especificamente la mayoria o todos los miembros de una familia V, D, o J particular. Como alternativa, se
utilizan cebadores consenso, que se supone que reconocer practicamente todos los segmentos de los genes V y J
del locus en estudio. Los cebadores de la familia y concretamente los cebadores consenso son generalmente
optimos para una parte de los segmentos génicos relevantes, pero muestran una homologia inferior (70 a 80%) con
los otros segmentos génicos. Esto puede conducir eventualmente a resultados falsos negativos, concretamente en
genes de Ig/TCR con muchos segmentos génicos diferentes. En los genes TCRG y TCRD este problema es minimo,
debido al numero limitado de segmentos génicos diferentes.

El segundo fenémeno es la aparicién de hipermutaciones somaticas en los genes de |g reordenados de tumores
malignos de células B foliculares y post-foliculares, concretamente tumores malignos de células B con genes IGH
sometidos a cambio de clase.

Un conocimiento y una experiencia suficientes pueden evitar los primeros cuatro escollos, debido a que afectan
principalmente a problemas de interpretacion. Los dos ultimos escollos tienen que ver con problemas técnicos, que
se pueden resolver seleccionando técnicas fiables para el analisis de los productos de PCR y mediante el disefio de
mejores conjuntos de cebadores.

La optimizacién de los analisis de transferencia Southern de los genes de Ig/TCR durante los Ultimos diez afios ha
dado como resultado la seleccién de combinaciones fiables de enzimas de restriccion (fragmentos de entre 2 y 15
kb, que evitan sitios de restriccion polimoérficos) y sondas (principalmente aguas abajo de los segmentos del gen J).
Aunque el analisis de transferencia de Southern es una técnica "de referencia", muchos laboratorios han sustituido
gradualmente el analisis de transferencia Southern por la tecnologia de PCR, debido a que la PCR es rapida,
requiere cantidades minimas de ADN de calidad media, y tiene una buena sensibilidad global.

A pesar de las ventajas obvias, la sustitucion del analisis mediante transferencia Southern por técnicas de PCR para
unos estudios de Ig/TCR fiables se ve obstaculizada por dos problemas técnicos principales:
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-resultados negativos falsos debido a una renaturalizacion incorrecta de cebadores;

-dificultades en la discriminacion entre los reordenamientos de los genes de Ig/TCR monoclonales y
policlonales.

El documento WO 90/04648 se refiere a una PCR multiplex con cebadores degenerados especificos para la region V
y cebadores degenerados especificos para la region J. Ademas, el documento describe que las condiciones de PCR
son las mismas que en los ensayos llevados a cabo para las otras regiones de clonalidad, p. €j., IgH, TCR alfa y
TCR gamma. Por lo tanto, el documento describe un analisis de clonalidad de multiples tubos multiplex. Varios
laboratorios de diagnostico individual trataron de resolver los problemas de los estudios de clonalidad basados en
PCR, pero se hasta ahora no se habian obtenido protocolos de PCR normalizados de forma fiable. En contraste, se
estan utilizando muchos conjuntos de cebadores diferentes, todos los cuales difieren en su sensibilidad y
aplicabilidad.

La presente invencion proporciona ahora conjuntos de cebadores de amplificacion de acidos nucleicos, como se
definen en las reivindicaciones, y protocolos de PCR normalizados para la deteccion esencialmente de todos los loci
de Ig y TCR relevantes y dos aberraciones cromosémicas que se producen con frecuencia. Los conjuntos de
cebadores que comprenden un cebador directo y uno inverso son capaces de amplificar reordenamientos clonales
de los genes de la cadena pesada de Ig (/IGH), genes de la cadena kappa de Ig (/GK), genes de la cadena lamba de
Ig (IGL), genes de TCR beta (TCRB), genes de TCR gamma (TCRG), y genes TCR delta (TCRD) o de amplificar la
translocacién cromosémica t (11; 14) (BCL1-IGH) y t (14; 18) (BCL2-IGH). Los cebadores permiten que los
reordenamientos tanto completos como incompletos sean detectables y que se puedan reconocer segmentos de
genes de familias diferentes V, (D), y J.

Dos técnicas que se pueden utilizar en un método de la invencion para la discriminacién entre reordenamientos de
genes de Ig/TCR monoclonales y policlonales son el analisis de heteroduplex y GeneScanning. El analisis de
heteroduplex utiliza productos de PCR de doble hebra y se aprovecha de la longitud y la composicion de las
regiones de unién, mientras que en GeneScanning los productos de PCR de cadena sencilla se separan en un gel o
polimero de alta resolucién solamente de acuerdo con su longitud (Figura 2).

Se proporcionan 107 cebadores especificos, diferentes para todos los loci de Ig/TCR relevantes, asi como para t (11;
14) (BCL1-IGH) y t (14; 18) (BCL2-IGH), o variantes de los mismos, (véanse las Figuras 3 y 11). El término "variante"
se refiere a un cebador que difiere en 1 a 5 nucleédtidos, preferiblemente de 1 a 3 nucledtidos, en tamafio y/o
posicion del nucleétidos de una secuencia cebadora mostrada, a condiciéon de que la secuencia de nucledtidos de
dicho cebador variante contenga a lo sumo 2 emparejamientos erréneos, a lo sumo 1 emparejamiento erroneo, lo
mas preferiblemente sin emparejamientos erroneos con el locus diana. Ademas, un cebador variante comprende un
cebador marcado (diferencialmente), es decir, un cebador que tiene una marca que se puede identificar o distinguir
de otras marcas por cualquier método, incluyendo el uso de un aparato analitico. Los ejemplos de los cebadores
marcados diferencialmente son los cebadores provistos de una marca fluorescente tales como un colorante 6-FAM,
HEX, TET o NED. Los cebadores marcados son particularmente ventajosos para su uso en analisis de fragmentos
de PCR de alta resolucidon automatizados (tecnologia de Barrido Génico) para la deteccion de productos de PCR.
Como se ilustra a continuacion, los cebadores marcados de forma diferencial permiten distinguir entre diferentes
productos de amplificacion de PCR de aproximadamente la misma longitud (tamafio), preferiblemente usando
GeneScanning de varios colores. Por supuesto, un cebador de amplificacion de acido nucleico variante, ya sea un
cebador directo o inverso (marcado con colorante), no deberia ser capaz de formar dimeros con cualquier otro
cebador de amplificacion de acido nucleico directo y/o inverso (variante) que se utilice en una reaccion de
amplificacion, ya que éste puede interferir en la renaturalizacion del cebador con un locus diana y por lo tanto en la
amplificacién del reordenamiento o la translocacién de interés.

En una realizacion, la invencién proporciona un analisis de amplificacion de acido nucleico, preferiblemente un
analisis de PCR, que utiliza al menos un conjunto de cebadores de acuerdo con la invencion. Dicho analisis de PCR
puede ser una PCR sencilla (monoplex) o multiplex. En una realizacion preferida, se utiliza un conjunto de cebadores
de acuerdo con la invencion en un analisis de PCR multiplex normalizado, usando por ejemplo dos o mas cebadores
directos, o tres o cuatro cebadores directos, o variantes de los mismos (p. €j., seleccionados de un grupo de
"cebadores de familia", por ejemplo de los cebadores de la familia de Vy), junto con uno o mas cebadores inversos
consenso. Los cebadores de familia se disefian de tal manera que reconocen la mayor parte o todos los segmentos
génicos de una familia concreta (véase la Tabla 2). En una realizacién especifica, los 107 cebadores se utilizan solo
en 18 tubos de PCR muiltiplex: 5 para IGH (3x Vu-Ju y 2x Du-Jn), 2 para IGK, 1 para IGL, 3 para TCRB (2x VB-JB y
1x DB-JB), 2 para TCRG, 1 para TCRD, 3 para BCL2-IGH, y 1 para BCL1-IGH (Figuras 3 y 11). Dicho analisis
permite evaluar los reordenamientos clonales y/o las aberraciones cromosémicas. Ademas, permite la deteccion de
un trastorno linfoproliferativo. El ensayo de PCR multiplex de los cebadores sobre aproximadamente 90
linfoproliferaciones definidas mediante transferencia de Southern demostraron que en mas de 95% de las muestras
los resultados de la transferencia Southern y de la PCR fueron concordantes.

En otra realizaciéon, se proporciona un método para detectar un reordenamiento; como se define en las
reivindicaciones 8-9, preferiblemente dos o mas reordenamientos.
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Se proporciona un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un gen humano
seleccionado del grupo que consiste en el gen AF4 humana (exén 3), el gen AF4 humano (exén 11), el gel PLZF1
humano, el gen RAG7 humano y el gen TBXAS7 humano gen (véase la Fig. 12). Utilizando uno o mas de estos
cinco conjuntos de cebadores que consisten en un cebador directo (o una variante del mismo) y un cebador inverso
(o una variante del mismo) en un analisis amplificacion de acido nucleico de la invencion, es posible detectar uno o
mas "Genes de Control" seleccionado del grupo que consiste en el gen AF4 humano (exén 3), el gen AF4 humano
(ex6n 11), el gen PLZF1 humano, el gen RAG7 humano y el gen TBXAS7 humano. Tal método de deteccion se
utiliza ventajosamente para evaluar la calidad (p. €j., la integridad y la amplificabilidad) de una muestra de acido
nucleico (ADN) extraida o aislada de una muestra biolégica, por ejemplo ADN extraido de una muestra embebida en
parafina (véase el Ejemplo 10).

Se ha sometido a ensayo la capacidad de los diferentes conjuntos de cebadores para amplificar los reordenamientos
clonales y/o las aberraciones cromosémicas (translocaciones) en muchos tipos diferentes de linfomas malignos,
entre ellos linfoma folicular, linfoma de células B grandes difuso, y mieloma mudltiple. Se encontré que un conjunto de
cebadores es muy util para la evaluacion de los reordenamientos clonales y/o las translocaciones cromosomicas.
Parecia que la tasa de deteccion de los reordenamientos clonales utilizando los tubos de cebadores multiplex era
increiblemente alta, es decir, al menos 95%.

El ensayo paralelo de tejidos embebidos en parafina disponibles de las muestras anteriores revel6 resultados en
gran medida idénticos, si la calidad del ADN de estos tejidos es suficientemente alta, lo que significa que se pueden
amplificar fragmentos de al menos 300 pb en una PCR de genes de control disefiada especialmente.

La aplicabilidad de los analisis de PCR multiplex desarrollados se evalué en una serie de 50 a 100 casos por cada
tipo de tumor maligno linfoide. Siguiendo una revision de un panel de patologia nacional, y una revisién del panel de
patologia central en caso de dificultades, todos los casos incluidos fueron definidos de acuerdo con la clasificacion
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Las categorias de diagnostico estudiadas incluyeron tumores
malignos tales como el linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma de células
B grandes difuso, linfoma angioinmunoblastico de células T, linfoma de células T periféricas, y linfoma anaplasico de
células grandes, asi como lesiones reactivas. Los resultados muestran un nivel muy alto de deteccion de clonalidad,
incluso en entidades, que son conocidas por tener hipermutaciones somaticas, tales como el linfoma folicular y el
linfoma de células B grandes difuso. En particular, el uso de los tres tubos con Vy-Ju de IGH, complementado con
los dos tubos de Du-Ju de IGH y los dos tubos de IGK parecia ser altamente eficaz en la detecciéon de los
reordenamientos del gen de Ig clonal. Esta alta eficacia se obtiene por medio de la complementariedad de los tubos
de Ig, asi como por el hecho de que los reordenamientos Duy-Ju € IGK-Kde no estan (o rara vez estan)
somaticamente mutado. Tal complementariedad se encontré para los cebadores TCRB y TCRG en el caso de los
tumores malignos de células T.

Ademas, se observaron patrones de reordenamiento interesantes e inesperados, tales como patrones de
reordenamientos linaje cruzado inusuales. Sorprendentemente, en aproximadamente 10% de las lesiones reactivas
se detectaron reordenamientos clonales. Estas linfoproliferaciones reactivas incluyeron linfoproliferaciones
relacionadas con EBV e hiperplasias atipicas, como la enfermedad de Castleman, asi como lesiones que se
sospechaba que eran un clon de célulasBo T.

Se proporciona un método para la deteccion de enfermedad residual minima (ERM). El término enfermedad residual
minima (ERM) describe la situacion en la que, después de la quimioterapia para la leucemia aguda (LA), una médula
6sea morfolégicamente normal puede todavia albergar una cantidad relevante de células malignas residuales. La
deteccion de enfermedad residual minima (ERM) es una nueva herramienta practica para una mediciéon mas exacta
de la induccion de la remision durante la terapia debido a que los blastos leucémicos se pueden detectar hasta 10™-
10®. El analisis de ERM basado en PCR conocido utiliza reordenamientos de los receptores antigénicos clonales
detectables en ~90-95% de las muestras de los pacientes investigados. Sin embargo, la amplificacién de los
productos policlonales a menudo conduce a amplicones de PCR falsos positivos no adecuados para el analisis de
ERM. La descripcidon proporciona ahora un método para la deteccion de genes de Ig y TCR idénticamente
(clonalmente) reordenados o la deteccion de aberraciones cromosémicas bien definidas y frecuentes, tales como t
(11; 14), y t (14; 18). De este modo, los reordenamientos y las translocaciones detectados utilizando un conjunto de
cebadores de la invencién no solo sirven como marcadores para la clonalidad en el diagnéstico, sino también como
dianas de PCR para la deteccién de ERM durante el seguimiento.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un kit (de diagnostico) para la deteccion de un reordenamiento de
TCRB VB-JB que comprende al menos un conjunto de cebadores como se define en la reivindicacion 14. Un kit de la
invencion es muy adecuado para el diagnostico de clonalidad basado en PCR. Opcionalmente, tal kit comprende
también al menos un conjunto de cebadores capaces de amplificar un "gen de control" humano como se ha
mencionado anteriormente. La inclusion de uno, preferiblemente al menos dos, mas preferiblemente al menos tres
de estos conjuntos de cebadores de genes de control en un Tubo de Control puede ser util en la estimacion de la
calidad de la muestra de ADN que se va a diagnosticar, por ejemplo ADN extraido de tejido embebido en parafina.

Se describe un método para la discriminacion rapida de diferentes tipos de reordenamientos del gen de Ig/TCR en el
mismo tubo de PCR multiplex. GeneScanning permite la aplicacion de multiples cebadores diferentes conjugados
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con fluorocromos en un solo tubo. Tal marcaje diferencial de los cebadores se puede utilizar para una discriminacion
extra entre diferentes tipos de reordenamientos del gen de Ig o TCR.

El marcaje diferencial de los cebadores V generalmente tiene un valor afiadido limitado, pero el marcaje diferencial
de los cebadores aguas abajo puede apoyar la identificacion rapida y facil del tipo de reordenamiento del gen de
Ig/TCR, que es util para la detecciéon basada en PCR de la enfermedad residual minima.***° No se considera que el
marcaje de cebadores J sea informativos para IGH (VH-JH o DH-JH), IGK (Vk-Jk) o IGL (VA-JA). Para una rapida
identificacion de los reordenamientos de /IGK-Kde, podria ser interesante discriminar entre los reordenamientos de
Vk-Kde y el intrén RSS-Kde mediante marcaje diferencial de los cebadores de Kde y el intron RSS (véase la Figura
5B).

Se puede disefiar el GeneScanning multicolor mas informativo para los reordenamientos del gen de TCR, que facilita
el reconocimiento rapido de los diferentes tipos de reordenamientos de los genes TCRB, TCRG, y TCRD. Por
ejemplo, el marcaje diferencial de los cebadores JB1 y JB2 en tubo A de TCRB (véase la Figura 7B) permite una facil
identificacion de los reordenamientos VB-JB1 frente VB-JB2 policlonales y monoclonales (Figura 13A). El marcaje
diferencial de los cebadores Jy1.3/2.3 y Jy1.1/2.1 (Figura 8B) da como resultado una facil identificacion de los
diferentes tipos de reordenamientos del gen TCRG (Figura 13B). El marcaje diferencial de los cebadores Jo, el
cebador D32 y el cebador D83 en el tubo de TCRD (Figura 9B) da como resultado una facil identificacion de los
reordenamientos del gen TCRD mas relevantes, tales como los reordenamientos D32-J5, V&-J6, D82-Dd3 y Vo2-
D&3 (Figura 13C).

Estos tubos de PCR multiplex multicolor parecen ser manejables y conveniente en la practica diaria de los
diagndsticos de clonalidad basados en PCR.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Diagrama esquematico de las etapas sucesivas de ordenamiento, transcripcion y traduccion del gen
de TCRB. En este ejemplo se produce primero un reordenamiento D2 a JB2.3, seguido de un reordenamiento
VB4 a DB2-JB2.3, lo que da como resultado la formacién de una unién codificante V34-D2-JB2.3. El gen TCRB
reordenado se transcribe a ARNm precursor, se empalma a ARNm maduro, y finalmente se traduce en una
cadena de proteina TCRB. Los dos circulos de escision de TCR extracromosémicos (TREC) que se forman
durante este proceso de recombinacion también estan indicados; estos contienen la union de la sefial DJ y la
union de la sefial VD, respectivamente.

Figura 2. Diagrama esquematico del analisis de heteroduplex y GeneScanning de productos de PCR, obtenido a
partir de genes de Ig y TCR reordenados. A. Los genes de Ig y TCR reordenados (/IGH en el ejemplo) muestran
regiones de unidn heterogéneas con respecto al tamafio y a la composicion de nucleétidos. Los nucleétidos de
la linea germinal de los segmentos génicos V, D, y J se proporcionan en mayusculas grandes y los nucleétidos
insertados aleatoriamente en mayusculas pequefias. La heterogeneidad de la region de unién se emplea en el
analisis de heteroduplex (tamafio y composicion) y en GeneScanning (s6lo tamafio) para discriminar entre los
productos derivados de poblaciones de células linfoides monoclonales y policlonales. B. En el analisis de
heteroduplex, los productos de PCR son desnaturalizados con calor (5 min, 94°C) y con posterioridad se enfrian
rapidamente (1 hora, 4°C) para inducir la formaciéon de duplex (homo- o heterodiplex). En las muestras de
células que consisten en células linfoides clonales, los productos de PCR de los genes IGH reordenados dan
lugar a homoduplex después de la desnaturalizacion y la renaturalizacion, mientras que en las muestras que
contienen poblaciones de células linfoides policlonales los fragmentos de PCR de hebra sencilla formaran
principalmente heteroduplex, que dan como resultado una mancha de fondo de fragmentos que migran
lentamente después de la electroforesis. C. En GeneScanning los productos de la PCR marcados con
fluorocromos de los genes /IGH reordenados se desnaturalizan antes del analisis de fragmentos de alta
resolucion de los fragmentos de hebra sencilla resultantes. Las muestras de células monoclonales daran lugar a
productos de PCR de tamafio idéntico (Unico pico), mientras que en las muestras policlonales se formaran
muchos productos de PCR de IGH diferentes, que muestran una distribucion de tamafio Gaussiana
caracteristica.

Figura 3. Analisis por PCR de reordenamientos de /IGH (Vu-Ju). A. Diagrama esquematico del complejo del gen
IGH sobre la banda del cromosoma 14q32.3 (adaptado de la base de datos ImMunoGeneTics).***” Solamente
estan incluidos los segmentos del gen VH no polimérficos reordenables en color azul (Vy funcional), o en color
gris (pseudogenes reordenables). No estan indicados los pseudogenes de VH recientemente descubiertos
(generalmente truncados). B. Diagrama esquematico del reordenamiento VH-JH de IGH con tres conjuntos de
cebadores VH y un cebador consenso JH, combinados en tres tubos multiplex. Se proporciona la posicion
relativa de los cebadores VH y JH de acuerdo con su nucleétido mas 5' aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la
RSS implicada. El segmento del gen VH utilizado como miembro representativo de la familia VH para el disefio
del cebador se indica entre paréntesis. C, D, y E. Analisis de heterodiplex y GeneScanning de las mismas
poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran las manchas de heteroduplex y las bandas
de homoduplex tipicos (paneles de la izquierda) y las curvas Gaussianas policlonales y picos monoclonales
tipicos (paneles de la derecha). La distribucion aproximada de las curvas Gaussianas policlonales se indica en
nt.
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Figura 4. Analisis por PCR de reordenamientos de /GH (DH-JH). A. Diagrama esquematico del reordenamiento
de IGH (DH-JH) con siete cebadores de la familia de DH y un cebador consenso JH, dividido en dos tubos
(tubos D y E de IGH). El cebador DH7 (7-27) se separ6 de los otros seis cebadores de DH, debido a que el
cebador DH7 y JH consenso proporcionaran un producto de PCR de la linea germinal de 211 nt. La posicion
relativa de los cebadores de DH y JH se proporciona de acuerdo con su nucleétido mas 5' aguas arriba de
nucledtidos (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. El segmento del gen de DH utilizado como miembro
representativo de la familia de DH para el disefio del cebador se indica entre paréntesis. B y C. Analisis de
heteroduplex (paneles de la izquierda) y GeneScanning (paneles de la derecha) de las mismas poblaciones de
células policlonal y monoclonales. Se indica la distribucién aproximada de los picos policlonales y monoclonales.
La banda/pico de fondo potencial en el tubo D esta indicada con un asterisco y se encuentra fuera del rango
esperado de reordenamientos DH-JH. La banda DH7-JH de la linea germinal del tubo E también se indica con
un asterisco.

Figura 5. Analisis por PCR de los reordenamientos del gen /IGK. A. Diagrama esquematico del complejo del gen
IGK sobre la banda del cromosoma 2p11.2 (adaptado de la base de datos InMunoGeneTics).***” Solamente se
indican los segmentos del gen Vk no polimoérficos reordenables en color azul (Vk funcional) o en color gris (Vk
no funcional). La agrupacion de segmentos del gen Vk invertidos (codificados con la letra D) se encuentra ~800
kb aguas arriba de los segmentos del gen Vk no invertidos. Estos segmentos del gen Vk aguas arriba se
presentan como una imagen especular de sus contrapartes no invertidas correspondientes. B. Diagramas
esquematicos del reordenamiento de Vk-Jk y los dos tipos de reordenamientos KDE (Vk-Kde e intron RSS-Kde).
Se proporciona la posicion relativa de los cebadores Vk, Jk, Kde e intron RSS (INTR) de acuerdo con su
nucleétido mas 5' aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. El segmento del gen Vk utilizado
como miembro representativo de las familias de Vk1, Vk2 y Vk3 se indica entre paréntesis. Vk4, Vk5 y VK7 son
familias de Vk de un solo miembro. Los cebadores se dividen en dos tubos: Tubo A con los cebadores Vk 'y Jk y
tubo B con los cebadores Vk, intrén de RSS, y Kde. C y D. Andlisis de heteroduplex y GeneScanning de las
mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran las manchas de heteroduplex y las
bandas de homoduplex tipicos (panel de la izquierda) y las curvas Gaussianas y los picos monoclonales tipicos
(paneles de la derecha). La distribucion aproximada de las curvas Gaussianas policlonales se indica en nt.

Figura 6. Analisis por PCR de los reordenamientos del gen /GL. A. Diagrama esquematico del com‘glejo del gen
IGL sobre la banda del cromosoma 22q11.2 (adaptado de base de datos ImMunoGeneTics).***” Solamente
estan incluidos los segmentos del gen VA no polimoérficos reordenables en color azul (VA funcional) o en color
gris (VA no funcional) B. Diagrama esquematico del reordenamiento VA-JA con dos cebadores de la familia de
VA 'y un cebador consenso JA. Solo se disefiaron dos cebadores VA para VA1 mas VA2 y para VA3, debido a que
estas tres familias de VA abarcan aproximadamente 70% de los segmentos del gen VA reordenables y debido a
que ag)roximadamente 90% de todos los reordenamiento del gen /GL implican segmentos del gen VA1, VA2, o
VA3.* Aunque cinco de los siete segmentos del gen JA se pueden reordenar, solo se disefio un Unico cebador
consenso JA para JAM, JA2 y JA3, debido a que 98% de todos los reordenamientos del gen /GL implican uno de
estos tres segmentos de genes.49 Se proporciona la posicion relativa de los cebadores VA y JA de acuerdo con
su nucledtido mas 5' aguas arriba de nucledtidos (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C. Analisis de
heteroduplex y GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran
las manchas de heteroduplex y las bandas homoduplex tipicos (panel de la izquierda) y las curvas Gaussianas
policlonales y los picos monoclonales (panel de la derecha). La posicién aproximada de las curvas Gaussianas
policlonales se indica en nt.

Figura 7. Analisis por PCR de los reordenamientos del gen de TCRB. A. Diagrama esquematico del locus de
TCRB humano. La denominacion del se%mento del gen se realiza de acuerdo a Arden et al.5°, con la
denominacién de acuerdo con Rowen et al.”' y Lefranc et al.***’ entre paréntesis. La figura esta adaptada de la
base de datos de ImMunoGeneTics internacional.***” Solo se representan los segmentos del gen VB no
polimérficos reordenables se representan en color azul (VB funcional), en medio de color azul/medio de color
gris (funcional potencial, pero sin encontrar expresion de proteina) y en clor gris (VB no funcional). B. Diagrama
esquematico de los reordenamientos VB-JB y DB-JB. Los 23 cebadores V3, 13 cebadores JB y dos cebadores
DB se combinan en tres tubos: Tubo A con 23 cebadores VB y nueve cebadores J@3, tubo B con 23 cebadores
VB y cuatro cebadores J@3, y tubo C con dos cebadores DB y 13 cebadores JB. Los 23 cebadores V(3 y los 13
cebadores JB estan alineados con el fin de obtener productos de PCR de tamafio comparable (véanse los
paneles C y D). Los cebadores V(3 abarcan aproximadamente 90% de todos los segmentos del gen Vp. La
posicion relativa de los cebadores V@3, DB, y JB se proporciona de acuerdo a su nucleétidos mas 5' aguas arriba
(-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C, D, y E. Analisis de heteroduplex y GeneScanning de las mismas
poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran las manchas de heteroduplex y las bandas
de homoduplex tipicos (paneles de la izquierda) y las curvas Gaussianas policlonales y los picos monoclonales
tipicos (paneles de la derecha). La distribucion aproximada de las curvas Gaussianas policlonales se indica en
nt.

Figura 8. Analisis por PCR de los reordenamientos del gen TCRG. A. Diagrama esquematico del locus de TCRG
humano sobre la banda del cromosoma 7p14. Solo se representan los segmentos del gen Vy reordenables en
color azul (Vy funcional) o en color gris (Vy no funcional). Para los segmentos del gen Jy, se utilizan ambas
nomenclaturas.*®*"? B. Diagrama esquematico del reordenamiento Vy-Jy de TCRG con cuatro cebadores Vy y
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dos cebadores Jy, que se dividen en dos tubos. Se indica la posicién relativa de los cebadores Vy y Jy de
acuerdo con su nucleétidos mas 5' aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C y D. Analisis de
heteroduplex y GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran
las manchas de heteroduplex y las bandas homoduplex tipicos (paneles de la izquierda) y las curvas
Gaussianas policlonales y los picos monoclonales tipicos (paneles de la derecha). La distribucion aproximada
de las curvas Gaussianas policlonales se indica en nt.

Figura 9. Analisis por PCR de los reordenamientos del gen TCRD. A. Diagrama esquematico del locus de TCRD
humano sobre la banda del cromosoma 14q11.2. Los seis segmentos del gen Vd "clasicos" se indican en color
azul, dispersados entre los segmentos del gen Va en color negro. Puesto que V34, V35 y V56 también son
reconocidos como segmentos del gen Va, se proporciona entre paréntesis su codigo del gen Va. B. Diagrama
esquematico de los reordenamientos V&-J6, D62-J6, D62-D&3, y V8-Dd3, que muestra la posicion de seis
cebadores V3, cuatro J§, y dos D9, todos combinados en un solo tubo. Se indica la posicion relativa de los
cebadores V3, D, y Jb de acuerdo con su nucleétido mas 5' aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS
implicada. C. Analisis de heteroduplex (panel de la izquierda) y GeneScanning (panel de la derecha) de las
mismas poblaciones de células policlonal y monoclonales. Las poblaciones de células policlonales muestran una
mancha vaga en el analisis de heteroduplex y un patrén de picos complejo y amplio en GeneScanning. Las
bandas y los picos monoclonales son claramente visibles. Se indica la posicion aproximada de los productos de
PCR de los diferentes tipos de reordenamientos en GeneScanning.

Figura 10. Deteccion de los reordenamientos de BCL1-IGH. A. Diagrama esquematico del gen CCND1 y region
de rotura de BCL1 MTC sobre la banda del cromosoma 11913, asi como el segmento del gen JH sobre la banda
del cromosoma 14g32. Para el disefio del cebador en la regiéon BCL1-MTC se compuso una secuencia de union
BCL1-MTC/JH4 artificial (como se informa parcialmente para JVM253): los primeros 50 nucleétidos referidos por
Williams®* se conectaron a los nucledtidos 1-439 de la secuencia MTC presente en NCBI (nimero de acceso
S77049%); se afiadio la region N "GCCC" de JVM2°® seguido de los nucledtidos 1921-3182 que representan la
region genoémica JH4-JH6 (numero de acceso J00256). B. Electroforesis en gel de agarosa de una serie de
productos de PCR de BCL1-IGH de diferentes pacientes con LCM vy la linea celular de control positivo JVM2.
Los productos de la PCR difieren en tamario, lo que indica diferentes posiciones de los puntos de rotura de
BCL1-MTC. Las bandas mas grandes de densidad menor representan los productos de PCR que se extienden
al siguiente segmento del gen de JH de la linea germinal aguas abajo.

Figura 11. Deteccion por PCR de los reordenamientos de BCL2-IGH. A. Diagrama esquematico del gen BCL2
sobre la banda del cromosoma 18qg21. La mayor parte de los puntos de rotura de BCL2 se agrupa en tres
regiones: MBR, 3'MBR y mcr. Por consiguiente, se han disefiado cebadores multiplex para cubrir los puntos de
rotura potenciales en estas tres regiones: dos cebadores MBR, cuatro cebadores 3'MBR, y tres cebadores mcr.
La posicion relativa de los cebadores de BCL2 se indica de acuerdo con su nucleétido mas 5' aguas arriba (-) o
aguas abajo (+) con respecto al extremo 3' del exén 3 de BCL2 (de acuerdo con el nimero de acceso de NCBI
AF32519451), a excepcion de los dos cebadores BCL2-mcr; su posicion se indica aguas abajo del primer
nucledtido de la secuencia AF275873. B, C, y D. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de
diferentes pacientes con LCF y diversas lineas de células de control positivo (DoHH2, K231, OZ, y SC1). Los
paneles B y D contienen las mismas muestras y muestran complementariedad en la positividad, lo que ilustra
que el tubo C (tubo mcr) tiene un valor afiadido. Los productos de PCR difieren en tamafo, con respecto a
diferentes posiciones de los puntos de rotura de BCL2. Las bandas mas grandes de densidad mas baja en las
mismas calles representan productos de PCR que se extienden hasta el siguiente segmento del gen JH de la
linea germinal aguas abajo o al siguiente cebador BCL2 aguas arriba.

Figura 12. PCR del gen de control para la evaluacion de amplificabilidad y la integridad de las muestras de ADN.
A. Diagrama esquematico de cinco exones de genes de control y los cinco conjuntos de cebadores para la
obtencién de productos de PCR de 600 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb y 100 pb. Se proporciona la posicion relativa
de los cebadores de los genes de control de acuerdo con su nucleétido mas 5' aguas abajo del sitio de empalme
5' del ex6n del gen de control implicado. B. Productos de la PCR del gen de control de seis muestras de ADN,
separadas en un gel de poliacrilamida al 6%. Dos muestras de control contenian ADN de alto peso molecular
(calles exteriores) y se obtuvieron cuatro muestras de ADN a partir de muestras de tejido incluidas en parafina,
que mostraban una amplificabilidad reducida (p. ej., GBS-4 50 ng frente a GBS-4 500 ng) o una integridad
reducida del ADN (PT-4).

Figura 13. GeneScanning multicolor para apoyar la identificacion rapida y facil de los reordenamientos del gen
de TCR. A. Analisis bicolor del tubo A de TCRB con un marcaje diferencial de los cebadores JB1 (marcado con
TET; verde) y cebadores JB2 (marcados con FAM; azul). El panel superior muestra muy bien los dos patrones
de reordenamiento JB1 y JB2 policlonales (véase la Figura 7C), mientras que los otros dos paneles muestran los
reordenamientos de JB2 clonales. B. Analisis bicolor del tubo A de TCRG con marcaje diferencial del cebador
Jy1.3/2.3 (marcado con FAM; azul) y el Jy1.1/2.1 (marcado con TET; verde). El panel superior muestra muy bien
los patrones de reordenamiento policlonales (véase la Figura 8C), mientras que los otros dos paneles muestran
los reordenamientos de Jy1.3/2.3 clonal y Jy1.1/2.1 clonal, respectivamente. C. Analisis tricolor de loa
reordenamientos del gen TCRD con marcaje diferencial de los cebadores J& (marcado con FAM; azul), cebador
D32 (marcado con HEX; verde) y cebador D33 (marcado con NED; negro). Dentro de los patrones de
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reordenamiento complejos del tubo de TCRD (Figura 9C), el analisis tricolor permite la deteccion directa de
reordenamientos V&-Jd (picos de color azul), reordenamientos D&2-J& (picos de color azul y de color verde, que
no migraban de manera totalmente simultanea debido a diferencias en la velocidad de migraciéon de los dos
fluocromosomas), reordenamiento V52 -Dd3 (picos de color negro) y reordenamiento D52-D&3 (picos de color
verde y color negro que migran a la vez).

Materiales y métodos
Seleccion de dianas de la PCR: objetivo de complementariedad

Se decidié apuntar a la disponibilidad de al menos una diana de clonalidad detectable por medio de PCR en cada
tumor maligno linfoide. En los tumores malignos de células B maduras este objetivo podria verse obstaculizado por
la aparicién de hipermutaciones somaticas en los genes de Ig, que se encuentran particularmente en tumores
malignos de células B foliculares y post-foliculares. Por lo tanto, se decidi6 incluir dianas de PCR que tuvieran algun
grado de complementariedad.

Se utilizaron varios fundamentos para la seleccién de la diana:

-genes IGH: se incluyeron no solo reordenamientos Vp-Jy completos sino también reordenamientos Dy-Ju
incompletos como dianas de la PCR, debido a que los reordenamientos Du-Ju probablemente no resultan
afectados por las hipermutaciones somaticas;

-genes IGK e IGL: se incluyeron ambos genes de las cadenas ligeras de Ig como dianas de la PCR, debido a
que esto aumenta la posibilidad de encontrar un reordenamiento del gen Ig detectable mediante PCR en cada
tumor maligno de células B maduras;

-genes IGK: se incluyeron no solo reordenamientos Vk-Jk, sino también reordenamientos del elemento de
supresion kappa (Kde), ya que se producen en uno o ambos alelos en (virtualmente) todos los tumores
malignos de células B IgA" y en un tercio de los tumores malignos de células B Igk” y debido a que los
reordenamientos de Kde probablemente no resultan afectados por la hipermutacién somatica;

-genes TCRB: reordenamientos tanto VB-JB completos como DB-JB incompletos, debido a que se producen
reordenamiento del gen TRCB completos e incompletos en todos los tumores malignos de células T TCRap"
maduras y también en muchos tumores malignos de células T TCRy3';

-genes TCRG: esta diana de clonalidad por PCR clasica es util en todos los tumores malignos de células T de
linaje TCRyd y TCRap.

-genes TCRD: esta es una diana potencialmente Gtil en tumores malignos de células T inmaduras, asi como en
tumores malignos de células T TCRyd';

-genTCRA: este gen no se incluyé como diana de la PCR, debido a su alto grado de complejidad con ~ 50
segmentos génicos V y 61 J. Ademas, todos los tumores malignos de células T con reordenamientos del gen
TCRA contienen reordenamientos del gen TCRB y generalmente también tienen reordenamientos del gen
TCRG;

-segmentos génicos funcionales: la mayor parte de las linfoproliferaciones sospechosas tienen que veer con
linfocitos maduros, que por lo tanto tienen reordenamientos del gen de Ig o TCR funcionales. Por lo tanto el
disefio de cebadores de la PCR procuran la inclusion de (virtualmente) todos los segmentos del gen de Ig/TCR
funcionales.

-aberraciones cromosomicas bien definidas: se incluyeron t (11; 14) con BCL1-IGH y t (14; 18) con BCL2-IGH
como dianas adicionales, debido a que estas dos aberraciones son detectables por PCR a frecuencias
relativamente altas en linfomas es decir, en 30% de linfoma de células del manto (LCM) y en 60 a 70% de
linfomas de células foliculares (LCF), respectivamente.

Disefo de cebadores para PCR multiple

La deteccion precisa de todos los segmentos de los genes V, D, J y de los genes de Ig y TCR reordenados
requeriria muchos cebadores diferentes (Tabla 2). Para algunos complejos génicos que esto podria ser posible (p.
ej.,, TCRG y TCRD), pero para otros loci en la practica esto no es posible debido al alto numero de diferentes
segmentos de genes. Para resolver este problema, se pueden disefiar cebadores de la familia, que reconocen la
mayoria o todos los segmentos génicos de una familia en particular (Tabla 2). Alternativamente, se pueden elaborar
cebadores de consenso, que reconocen secuencias conservadas que se producen en muchos o todos los
segmentos génicos implicados.

El disefio de cebadores de familia y de cebadores consenso se equilibra entre un nimero limitado de cebadores y
una homologia maxima con todos los segmentos génicos de interés. En este estudio, los autores de la presente
invencion desean una homologia maxima con todos los segmentos génicos de interés (concretamente segmentos
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génicos funcionales) con el fin de evitar la renaturalizacion subodptima del cebador, que podria causar resultados
falsos negativos. Por otra parte, los autores de la presente invencién desean el disefio de cebadores de familia
especificos sin renaturalizacion cruzada con otras familias

Con el fin de limitar el nimero de tubos de PCR por locus, adquirié importancia la multiplexacion de cebadores de
PCR por razones practicas. En consecuencia, se elaboraron pautas especiales para asegurar las maximas
posibilidades de disefio de cebadores utiles en tubos de PCR muiltiplex. Para este fin el Dr. W. Rychlick (Molecular
Biology Insights, Cascade, CO, USA) presenté su programa de soporte logico OLIGO 6.2 especialmente adaptado y
apoyo el desarrollo de las pautas para el disefio de cebadores 6ptimos.

Las pautas generales para el disefio de cebadores fueron las siguientes:

-la posicion de los cebadores se debe elegir de tal manera que el tamafio de los productos de PCR sea
preferiblemente <300 pb (preferiblemente de 100 a 300 pb) con el fin de poder utilizar el material incluido en
parafina;

-se debe tener en cuenta una distancia minima a la region de unién de preferiblemente >10-15 pb (con el fin de
evitar la falsa negatividad debido a la imposibilidad de que el extremo 3' del cebador hibride con la diana
reordenada debido a la delecion de nucledtidos de la secuencia de la linea germinal);

-los cebadores preferiblemente no deben ser demasiado largos (por ejemplo, <25 nucleétidos).
Los siguientes parametros se utilizaron para el disefio de cebadores con el programa OLIGO 6.2:
-la busqueda de cebadores se debe realizar con un rigor moderado;

-el valor de eficacia del cebador (PE) debe ser preferiblemente ~400 (y>630, si el cebador se va a utilizar
también como cebador consenso para otros segmentos génicos);

-el dimero 3' mas estable de cebadores superior/superior, inferior/inferior o superior/inferior no debe exceder de
-4 Kcal (estrategia de busqueda moderada); siendo el dimero mas estable en general menos importante;

-a la vista de la PCR multiplex, se tomaron en consideracion las siguientes pautas: tendria que haberse
disefiado un cebador comun en la region de mas consenso (es decir, alta PE en la busqueda de consenso), a la
vez que se tendrian que haber disefiado cebadores individuales (familia o miembro) en el regién de menos
consenso (es decir, bajo valor de PE de ese cebador para los segmentos génicos que no deben ser cubiertos)
para evitar la renaturalizacion cruzada con otros segmentos génicos y de ese modo productos de PCR multiples
(no deseados).

Protocolo de PCR

Se desarrollé un protocolo de PCR normalizado basado en la experiencia preexistente de anteriores estudios
colaborativos europeos. Después de un ensayo y una aprobacion inicial, el protocolo fue aceptado como se resume
en la Tabla 3.

Técnicas para el analisis de los productos de la PCR obtenidos a partir de reordenamientos del gen de Ig/TCR

Los productos de PCR obtenidos de los reordenamientos del gen de Ig y TCR tienen que ser analizados para la
discriminacion entre las células linfoides monoclonales con regiones de union idénticas y células linfoides
policlonales con muy diversas regiones de union.

Basandose en la experiencia combinada de los laboratorios participantes, se seleccionaron dos técnicas: analisis
heteroduplex (HD) y analisis Gene Scaning (GS). El analisis HD utiliza productos de la PCR de doble hebra y se
aprovecha de la longitud y la composicién de las regiones de unién, mientras que en GS se separan los productos
de PCR de hebra sencilla en un gel o polimero de alta resolucion solamente de acuerdo con su longitud de (Figura
2).

Analisis de heteroduplex de productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos con cebadores no marcados se desnaturalizan a alta temperatura (~ 95°C durante
5 min), seguido por una rapida renaturalizacion al azar a baja temperatura (preferiblemente a 4°C durante 1 hora).
Esta formacion de duplex forzada da como resultado muchos heteroduplex diferentes con diferente velocidad de
migracion en el caso de las linfoproliferaciones policlonales, pero da como resultado homoduplex con una rapida
migracion idéntica en el caso de las linfoproliferaciones monoclonales. La electroforesis de los homoduplex en un de
gel de poliacrilamida 6% da como resultado una Unica banda de tamafio predecible, mientras que los heteroduplex
forman una mancha en una posiciéon mas alta (Figura 2). La técnica de heteroduplex es rapida, sencilla y econémica
(véase la Tabla 4 para los detalles técnicos) y tiene un limite de deteccion de ~ 5%.***" El limite de deteccion se ve
influenciado por la frecuencia de linfocitos policlonales, debido a que la formaciéon de muchos heteroduplex también
consumira una parte de los productos monoclonales de la PCR.*!
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Analisis GeneScanning de los productos de PCR

Los cebadores de PCR para el anadlisis GeneScanning deben ser marcados con un fluorocromo para permitir la
deteccion de los productos de PCR con un equipo de secuenciaciéon automatizado (Figura 2).

Los productos de la PCR de hebra sencilla marcados con fluorocromo (desnaturalizados) se separan por tamafos
en un gel de secuenciacion de poliacrilamida desnaturalizante o un polimero de secuenciacion capilar y se detectan
por medio de un barrido automatico con un laser (véase la Tabla 5 para los detalles técnicos). Esto da como
resultado una distribucién gausiana de multiples picos, que representan muchos productos de PCR diferentes en el
caso de las linfoproliferaciones policlonales, pero proporciona un solo pico que consiste en un tipo de producto de
PCR en el caso de una linfoproliferacion totalmente monoclonal (Figura 2).

GeneScanning es rapido y relativamente sencillo, pero necesita un equipo costoso. GeneScanning es generalmente
mas sensible que el analisis de heteroduplex y puede alcanzar sensibilidades de 0,5 a 1% de las células linfoides
clonales.

Genes de control y tejidos incluidos en parafina

En varios paises europeos, el material de tejido fresco no esta facilmente disponible para diagndsticos moleculares,
tales como los estudios de clonalidad basados en PCR. Por lo tanto uno de los propdsitos del presente estudio fue
desarrollar una estrategia para estudios de clonalidad basados en PCR en tejidos incluidos en parafina.

Para controlar la calidad y la amplificabilidad del ADN procedente de material incluido en parafina, se desarrollé una
PCR de genes de control multiplex especial, que dio como resultado una escala de cinco fragmentos (100 pb, 200
pb, 300 pb, 400 pb, y 600 pb). De 45 de los 90 casos descritos anteriormente estuvo disponible para la extraccion de
ADN suficiente tejido incluido en parafina. Estas muestras de ADN se sometieron a ensayo en paralelo con las
muestras de ADN recién obtenidas, utilizando el tubo multiplex del gen de control, asi como tubos mudltiplex de
Ig/TCR /BCL1/BCL2 para los diagnoésticos de clonalidad (véase el Ejemplo 10).

Ejemplo 1. Reordenamientos del gen /GH completo: Vy-Ju
Antecedentes

El reordenamiento funcional del gen IGH, primero Dy a Ju y posteriormente V a Dy-Ju, esta seguido de la expresion
del anticuerpo, el sello distintivo de las células B maduras. El gen IGH se localiza en el cromosoma 14932.3 en una
zona que abarca aproximadamente 1.250 kilobases. Se han identificado 46 a 52 segmentos VH funcionales
(dependiendo del haplotipo individual), que se pueden agrupar en funcion de su homologia en seis o siete subgrupos
V. Ademas se han descrito aproximadamente 30 segmentos VH no funcionales. Ademas, se han encontrado
consistentemente 27 segmentos DH y seis segmentos JH funcionales (Tabla 2 y Figura 3A).56

Los segmentos V4 contienen tres regiones marco (FR) y dos determinantes de la complementariedad (CDR) (Figura
3B). Las FR se caracterizan por su similitud entre los distintos segmentos VH mientras que las CDR son muy
diferentes incluso dentro de la misma familia de VH. Ademas, las CDR representan las secuencias diana preferidas
para las hipermutaciones somaticas en el curso de la reaccion del centro germinal, que aumentan la variabilidad
dentro de esas regiones. Aunque las FR por lo general resultan menos afectadas por las mutaciones somaticas,
también se pueden producir sustituciones de nucleétidos dentro de estas regiones, especialmente en las células B
en virtud de un proceso mutacional intenso.

Las regiones VD-JH altamente variables se pueden amplificar mediante PCR para detectar poblaciones de células B
clonales indicativas de la presencia de un trastorno de células B maligno. Las células B clonales se pueden
discriminar de células B policlonales (es decir, tejidos linfoides normales o reactivos) basandose en el tamafio y
composicion idénticos de los productos de PCR clonales en comparaciéon con los muchos productos de PCR
policlonales diferentes con un intervalo de tamafio de aproximadamente 60 pb, dispuestos en una distribucién
gaussiana. Ya se han establecido estrategias basadas en PCR para la deteccion de poblaciones de células B
clonales en secciones histolégicas y suspensiones celulares a principios de los noventa. Sin embargo, los protocolos
de PCR iniciales usaron cebadores consenso de VH individuales que eran capaces de unirse a una de las tres
regiones marco, principalmente FR3. Tales cebadores consenso no eran adecuados para amplificar todos los
segmentos VH con la misma eficacia conduciendo a la no detectabilidad de un numero significativo de
reordenamientos clonales. Ademas, las mutaciones somaticas introducidas en el curso de la reaccion del centro
germinal no se limitan a las CDR, sino que también se pueden producir en las FR, impidiendo de este modo la
renaturalizacion del cebador y conduciendo por consiguiente a la ausencia de productos de PCR clonales a pesar de
la presencia de una poblacién de células B neoplasicas. Esto es especialmente cierto para los linfomas foliculares,
los linfomas de células B grandes difusos, y los mielomas multiples que por lo general contienen un alto nimero de
mutaciones somaticas.

Para aumentar adicionalmente la tasa de deteccién de la PCR de /IGH, se han realizado varios intentos para disefiar
cebadores especificos de familia para superar las limitaciones de los cebadores consenso. Sin embargo, estos
cebadores especificos de la familia se basan en gran parte en las secuencias de los cebadores consenso previos.
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Aunque estas estrategias de PCR han ayudado a mejorar la tasa de deteccion, todavia hay una necesidad de
sistemas de cebadores que sean menos sensibles a hipermutaciones somaticas, permitiendo de este modo la
amplificacion de (virtualmente) todos los posibles reordenamientos VD-JH.

Diseno de cebadores

Se disefiaron tres conjuntos de cebadores de VH con la ayuda del programa Oligo-6.2 que corresponde a las tres
regiones marco de VH (FR1, FR2 y FR3) (Figura 3B). Cada conjunto de cebadores consistia en seis o siete
oligonucledtidos susceptibles de renaturalizacion con sus segmentos VH correspondientes (VH; a VH7) sin
emparejamientos erréneos para la mayoria de los segmentos VH y uno o como maximo dos emparejamientos
erroneos en algunos segmentos VH raros. El disefio fue tal que los emparejamientos erréoneos estarian situados en
el mismo extremo 5' del cebador. Estos conjuntos de cebadores de VH se utilizaron junto con un Unico cebador
consenso de JH, disefiado para la renaturalizacion con el extremo 3' mas homdlogo de los seis segmentos JH,
aproximadamente 35 pb aguas abajo de la RSS de JH. Esto asegura que todos los segmentos JH son detectables
con la misma eficacia de unioén y que la union del cebador no resultara facilmente afectada por extensa delecion de
nucledtidos en el curso del proceso de reordenamiento. Ademas, no hubo renaturalizacién cruzada entre los
cebadores de VH y el cebador JH como se evalia mediante el programa Oligo-6.2.

También se disefid el cebador JH que se iba a utilizar para la amplificacién de las otras dianas de PCR, tales como
los reordenamientos DH-JH incompletos, asi como t (11; 14) (BCL1-IGH) y t (14; 18) (BCL2-IGH). Esto permite la
deteccioén de diferentes productos de PCR mediante analisis GS empleando el mismo cebador JH marcado.

Resultados de la fase de ensayo inicial

Se realizd el ensayo inicial de la PCR de Vp-Ju recién disefiada mediante la aplicacion por separado de cada
cebador VH junto con el cebador JH en una PCR individual. Para este proposito, se utilizé ADN extraido de lineas de
células B asi como muestras de pacientes clonales bien definidas. Ademas, los reordenamientos clonales se
sometieron a ensayo para determinar la sensibilidad mediante dilucién seriada en ADN extraido de las amigdalas
reactivas. Las muestras de control clonales no estaban disponibles para cada posible reordenamiento de /GH, pero
todos los segmentos VH principales y varios segmentos VH reordenados raramente han sido incluidos en la fase de
ensayo inicial.

Todos los pares de cebadores funcionaron con alta eficacia y sensibilidad. Los reordenamientos de VH clonales
esperados fueron detectables y la sensibilidad fue de al menos 1% (102). No hubo fondo dentro del rango de tamafio
esperado y la amplificacién de ADN de amigdala dio la curva con distribucidon gaussiana esperada. (Figura 3C, D, y
E).

Sobre la base de estos resultados, los autores de la presente invencion iniciaron la siguiente fase del ensayo de
cebadores inicial mediante la combinacién de los cebadores de VH en tres conjuntos, cada uno especifico para una
de las tres regiones marco, que se utilizaron junto con el cebador JH comun (Figura 3B). Los resultados fueron los
mismos que los obtenidos con los pares de cebadores individuales, pero con una sensibilidad ligeramente inferior.
Ademas, los productos no especificos no se amplificaron dentro del intervalo de tamafio esperado, con la excepcion
de un producto de PCR de 340 pb que aparecio en la PCR multiplex de FR1. Este producto de PCR se generdé con
independencia de la fuente del ADN (linfoide y no linfoide) utilizada para la PCR, mientras que no se obtuvo producto
de PCR cuando no se aplicd ningin molde de ADN. Ademas, este amplicon solo fue detectable en el analisis de
heteroduplex, no en GeneScanning. Esto indica que el cebador JH marcado fluorescente no estaba implicado en la
generacion de este producto de PCR. El analisis de la secuencia de este producto de PCR revel6 un fragmento VH4
amplificado por el cebador FR1 VH4 junto con el cebador FR1 VH2 que aparentemente actuaba como un cebador
aguas abajo mediante la union a la secuencia VH4 intronica. Este problema se pudo resolver mediante el disefio de
un nuevo cebador FR1 VH2 que estaba localizado 25 pb aguas arriba del sitio de unién del cebador anterior.

Resultados de la fase de ensayo general

Se aplicé la PCR de /IGH aprobada a las 90 muestras de ADN definidas mediante transferencia Southern, que se
habian obtenido de casos bien caracterizados. Seis de los 11 laboratorios que participan en la fase de ensayo
general llevaron a cabo el analisis GS de los productos de la PCR y cinco llevaron a cabo el analisis HD. Ademas se
incluyeron como controles varias muestras policlonales asi como monoclonales (ADN de la linea celular). Cuarenta y
cinco de estos casos presentaron productos de PCR dominantes después del analisis GS y 40 casos después de la
deteccion HD, indicando la presencia de una poblacién monoclonal de células B. Los reordenamientos clonales
fueron detectables con los tres conjuntos de cebadores de FR en 33 de los 45 casos clonales (GS) y en los 12
restantes con uno o dos de los tres conjuntos de cebadores de FR. Se concluyé que los resultados mas negativos
estaban causados por hipermutaciones somaticas en el sitio de unién al cebador, evitando la renaturalizacién del
cebador y por lo tanto la amplificacion.

La comparacion de los resultados de la PCR de VH-JH con los resultados de la transferencia Southern reveld un alto
grado de concordancia. Ochenta u cinco por ciento (46 de 55) y 76% (42 de 55) de las muestras con los genes VH
reordenados por analisis de transferencia Southern mostraron un producto de amplificaciéon dominante mediante
analisis GS y analisis HD, respectivamente. Por el contrario, todas menos dos muestras que albergaban genes de
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VH de la linea germinal mediante transferencia Southern presentaron un patrén policlonal mediante analisis GS y
HD.

Conclusién

En conclusion, las tres PCR muiltiplex para la deteccién de reordenamientos clonales de VH-JH proporcionan un
analisis nuevo y fiable para identificar proliferaciones de células B clonales. El uso combinado de cebadores
normalizados en las tres FR diferentes ayuda a disminuir la tasa de resultados falsos negativos debidos a la
hipermutacion somatica en los sitios de unién al cebador de los segmentos del gen VH implicados.

Ejemplo 2. Reordenamientos del gen IGH incompletos: DH-JH
Antecedentes

La formacién de reordenamientos V-D-J completos en el locus de IGH en el cromosoma 14q32.3 es un proceso
secuencial que se da en dos etapas: el acoplamiento de VH va precedido generalmente por un reordenamlento
inicial entre los segmentos génicos DH y JH en las células B precursoras tempranas (revisado por ) Ademas de
los muchos segmentos génicos VH distintos y de los seis segmentos génicos JH funcionales (véase el Ejemplo 1), el
locus de /IGH humano contiene también 27 segmentos génicos DH.%® Basandose en la homologia de secuencias, los
27 segmentos DH se pueden agrupar en siete familias: DH1 (anteriormente conocida como DM), DH2 (DLR), DH3
(DXP), DH4 (DA), DH5 (DK), DH6 (DN), y DH7 (DQS2) todas las familias comprenden al menos cuatro miembros,
exie;gtsc; la séptima, que consiste en el segmento Unico DH7-27 inmediatamente aguas arriba de la regiéon JH (Figura
3A

La recombinacion entre cualquiera de los segmentos DH y JH dara como resultado la formacion de uniones DH-JH
|ncomJ)Ietas que se pueden detectar facilmente en las células B precursoras CD10"/CD19™ derivadas de médula
Osea y por lo tanto también en un subconjunto (20-25%) de leucemias linfoblasticas agudas de células B
precursoras, que muestran un genotipo inmaduro. 62 La secuenciacion revelo el predominio de los segmentos
génicos DH2 (DH2-2), DH3 (DH3-9), y DH7-27 en LLA de células B precursoras, que comprendian 36%, 33%, y 19%
de todos los segmentos identificados, respectivamente. 62

Sin embargo, tamblen se han informado sobre reordenamientos DH-JH incompletos en los tumores malignos de
células B maduras.®"®® Por otra parte, incluso en un subgrupo de mielomas multiples negativos para IgH-, que se
pueden considerar como el tipo mas maduro de tumor maligno del linaje B, se observaron uniones DH- JH.%* Estos
reordenamlentos DH-JH se obtuvieron del segundo alelo no codificante e implicaron segmentos de las familias DH1
a DH4.%* Basandose en la descripcion de las uniones DH-JH en LLA de células B precursoras y en mielomas
multiples, se supone que los reordenamientos DH-JH incompletos también estan presentes en otros tipos de
leucemias y linfomas de células B. En los tumores malignos de celulas T inmaduras se han identificado
acoplamientos DH-JH en forma de reordenamientos de linajes cruzados;** de manera interesante, estos se
produjeron casi exclusivamente en el subconjunto de LLA-T no TCRaf+ mas inmaduras e implicé principalmente los
segmentos DH6-19 y DH7-27 mas aguas abajo. El ultimo segmento Se usa frecuentemente (hasta 40%) en las
células B fetales, pero poco frecuentemente en las células B adultas.®®®® Las células B precursoras y maduras de
adultos humanos parecen usar principalmente los segmentos de las familias DH2 y DH3, tal como se demuestra a
partir de las secuencias de los reordenamientos VH-DH-JH completos. &

Aunque se desconocen en gran medida las frecuencias exactas de los acoplamientos DH-JH incompletos en los
diferentes tipos de tumores malignos de células B maduras, es evidente que seran al menos menores que las de las
uniones VH-JH. Sin embargo, los reordenamientos DH-JH podrian representar todavia una diana complementaria
importante para la evaluacion de la clonalidad basado en PCR. Esta supuesta contribucién de los reordenamientos
DH-JH como dianas de PCR se basa en la suposiciéon de que los reordenamientos incompletos en el locus de IGH
no contendran hipermutaciones somaticas, debido a que no se produce la transcripciéon que comienza a partir de los
promotores de los seg]mentos génicos V, lo cual se considera un prerrequisito esencial para que la hipermutacion
somatica tenga lugar. En especial en aquellos tipos de proliferaciones del linaje B en los que las hipermutaciones
somaticas son frecuentes, el analisis mediante PCR de un posible producto de recombinacién DH-JH, por lo tanto,
podria ser relevante, y a veces incluso la Unica posibilidad de detectar el clon de células B.

Diseno de cebadores

Basandose en el elevado grado de homologia dentro de cada familia DH, se disefiaron siete cebadores de DH
especificos de familia (Figura 4) en combinacion con el cebador JH consenso que se usa también para la deteccion
de reordenamientos VH-JH (véase el Ejemplo 1) y t(11;14) (BCL1-IGH) y t(14;18) (BCL2-IGH) (Ejemplos 8 y 9). Los
cebadores se disefiaron de manera que la renaturalizacién cruzada con otros segmentos de la familia DH fuera
minima o preferiblemente inexistente, lo que da como resultado posiciones distintas para los diversos cebadores de
familia respecto de los elementos RSS (Figura 4). Los tamarios de los productos de PCR esperados de las uniones
DH-JH oscilan de 110-130 pb (para las uniones DH7-JH) a 395-415 pb (para los reordenamientos DH3-JH). Es de
destacar que debido a la posicion del segmento DH7-27 cercano a los segmentos de la region JH, los productos de
PCR de 211 pb (y también 419, 1031, 1404, 1804, y 2420 pb en caso de que el cebador se renaturalice con los
segmentos génicos JH aguas abajo) se amplificaran a partir de alelos no reordenados, y se detectaran en forma de
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una escala de bandas de la linea germinal practicamente en todas las muestras.
Resultados de la fase de ensayo inicial

Para el ensayo inicial de los cebadores de DH individuales, se usaron muestras de LLA de células B precursoras o
LLA-T con carga tumoral elevada con reordenamientos DH-JH clonales bien definidos. Bajo condiciones de PCR
convencionales mediante el uso de MgCI2 1,5 mM y tampon AmpliTaq Gold, las siete combinaciones de cebadores
parecieron detectar las dianas DH-JH clonales con longitudes del productos dentro de los intervalos de tamafio
esperados. La renaturalizacion cruzada de los cebadores de DH con los segmentos génicos reordenados de otras
familias DH fue muy débil o no se observé en absoluto. Ademas, también en ADN de amigdala o de MNC de control
sanos se observaron productos de PCR de los intervalos de tamafio correctos. No se observd renaturalizacion
inespecifica de los cebadores practicamente para todos los conjuntos de cebadores, mediante el uso de ADN de
control que no era especifico del molde; solamente en el caso del conjunto de cebadores de DH2/JH se observo (a
veces débilmente) un producto de 340-350 pb en el ADN de Hela. La secuenciacion posterior reveld que este
producto inespecifico era debido a un cebado falso del cebador DH2 a una secuencia de ADN aguas arriba del
segmento JH4. Sin embargo, ya que el tamafio de este producto inespecifico era tan diferente de los tamarios de
cualquiera de los productos de PCR de DH-JH auténticos, se decidié no disefiar un nuevo cebador DH2. De hecho,
la banda inespecifica de 350 pb se puede emplear como un marcador interno de la amplificacion eficaz del ADN y
por lo tanto de la calidad del ADN molde, que es dificilmente o solo débilmente visible cuando hay disponible
suficiente molde de DH-JH clonal o policlonal (p. ej. en ADN de amigdala o ADN de muestras leucémicas
particulares), pero que es especialmente intensa en muestras que contienen un nimero bajo de células linfoides con
reordenamientos DH-JH.

Las diluciones seriadas de ADN de las muestras de referencia clonales en ADN de amigdala dieron como resultado
en general sensibilidades del 5% o menores (0,5-1% en el caso del reordenamiento DH6-JH) mediante el uso del
analisis HD; las sensibilidades en el analisis GS fueron en general 1-2 etapas de dilucion mejores, es decir 1% o
menos. La diana DH7-JH clonal se pudo detectar solamente con una sensibilidad del ~10%, lo cual esta muy
probablemente provocado por el consumo de cebadores en amplicones de PCR que implican los segmentos génicos
DH7 y JH de la linea germinal sin reordenar.

Aunque la estrategia multiplex inicial, como indicé el disefio de cebadores asistido por OLIGO 6.2, fue dividir los
diversos cebadores de DH en dos tubos, después de someter a ensayo diversas aproximaciones mdultiplex se
decidié6 combinar todos los cebadores en un tubo multiplex (tubo D del ensayo de clonalidad de IGH), excepto para
el cebador DH7, que se incluyo en un tubo separado (tubo E del analisis de clonalidad de /GH). La raz6n para excluir
el cebador DH7 fue el patron complejo de la linea germinal, debido a la amplificacion sencilla de alelos con
segmentos DH7 sin reordenar. Mediante el uso de esta aproximacion multiplex de dos tubos, todavia fueron
detectables todas las muestras de referencia clonales. En las condiciones multiplex, los limites de deteccién para
estas diversas dianas clonales fueron ldgicamente menos 6ptimos en comparacion con los analisis simples, que
oscilaban de ~5% (DH3, DH4, y DH6) a ~10% (DH2, y DH5). Para la muestra la referencia clonal DH1 que estaba
disponible, se observé una sensibilidad de ~20%; en una etapa posterior, se descubrié que el reordenamiento DH1-
JH de la linea celular KCA era detectable hasta 10% en el analisis multiplex. Debido a que el tubo E contiene
solamente el cebador DH7, la sensibilidad de 10% para este tubo fue la misma que se mencioné anteriormente. El
mismo analisis multiplex, llevado a cabo con 500 ng en vez de 100 ng de ADN de las diluciones seriadas, dio como
resultado sensibilidades ligeramente mejores. El uso de diluciones seriadas en ADN de MNC en vez de ADN de
amigdala no afecto claramente a los limites de deteccion de los analisis de las recombinaciones DH-JH.

Resultados de la fase de ensayo general

Tras el analisis inicial en los tres laboratorios implicados en el disefio de cebadores, el analisis de PCR multiplex de
Dy-JH de IGH desarrollado se evalu6 adicionalmente mediante el uso de las 90 muestras definidas mediante
transferencia Southern. Cada muestra se analizé en paralelo en cuatro laboratorios mediante analisis HD y en cinco
laboratorios mediante analisis GS; en otros dos laboratorios se analizaron todas las muestras mediante ambas
técnicas. En conjunto, se obtuvieron en total resultados de seis analisis HD y siete analisis GS por muestra por tubo.
A pesar de los resultados concordantes (>80% de laboratorios con resultados idénticos) en la gran mayoria de las
muestras, nueve mostraron discordancias entre los laboratorios en el tubo D. El analisis posterior revelé que éstos
se podian explicar por la presencia de un pequefo clon con productos clonales débiles, o a productos de gran
tamafio (~390 y mayores). En unos cuantos casos, los productos fueron tan grandes, que solamente tras la
secuenciacion se pudo aclarar que estaban relacionados con reordenamientos DH-JH auténticos pero prolongados,
desde los segmentos génicos DH aguas arriba (p. €j., DH6-25-DH1-26-JH en NL-12) o desde JH aguas abajo (p. €j.
DH6-25-JH4-JH5 en PT-14). En los tres casos (NL-17, micosis fungoide; FR-1, LLC-B; FR-5, LCF) en los que se
hallaron productos clonales mediante el uso del tubo E, los resultados fueron completamente concordantes entre los
laboratorios.

Cuando se estudiaron los resultados de los analisis HD y GS, parecidé que éstos eran comparables, aunque en
general el numero de laboratorios que mostraron resultados idénticos fue ligeramente superior tras el analisis HD en
comparacion con el andlisis GS (Figuras 4B y C).
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La comparacién directa de los resultados de PCR muiltiplex de DH-JH con los datos de SB es practicamente
imposible, ya que la hibridacion con una unica sonda (IGHJ6) en la region JH no permite la distinciéon entre los
reordenamientos VH-JH y DH-JH. En tres muestras fue evidente que la deteccion de los productos clonales de los
analisis VH-JH y DH-JH combinados no se ajusté a la configuracion del locus de IGH en el analisis SB. De manera
notable, no se observaron productos de PCR de DH-JH clonales en los tumores malignos de células B pre-
foliculares. En contraste, las muestras 11/16 de LLC-B y 12/25 de tumor maligno de células B (post-)foliculares
contuvieron productos de PCR de DH-JH reordenados clonalmente. En tres de los dieciocho casos de tumor maligno
de células T se observaron reordenamientos DH-JH clonales; éstos estuvieron asociados a los casos de T-LBL (ES-
9) y micosis fungoide (NL-17) con reordenamientos de /GH detectados mediante SB, y a un caso de LNH-T/LTAE
(PT-4) sin reordenamientos de IGH detectados mediante SB, probablemente debido a la baja carga tumoral de
<15%. Los 15 casos reactivos mostraron solamente productos de PCR de DH-JH policlonales, de acuerdo con los
resultados de SB. En la categoria D con diagnésticos dificiles, tres muestras (PT-12, GBS-10, y GBN-8) mostraron
productos de PCR de DH-JH de IGH clonales, lo cual estuvo de acuerdo con los datos de SB asi como con los datos
de PCR de IGK en dos de tres casos; en otras dos muestras (PT-6 y GBS-9), ambos casos de LNH-B ricos en
células T, se hallaron productos de DH-JH clonales ademas de productos de IGK y/o IGL clonales, pero sin signos
de clonalidad a partir del analisis SB, lo que se podria explicar mejor por el pequefio tamafio del clon de células B en
estas muestras.

Para determinar el valor adicional del andlisis de PCR de DH-JH, los resultados se compararon con los del analisis
de PCR de VH-JH. En cinco tumores malignos de células B (NL-4, PT-14, GBN-2, FR-7, NL-12) se hallaron
productos de PCR de DH-JH clonales, mientras se observaron solamente productos de PCR de VH-JH policlonales.

Conclusién

En conclusién, basandose en las fases de ensayo inicial y general, el analisis mediante PCR de DH-JH parece tener
valor afiadido para la evaluacion de la clonalidad. Aunque los resultados del analisis HD se podrian interpretar de
manera ligeramente mas sencilla, no existe una preferencia clara por el andlisis HD o GS ya que ambos son
adecuados para analizar los productos de PCR amplificados. Una dificultad potencial en el analisis de PCR de DH-
JH es el intervalo de tamafios relativamente grande de los productos de PCR esperados, debido a las posiciones
dispersas de los cebadores y a las amplificaciones prolongadas desde los segmentos génicos DH aguas arriba o JH
aguas abajo, lo que implica que se recomiendan tiempos de funcionamiento largos para los analisis GS. Finalmente,
la posicion notable del segmento génico DH7-27 en el locus de IGH provoca una escala de productos de
amplificacion de la linea germinal en el tubo E, siendo faciimente reconocibles los productos clonales en forma de
bandas/picos mucho menores.

Ejemplo 3: Reordenamientos del gen /IGK: Vk-Jk, Vk-Kde/Intron-RSS-Kde
Antecedentes

El locus de la cadena ligera de /GK humana (en el cromosoma 2p11.2) contiene muchos segmentos génicos Vk
diferentes, agrupados en siete familias génicas Vk, asi como cinco segmentos génicos Jk aguas arriba de la region
CK En un principio, los segmentos génicos VK se de3|gnaron de acuerdo con la nomenclatura descrita por Zachau et

al.® Una nomenclatura alternativa agrupa los segmentos génicos Vk en siete familias, y se usa en la base de datos
ImMunoGeneTics.*® En el presente documento los autores de la presente invencion siguen la ultima nomenclatura.
Las familias Vk1, VK2, y Vk3 son familias de multiples miembros que |ncluyen segmentos génicos tanto funcionales
como pseudofuncionales, mlentras las otras familias solamente contienen un tnico segmento (Vk4, Vk5, VK7) o unos
cuantos segmentos (VK6) De manera notable, todos los segmentos génicos Vk estan dispersos a lo largo de dos
grandes agrupacmnes duplicadas, una inmediatamente aguas arriba y en la misma orientacién que los segmentos
Jk, y la otra mas distal y en una orientacion invertida (Figura 5A) Lo ultimo implica que se requieren los
denominados reordenamientos por inversion para formar uniones Vk-Jk que implican genes Vk de la agrupacion
distal. Ademas de los segmentos Vk y Jk, existen otros elementos en el locus de /IGK que pueden estar implicados
en la recombinacion. El elemento de delecion kappa (Kde), aproximadamente 24 kb aguas abajo de la region Jk-Ck,
se puede reordenar hasta Ios segmentos génicos Vk (Vk-Kde), pero también hasta una RSS aislada en el intron de
JK-Ck (intron-RSS-Kde). %" Ambos tipos de reordenamientos conducen a la inactivacion funcional del alelo de IGK,
por medio de la deleciéon o bien del exén de Ck (reordenamiento intron-RSS-Kde) o bien del area completa Jk-Ck
(reordenamiento Vk-Kde).

Debido a que la recombinacion de /GK humano comienza en las células B precursoras en la médula dsea, los
reordenamientos de /GK también se pueden detectar en las leucemias agudas de células B precursoras (30-45% de
los alelos, dependiendo de la edad). Aunque las uniones Vk-Jk estan presentes, estos reordenamientos de /IGK
afectan principalmente a recombinaciones que implican Kde (25-35% de los alelos). En la infancia, la recombinacion
Vk-Kde de LLA de células B precursoras predomina sobre intron-Kde, mientras en LLA de adultos las deleciones
afectan exclusivamente a los acoplamientos Vk- Kde.**™™ En las leucemias de células B crénicas los
reordenamientos de /GK son aun mas frecuentes, siendo detectables en 75% (casos Igk+) o incluso en 95% (casos
IgA+) de todos los alelos de IGK. Por definicion, se hallan reordenamientos Vk-Jk funcionales en al menos un alelo
en las leucemias de células B Igk+; el segundo alelo no codificante esta en la configuracion de la linea germinal, o
inactivado por medio de la recombinacion Vk-Kde (8% de los alelos) o intrén-RSS-Kde (8% de los alelos). Los
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reordenamientos Kde son frecuentes en las leucemias de células B IgA+ (~85% de los alelos), con un ligero
predominio de las recombinaciones intron-RSS-Kde sobre los reordenamientos Vk-Kde. Esto implica que
practicamente todas las leucemias IgA+ contienen un reordenamiento Kde, mientras todos los acoplamientos Vk-Jk
potencialmente funcionales son relativamente poco frecuentes.?*’® Varios estudios han demostrado que el uso del
segmento génico VK es casi idéntico entre diversas poblaciones de células B normales y malignas, y refleja en gran
medida el nimero de segmentos génicos disponibles dentro de cada familia. Tanto en los reordenamientos Vk-Jk
como en los reordenamientos Vk-Kde, predominan los segmentos génicos Vk de las primeras cuatro familias (Vk1 a
Vk4). El uso del gen Vk2 parecié ser mayor en LLA de células B precursoras que en las linfoproliferaciones de
células B mas maduras o en las células B normales. De manera notable, la agrupacién de Vk invertida distal se usé
de manera poco frecuente en los reordenamientos Vk-Jk, mientras los segmentos pseudogénicos VK nunca
estuvieron implicados, tampoco en los casos Ig)\+.76 Se sabe poco sobre el uso del segmento génico Jk, J)ero los
escasos datos 15 muestran que Jk1, Jk2, y Jk4 son los segmentos génicos Jk usados mas frecuentemente.”

Los reordenamientos Vk-Jk pueden ser una diana de PCR complementaria importante para aquellos tipos de
proliferaciones de células B en los que las hipermutaciones somaticas pueden dificultar la amplificacién de la diana
VH-JH, pero las recombinaciones que implican Kde probablemente son aun mas valiosas. La delecion de las
secuencias intermedias en el intrén de Jk-Ck da como resultado la eliminacion del potenciador de IGK, lo cual se
cree que es esencial para que se produzca el proceso de hipermutacién somatica. Por lo tanto, se supone que los
reordenamientos que implican Kde estan exentos de hipermutaciones somaticas, y por lo tanto se deberian
amplificar de manera bastante facil.

Diseno de cebadores

Se disefiaron seis cebadores Vk especificos de familia mediante el uso del programa informatico OLIGO 6.2 para
que reconociesen los diversos segmentos génicos Vk de las siete familias Vk; los segmentos génicos de la familia
VK6 estuvieron cubiertos por el cebador de la familia Vk1 (Figura 5B). En el caso de las familias Vk1, VK2, y Vk3
relativamente grandes, solamente se tomaron en consideracion los segmentos génicos Vk funcionales, ya que los
segmentos pseudo-génicos menos homologos complicaron demasiado el disefio de cebadores optimos. Los
cebadores Vk especificos de familia se disefiaron para usarlos combinados con un conjunto de dos cebadores Jk
(Jk1-4, que cubrian los primeros cuatro segmentos Jk y Jk5 que cubria el quinto) o un cebador Kde (Figura 5B). Para
el analisis de los reordenamientos de Kde, se produjo un cebador directo adicional que reconocia una secuencia
aguas arriba de intron-RSS. Para demostrar la renaturalizacion cruzada minima con otros segmentos de la familia Vk
y para que todavia fueran utiles en las reacciones multiplex, los diversos cebadores no se pudieron disefiar en
posiciones similares respecto de los elementos de RSS (Figura 5B). Los tamafios de los productos de PCR
esperados de las uniones Vk-Jk oscilan de ~115-135 pb (para las uniones Vk7-Jk) a ~280-300 pb (reordenamientos
Vk2-JK). Para los reordenamientos de Kde, los intervalos de los tamafios de los productos son de ~195-215 pb (Vk7-
Kde) a ~360-380 pb (Vk2-Kde), mientras los productos de intrén-RSS-Kde son de ~275-295 pb.

Resultados de la fase de ensayo inicial

Para el ensayo inicial de los cebadores individuales, se usaron varias lineas celulares y muestras de pacientes con
reordenamientos Vk-Jk, o Vk-Kde/intron-RSS-Kde clonales definidos con precision. Las muestras de pacientes con
uniones Vk-Jk estuvieron relacionadas en su mayor parte con leucemias de células B crénicas, que se seleccionaron
adicionalmente en base a una carga tumoral elevada para una deteccion facil y sensible del reordenamiento
implicado. Desafortunadamente, no hubo disponibles muestras de referencia clonales para todas las dianas Vk-Jk;
en especial, los tipos mas infrecuentes de reordenamientos que implicaban Vk5, Vk7 y/o Jk5 no estuvieron
representados en las series de muestras de referencia. Para estas dianas y también para las dianas para los cuales
habia muestras de referencia clonales, se emplearon muestras de ADN de amigdala o de MNC de control sanas, en
las que se observaron en efecto los productos de PCR de los tamafios correctos esperados. La Unica excepcion fue
la combinacién de cebadores Vk7/Jk5; muy probablemente, las uniones Vk7-Jk5 son tan infrecuentes en las células
B normales que estos productos de PCR fueron dificilmente detectables o indetectables en las amigdalas. Se
pudieron detectar productos reordenados dentro de los intervalos de tamafos esperados en todas las muestras de
referencia clonales, en condiciones de PCR convencionales mediante el uso de MgCI2 1,5 mM y tampén ABI Gold o
tampon ABI Il. Sin embargo, en unos cuantos casos, se observé un amplificacion débil de reordenamientos Vk-Jk
concretos con otros conjuntos de cebadores de la familia de Vk/Jk, debido a una ligera renaturalizacion cruzada del
cebador Vk3 con unos cuantos segmentos génicos Vk1. Ademas, en algunas de las muestras de referencia clonales
se observaron productos de PCR clonales adicionales evidentes con otros conjuntos de cebadores Vk/Jk o incluso
Vk/Kde e intrén-RSS/Kde; en la mayoria de las muestras esto se pudo explicar por la configuracion completa de los
dos alelos de IGK. Esta existencia de multiples productos de PCR clonales ilustra la complejidad de los patrones de
reordenamiento de /GK en una muestra celular dada, principalmente provocada por la existencia potencial de dos
reordenamientos clonales en un alelo (Vk-Jk e intrén-RSS-Kde). Esta complejidad no dificulta, sino que respalda, la
distincion entre la policlonalidad y monoclonalidad.

Se observo la renaturalizacion inespecifica de los cebadores para cada uno de los conjuntos de cebadores Vk-Jk y
Vk-Kde/intréon-RSS-Kde, al usar ADN de HelLa como control que no era especifico del molde. Las diluciones seriadas
de ADN de las muestras de referencia clonales en ADN de amigdala dieron como resultado generalmente
sensibilidades de 5-10% para los reordenamientos Vk-Jk y de 1-10% para los reordenamientos Vk-Kde, mediante el
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uso del analisis HD. En general, las sensibilidades del analisis GS fueron aproximadamente una etapa dilucién
mejores. La Unica diana ligeramente problematico fue la diana intron-RSS-Kde que se pudo detectar solamente
hasta la dilucién seriada de 10% en la muestra de paciente empleada. Esto esta provocado probablemente por el
hecho de que los reordenamientos intron-RSS-Kde son abundantes en el ADN de las células B de amigdala Igk+ e
IgA+, que se usaron en los experimentos de dilucion.

La estrategia multiplex que se eligié después de someter a ensayo varias aproximaciones consistié en dos tubos de
reaccion de PCR multiplex diferentes. En el tubo Vk-Jk (tubo A) todos los cebadores Vk se combinaron con ambos
cebadores Jk, mientras el tubo B contuvo todos los cebadores Vk mas el cebador intron-RSS combinado con el
cebador inverso Kde (Figura 5B). Todas las muestras de referencia clonales anteriormente mencionadas fueron
detectables mediante el uso de esta aproximacién multiplex de dos tubos. Es de destacar la observacion de que en
las muestras de amigdala no clonales se detectd una banda aparentemente clonal predominante de ~150 pb
mediante el uso del analisis con el tubo A multiplex Vk-JK. La presencia de este producto, que se observa en el
analisis HD pero en especial en el analisis GS, se puede explicar por la heterogeneidad limitada de las regiones de
unién Vk-Jk, lo que conduce a una frecuencia elevada de productos de un tamafo medio de ~150 pb. Ademas, en
algunas muestras se observd una banda inespecifica de 404 pb a veces débil en el tubo B. Aunque las
sensibilidades fueron como media ligeramente mejores en otras aproximaciones multiplex en las que los cebadores
VK se subdividieron adicionalmente en multiples tubos, la viabilidad de tener solamente dos tubos para analizar
todos los reordenamientos /GK relevantes, finalmente fue el argumento mas importante para elegir la estrategia
multiplex de dos tubos tal como se muestra en la Figura 5B. Los limites de deteccion para las diversas dianas
clonales en la aproximacion multiplex de dos tubos fueron de ~10% para la mayoria de los reordenamientos Vk-Jk
clonales (Vk1-Jk4, Vk2-Jk4, Vk3-Jk4) procedentes de muestras informativas con una elevada carga tumoral; varias
de las dianas Vk-Kde fueron detectables con una sensibilidad todavia razonable de ~10%, pero algunas muestras
que contenian dianas Vk2-Kde, Vk5-Kde, y también intron-RSS-Kde mostraron limites de deteccion por encima de
10%. Incluso el uso de 500 ng de ADN diluido en serie en vez de 100 ng dificiimente dio como resultado
sensibilidades mejores, mientras las diluciones seriadas en ADN de MNC tampoco afectaron a los limites de
deteccion. Sin embargo, los limites de deteccion de las diluciones seriadas del ADN de referencia en agua
estuvieron todos en el orden de 0,5-1%, lo que demuestra que el analisis elegido de PCR multiplex de /GK es bueno.
Es importante indicar que las poblaciones de células clonales potenciales en nédulos linfaticos o en sangre periférica
tendran que ser detectadas en la practica en un fondo de células policlonales, lo que puede dificultar la detecciéon
sensible de la clonalidad, en especial en muestras con un fondo relativamente elevado de células B policlonales.

Resultados de la fase de ensayo general

Tras el analisis inicial en los cuatro laboratorios implicados en el disefio de cebadores, el analisis de PCR multiplex
de IGK desarrollado se evalud adicionalmente mediante el uso de 90 muestras definidas mediante transferencia
Southern. Cada muestra se analiz6 en paralelo mediante analisis HD 45 (cinco laboratorios) y GS (dos laboratorios);
en otros cuatro laboratorios se analizaron todas las muestras mediante ambas técnicas. En conjunto, estuvieron
disponibles los resultados de ocho analisis HD y cinco analisis GS por muestra por tubo. En la gran mayoria de
muestras >80% de los laboratorios produjeron resultados idénticos, es decir, bandas/picos clonales o
manchas/curvas policlonales en uno o ambos tubos. Sin embargo, en nueve (~10%) muestras se hallaron
discordancias entre los laboratorios, que persistieron tras el analisis repetitivo de estas muestras. Los analisis mas
detallados revelaron que en al menos seis casos los tamafios de aproximadamente 150 y 200 pb de los productos
clonales del tubo A no se pudieron distinguir facilmente de los productos policlonales de aproximadamente el mismo
tamano. Esta es una dificultad inherente en especial en el analisis de Vk-Jk, que esta provocada por la
heterogeneidad de unidn relativamente limitada de estos reordenamientos. En dos muestras los resultados del tubo
B fueron tan evidentes en todos los laboratorios con ambas técnicas que de hecho no prevalecié ninguna
discrepancia. En una muestra (ES-8) un producto grande de aproximadamente 500 pb parecid ser la razén de los
resultados discrepantes entre laboratorios; la secuenciacion posterior revelé que la amplificacién comenzando desde
el segmento Jk aguas abajo provocé la produccion de un producto de PCR Vk1-Jk3-Jk4 prolongado.

Cuando se evaluaron los resultados del analisis HD y GS, parecio que estos eran bastante comparables, aunque en
general el nUmero de laboratorios que mostraron resultados idénticos fue ligeramente superior en el analisis HD en
comparacion con el andlisis GS (Figuras 5C y D). De manera notable, en una muestra (GBS-4) el analisis HD reveld
un producto evidente en ambos tubos, mientras el analisis GS mostré solamente policlonalidad. La clonacién del
producto de HD mostré un producto de PCR Vk3-Vk5 peculiar, que no se observé en ninguna otra muestra; la
configuracion Vk-Vk de este producto explicod por qué no se detectaba con los cebadores Jk marcados en el analisis
GS.

La comparacion de los resultados de PCR con los datos de SB no revel6 discrepancias SB-PCR en las muestras de
tumores malignos de células B pre-foliculares y LLC-B; de acuerdo con la presencia de bandas de /GK reordenadas
en el analisis SB, todas las muestras contuvieron productos de PCR de IGK clonales. En contraste, en las 25
muestras de tumor maligno de células B (post-)foliculares se perdieron los productos de PCR de /IGK clonales en
cuatro casos de LDCG (ES-5, PT-13, PT-14, FR-7) y una leucemia PC (NL-19) con ambas técnicas y en otro caso
de LDCG (GBS-4, véase anteriormente) con el analisis GS solo. En todos los casos, esto estuvo provocado muy
probablemente por la hipermutacion somatica. De manera interesante, en un caso de LCF (NL-4), se hall6 un
producto de PCR clonal, mientras el analisis SB revel6 una banda de la linea germinal en el caso de los genes IGK'y
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bandas clonales débiles en el analisis de IGH. En los 18 casos de tumores malignos de células T y en los 15 casos
reactivos (categoria C) se hallaron productos de PCR de /IGK policlonales de acuerdo con los resultados de SB,
excepto en un caso de LNH-T periférico (FR-10). A continuacion de los productos de TCR e IGK clonales, esta
muestra también mostré productos de PCR de IGH e IGL clonales, pero no reordenamientos de Ig clonales en el
analisis SB, lo que probablemente refleja la presencia de un clon de células B pequefio adicional en esta muestra.
Finalmente, en la categoria de diagnéstico dificil (D), dos muestras (GBS-10 y GBN-8) mostraron productos de PCR
de IGK clonales, de acuerdo con los datos de SB; sin embargo, en otras dos muestras (PT-6 y GBS-9), ambas de
casos de LNH-B ricos en células T, se hallaron productos de PCR de /IGK clonales asi como productos de /IGH y/o
IGL clonales, pero sin pruebas de clonalidad a partir de los analisis SB. Ademas, esta discrepancia se puede explicar
probablemente por el tamafio pequeio del clon de células B en estas dos muestras de pacientes.

Para determinar el valor adicional de analizar el locus de /GK, se compararon los resultados del analisis de PCR de
IGK con los del analisis de PCR de IGH. En cinco (ES-2, NL-4, PT-8, GBN-2, ES-8) de las nueve muestras en las
cuales no se hallaron productos de PCR de VH-JH clonales, los productos clonales se observaron facilmente en el
analisis de /IGK. Teniendo en cuenta tanto el analisis de VH-JH como de DH-JH, el analisis de PCR de IGK fue
todavia complementario al analisis de PCR de IGH en tres de estos casos para detectar productos de PCR de Ig
clonales.

Conclusién

En conclusién, basandose en las fases de ensayo inicial y general, asi como las pruebas preliminares a partir del
uso de estos analisis multiplex en series patologicamente bien definidas de linfoproliferaciones, el analisis de PCR
del locus de IGK tiene un valor evidente (adicional) para la deteccion de la clonalidad. No obstante, se deberia tener
cuidado con la interpretacion de las bandas aparentemente clonales especialmente en el tubo A, debido a la
heterogeneidad de union de /GK restringida inherente. Puesto que este problema es especialmente evidente en el
analisis GS, se prefiere ligeramente del analisis HD sobre el analisis GS, aunque se deberia indicar que en ciertos
casos el analisis GS puede facilitar la interpretacion apropiada de los resultados. Otra dificultad potencial es el
intervalo de tamafos relativamente grande de los productos de /GK reordenados esperados, debido a las posiciones
de los cebadores dispersas, y a las amplificaciones prolongadas desde los segmentos génicos Jk aguas abajo. Esto
implica que se recomiendan tiempos de funcionamiento largos para el analisis GS. Finalmente, la complejidad
inherente de los reordenamientos mudltiples en el locus de /GK (reordenamientos Vk-Jk y Kde en el mismo alelo),
junto con un nivel bajo de renaturalizacion cruzada de los cebadores Vk, puede dar como resultado ocasionalmente
patrones con multiples bandas o picos, que se parecen a la oligoclonalidad. Sin embargo, teniendo en cuenta estas
consideraciones, el sistema de PCR multiplex de IGK de dos tubos puede ser valioso en el diagnéstico de la
clonalidad basado en PCR.

Ejemplo 4. Reordenamientos del gen IGL
Antecedentes

Los reordenamientos del gen IGL estan presentes en 5 al 10% de los tumores malignos de células B Igk+ y en todos
los tumores malignos de células B Ig)\+.75 Por lo tanto, los reordenamientos VA-JA representan potencialmente una
diana de PCR extra atractiva para los estudios de clonalidad para compensar los resultados de PCR de VH-JH de
IGH falsos negativos, causados principalmente por mutaciones somaticas. El locus de /IGL abarca 1 Mb en el
cromosoma 22q11.2.7"7® Hay 73-74 genes VA a lo largo de 900 kb, de los cuales 30-33 son funcionales (Figura 6A).
Basandose en la homologia de secuencias, los genes VA se pueden agrupar en 11 familias y tres clanes. Los
miembros de la misma familia tienden a estar agrupados en el cromosoma. Los genes JA y CA estan organizados en
tandem con un segmento JA precediendo a un gen CA. Generalmente, hay 7 segmentos génicos J-CA, de los cuales
J-CM, J-CA2, J-CA3, y J-CA7 son funcionales y codifican los cuatro isotipos de Igh (Figura 6A).2*%" Sin embargo, hay
una variacion polimérfica en el nimero de segmentos gsénicos J-CA, ya que algun individuo puede portar hasta 11 de
ellos, debido a una amplificacion de la region CA2-CA3. 2,83

Varios estudios han demostrado que el repertorio de genes IGL tanto de las células B tanto normales como malignas
esta sesgado.*®**%*% Asi, mas de 90% de los genes VA usados por las células B normales pertenecen a las familias
VA1, VA2 y VA3, lo que constituye el 60% de los genes funcionales. Por otra parte, tres genes (2-14, 1-40, 2-8)
representan aproximadamente la mitad del repertorio expresado. Aunque las células B normales usan los segmentos
génicos J-CA1, J-CA2 y J-CA3 en proporciones aproximadamente equivalentes, las células B neoplasicas tienden a
usar de manera predominante los segmentos génicos J-CA2 y J-CA3.% En las células B normales y malignas el J-
CA7 se usa muy poco frecuentemente (1%). Este ultimo hallazgo fue puesto en duda, sin embargo, por un estudio
con una Unica célula de células normales que descubrié que mas de la mitad de los reordenamientos emplearon los
segmentos génicos J-CA7.%% En contraste con el raton, existe cierta diversidad de union debido a la actividad
exonucleasa y la adicidon de nucleétidos en N en los reordenamientos del gen IGL humano %% gin embargo, es
menos exhaustivo que el del locus de IGH, y varios reordenamientos resultan del acoplamiento directo de los
segmentos génicos VA y JA de la linea germinal. No obstante, el locus de /GL podria representar un locus
complementario alternativo a /GH para los estudios de clonalidad de células B.
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Diseno de cebadores

Tomando en consideracion el repertorio de VA sesgado, los autores de la presente invencion eligieron amplificar
solamente los reordenamientos que usan los segmentos génicos VA1, VA2 y VA3. Se disefid un unico cebador
consenso que reconoce ambos segmentos génicos VA1 y VA2, asi como un cebador VA3, en regiones de homologia
elevada entre los miembros de la misma familia (Figura 6B). Los experimentos iniciales demostraron que
funcionaron tan bien en multiplex como por separado. De hecho, se pudo observar la renaturalizaciéon cruzada del
cebador VA3 que hibridaba con ciertos genes VA1 o VA2 (o a la inversa) cuando se usaron los cebadores VA por
separado; no se observo, sin embargo, en la PCR multiplex.

Se disefid un unico cebador consenso para los segmentos génicos JA1, JA2 y JA3, y tiene un emparejamiento
errdbneo en su porcioén central en comparacion con cada una de las secuencias de la linea germinal. En los
experimentos preliminares se descubrié que proporcionaba mejores resultados que una combinacién de cebadores
JA1y JA2-JA3 perfectamente emparejados. Debido a que un unico estudio informé del uso frecuente del gen JA7 en
las células B normales,® los autores de la presente invencion también disefiaron un cebador JA7 especifico. Cuando
se analizé en varias muestras de células B policlonales, dificilmente se pudo detectar una sefial en el analisis HD, en
contraste con las amplificaciones llevadas a cabo con las mismas muestras mediante el uso de los cebadores JA1,
JA2-JA3 o el cebador JA consenso. De forma similar, los autores de la presente invencion no pudieron detectar
ningun reordenamiento con este cebador cuando se analizé una coleccion de tumores de células B monoclonales.
Basandose en estos resultados, asi como en los otros informes de la blbllografla los autores de la presente
invencion concluyeron que la elevada frecuencia sin confirmar de los reordenamientos de JA7 (en un Unico estudlo)
habia sido causada por una dificultad técnica y, por lo tanto, los autores de la presente invenciéon decidieron no
incluir el cebador JA7. El andlisis de PCR para la deteccion de los reordenamientos del gen IGL en el estudio de
clonalidad, por lo tanto, consiste en un unico tubo que contiene tres cebadores (Figura 6B). Se esperd que este
Unico tubo detectase la gran mayoria de los reordenamientos.

Resultados de la fase de ensayo inicial

El ensayo inicial en un conjunto de muestras monoclonales y policlonales demostré que se podrian diferenciar muy
bien mediante analisis HD de los productos de PCR en electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (Figura 6C).
Los reordenamientos de /IGL clonales se observaron en la region homoduplex, con una o a veces dos bandas mas
débiles en la region heteroduplex, mientras los reordenamientos policlonales aparecieron en forma de una mancha
en la region heteroduplex (Figura 6C). No se observaron bandas inespecificas. Se deberia indicar que debido al
tamafio limitado de la region de union, es extremadamente dificil distinguir los reordenamientos policlonales de los
reordenamientos monoclonales utilizando un simple gel de poliacrilamida sin llevar a cabo una formacién de
heteroduplex. De acuerdo con esto, se demostré que el analisis de los productos de PCR mediante GS fueron
menos sencillos (Figura 6C). Aunque se identificaron claramente los reordenamientos monoclonales, el patron de
reordenamientos policlonales tuvo un aspecto oligoclonal debido a la diversidad de unién limitada. La interpretacion
fue mas dificil, en particular para distinguir los casos policlonales de aquellos con una poblacion menor de células B
clonales en un fondo de células B policlonales. Por lo tanto, los autores de la presente invenciéon recomiendan el
analisis HD como el método de eleccion para analizar los reordenamientos del gen /GL.

La sensibilidad del analisis, llevado a cabo en varios casos, demostroé ser de aproximadamentel 5% (2,5% - 10%)
cuando la dilucién del ADN tumoral se realizé en PB-MNC y aproximadamentel 10% (5% - 20%) cuando se diluyé en
ADN de nédulo linfatico.

Resultados de la fase de ensayo general

El analisis de PCR de IGL en un uUnico tubo se estudié en una serie de 90 proliferaciones linfoides definidas
mediante transferencia Southern. Este ensayo se llevd a cabo en nueve laboratorios, cuatro con analisis HD
solamente, uno con andlisis GS solamente, y cuatro que usaban ambas técnicas. Los reordenamientos del gen /GL
clonales se detectaron en 19 casos. En 15 de ellos se obtuvo una concordancia de mas del 70% en los nueve
laboratorios. En cuatro casos se obtuvo una concordancia menor del 70%, que se pudo explicar por los
reordenamientos del gen /GL clonales menores en tres de ellos (ES-12, GB-10, y FR-10). Esta discordancia en el
cuarto caso (PT-11) permanece sin explicar, en particular debido a que no se detectaron reordenamientos del gen
IGL mediante transferencia Southern. Tal como se concluyé a partir del analisis inicial, la interpretacion del analisis
GS fue mas dificil que en el analisis HD, en especial en el caso de las poblaciones clonales menores. De estos 19
casos de gen /GL clonal, 17 fueron proliferaciones de células B (16 maduras y una de células B precursoras). Un
caso (ES12) correspondi6 a la enfermedad de Hodgkin y otro (FR-10) a una LNH-T. Ambos tuvieron solamente un
reordenamiento del gen /GL clonal menor, y FR-10 exhibié también un reordenamiento del gen /GK clonal.

La comparacion con los datos de la transferencia de Southern mostré ciertas discrepancias. Seis casos con
reordenamientos del gen /GL clonales mediante PCR parecieron policlonales mediante el analisis de transferencia
Southern. Tres de ellos (PT-6, ES-12, FR-10) estaban relacionados con poblaciones clonales menores que pueden
haber estado por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica de transferencia Southern. En los otros tres casos
(NL-19, ES-1, PT-11) se puede haber perdido una banda reordenada clonalmente debido al patron de
reordenamiento bastante complejo del locus de IGL en la transferencia Southern.?®*° Por el contrario, el analisis de
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PCR no fue capaz de detectar los reordenamientos clonales que se observaron mediante el analisis de transferencia
Southern en dos casos (GBS-6, FR-5). Sin embargo, estos fueron linfomas foliculares en los que el grado elevado de
hipermutaciones somaticas puede haber evitado la renaturalizacién de los cebadores del gen IGL.

Conclusién

En conclusion, un analisis de PCR en un unico tubo para la deteccion de los reordenamientos del gen IGL que
contiene solamente tres cebadores (Figura 6B) permite detectar la gran mayoria de los reordenamientos del gen IGL
(reordenamientos génicos VA1, VA2, y V3). El analisis heteroduplex es el método analitico preferido, aunque se
puede usar el andlisis GeneScan, pero se recomienda una precaucion maxima para evitar la sobreinterpretacion de
la clonalidad debida a la diversidad de union limitada.

Ejemplo 5: Reordenamientos del gen TCRB: V-JB3, DB-JB
Antecedentes

El analisis molecular de los genes TCRB es una herramienta importante para el estudio de la clonalidad en
proliferaciones de células T sospechosas. Los reordenamientos del gen TCRB ocurren no solamente en la mayoria
de los tumores malignos de células T maduras, sino también en aproximadamente 80% de las Ieucemlas
linfoblasticas agudas de células T CD3 negativas (LLA-T) y en 95% de las LLA-T CD3 positivas.?® Los
reordenamientos de TCRB no se limitan a los tumores malignos del Ilnaje T, ya que aproximadamente de un tercio
de las LLA de células B precursoras albergan genes TCRB reordenados.* Su frecuencia es mucho menor (0 a 7%)
en las proliferaciones de células B maduras.’

El locus de TCRB humano esta localizado en el brazo largo del cromosoma 7, en la banda 7934, y abarca una
region de 685 kb. En contraste con los I00| de TCRG y TCRD, la agrupacion génica de la region V del locus de
TCRB es mucho mas compleja (Figura 7A) Contiene aproxmadamente 65 elementos genlcos VP para los cuales
se usan dos nomenclaturas diferentes: la resumida por Arden et al.® S|gue la denominacioén génica de Wei et al.® y
agrupa los genes VB en 34 familias. La nomenclatura alternativa propuesta por Rowen et al.®" subdivide los
subgrupos de genes VB y fue adoptada mas tarde por el IMGT, la base de datos internacional ImMunoGeneTics
http://imgt.cines.fr (iniciadora y coordinadora: Marie-Paule Lefranc, Montpellier, Francia). [Lefranc, 2003
#212;Lefranc, 2003 #219] Las familias mas grandes, V35, V36, VB8 y VB13 (nomenclatura de Arden) alcanzan un
tamafno de siete, nueve, cinco y ocho miembros, respectivamente. Doce familias V@ contienen solamente un Unico
miembro. En general, las familias se demarcan claramente entre si.° En este informe los autores de la presente
invencion siguen la nomenclatura de Arden. %0

De los elementos génicos VB 39-47 se califican como funcionales, y pertenecen a 23 familias. De los elementos V[3
no funcionales 7-9 tienen un marco de lectura abierto, pero contienen alteraciones en los sitios de corte y empalme,
las sefiales de recombinacion y/o los elementos reguladores. 10-16 estan clasificados como pseudogenes. Ademas,
se ha informado de que una aggrupamon de seis genes VB huérfanos no funcionales estan localizados en el brazo
corto del cromosoma 9 (9p21) Estos no se detectan en los transcritos.*’

Todos los genes V[ excepto uno estan localizados aguas arriba de dos agrupaciones DB-JB-Cp. La Figura 7A ilustra
que ambos segmentos génicos CB (CB1 y CB2) estan precedidos por un gen DB (DB1 y DB2) y una agrupacion JB
que comprende seis (JB1.1 a JB1.6) y siete (JB2.1 a JB2.7) segmentos JB funcionales. Los loci de la regién JB se
clasifican en dos familias de acuerdo con su localizacion genémica, pero no por la similitud de secuencias. 188,91

Debido al gran repertorio codificado por la linea germinal, la diversidad combinatoria de los reordenamientos del gen
TCRB es extensa en comparacion con los reordenamientos de TCRG y TCRD. El repertorio principal de las
moléculas TCRB se amplia adicionalmente por la adicion de una media de 3,6 (unién V-D) y 4,6 gunlon D-J)
nucledtidos y la delecion de una media de 3,6 (V), 3,8 (5' de D), 3,7 (3' de D) y 4,1 (J) nucledtidos.” La region
hipervariable completa que resulta de la unién de los segmentos V, D y J comprende de manera caracteristica nueve
o diez codones. La variacion de tamarios es limitada, ya que 7 a 12 residuos explican mas de 80% de todos los
reordenamientos funcionales en contraste con el repertorio de longitud amplia de la region CDR3 de IGH.*?

Durante el desarrollo temprano de las células T, el reordenamiento del gen TCRB consiste en dos etapas
consecutivas: reordenamlento de DB a JB y reordenamiento de VB a D-JB con un intervalo de uno a dos dias entre
estos dos procesos *El segmento génico DB1 se puede unir a los segmentos génicos JB1 o JB2, pero el segmento
génico DgZ se une generalmente solamente a los segmentos génicos JB2 debido a su posicién en el locus del gen
TCRB.%*" Debido a la presencia de dos agrupaciones D-J en TCRB consecutivas, también es posible que sean
detectables dos reordenamientos en un alelo: un reordenamiento |ncompleto DB2-JB2 de TCRB ademas de un
reordenamiento completo o incompleto en la region DR1-JB1 de TCRB.'

En los reordenamientos del gen TCRB, se observa una distribucion no aleatoria del uso de los segmentos génicos.
En los individuos sanos, ciertas familias V3 predominan en el repertorio de células T de sangre periférica (p. ej. Vp1-
VB5), mientras otros se usan de manera infrecuente solamente (p. ej. VB11, VB16, VB18, VB23). Los valores medios
del repertorlo de V[ parecen ser estables durante el envejecimiento, aunque la desviacion tipica se incrementa en
los ancianos.'*** Ademas, en el timo humano dominan ciertos segmentos génicos Vf: los siete genes Vf mas
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prevalentes (VB3-1, VB4-1, VB5-1, VB6-7, VB7-2, VB8-2, VB13-2) cubren casi la mitad del repertorio de TCRB
funcionales.” La representacion de segmentos J también esta lejos de ser uniforme. La familia JB2 se usa con mas
frecuencia que la familia JB1 (72% frente a 28% de reordenamientos de TCRB).96 En particular, la proporcion de
JB2.1 es mayor de lo esperado (24%) seguida por JB2.2 (11%) y JB2.3 y JB2.5 (10% cada una).*®

Los patrones de reordenamiento del gen TCRB difieren entre las categorias de tumores malignos de células T. Los
reordenamientos VB-JB1 de TCRB completos y los alelos reordenados de forma incompleta en la agrupacion DB-J32
de TCRB se observan con mas frecuencia en LLA-T TCRaf+ en comparacion con LLA-T CD3-y LLA-T TCR\(6+.28
En el grupo total de LLA-T, la region DB-JB1 de TCRB esta implicada con relativa frecuencia en los reordenamientos
en contraste con los otros reordenamientos del gen TCRB entre linajes en LLA de células B precursoras que
implican exclusivamente la region DB-JB2 de TCRB.*™

El desarrollo de anticuerpos monoclonales contra la mayoria de los dominios VB ha ayudado a identificar las
expansiones de la familia VB." Sin embargo, el andlisis de los reordenamientos de los genes de TCR es esencial
para el estudio de la clonalidad en los trastornos linfoproliferativos de las células T. Puesto que el repertorio
codificado por la linea germinal restringido de los loci de TCRG y TCRD facilita los enfoques de PCR basados en
ADN, se han establecido diversos métodos de PCR para la deteccion de los reordenamientos de los genes TCRG y
TCRD.*° No obstante, la diversidad de unién limitada de los reordenamientos TCRG conduce a una amplificacion
de fondo elevada de reordenamientos similares en células T normales (Ejemplo 6). El gen TCRD, por otra parte, esta
suprimido en la mayoria de los tumores malignos de células T maduras.?' Por lo tanto, son necesarias las técnicas
de PCR de TCRB basadas en ADN para el estudio de la clonalidad. Ademas, los reordenamientos de TCRB son de
gran interés para los estudios de seguimiento de los trastornos linfoproliferativos, debido a que el extenso repertorio
combinatorio de los reordenamientos de TCRB y la gran region hipervariable permiten una deteccion muy especifica
de células tumorales residuales clinicamente ocultas. Sin embargo, el extenso repertorio codificado por la linea
germinal hace mas dificiles los analisis de PCR. Algunos enfoques de PCR publicados usan el procedimiento
costoso en tiempo de enfoques con multiples tubos con un panel de cebadores especificos de familia o de
subfamilia.®>'® El uso de cebadores consenso muy degenerados limita el nimero de reordenamientos detectables
que estan cubiertos en teoria por los cebadores, debido a que no hay una Unica secuencia comun de suficiente
identidad para permitir una amplificacion fiable de todos los reordenamientos 1posibles.“z'm’102 Ciertos analisis
publicados usan una PCR anidada que requiere una reaccion de PCR adicional.**"2 Otros analisis se centran en el
analisis de los transcritos VB-DB-JB-CB de TCRB para limitar el nUmero de cebadores necesarios.'®'%%"'%® gjn
embargo, un inconveniente importante de estas aproximaciones basadas en ARNm es la necesidad de material
reciente o congelado y una etapa de transcripcion inversa antes de la amplificacion mediante PCR.

Los autores de la presente invencion intentaron superar estas limitaciones creando una PCR de TCRB basada en
ADN completamente nueva y practica. Los autores de la presente invencion disefiaron multiples cebadores VB y JB,
que cubrian todos los segmentos génicos VB y JB funcionales y que eran adecuados para la combinacién en
reacciones de PCR multiplex. Ademas, el analisis es aplicable al analisis HD y al analisis GS, y también detecta los
reordenamientos DB-JB de TCRB incompletos con el mismo conjunto de cebadores JB. Para evitar problemas
debido al cebado cruzado, los autores de la presente invencién decidieron disefar todos los cebadores VB y JB en la
misma region conservada de cada segmento génico.

Diseno de cebadores

Inicialmente, se disefid un total de 23 cebadores V3, 2 DB (DB1y DB2)y 13 JB (JB1.1 a 1.6 y JB2.1 a 2.7) con todos
los cebadores VB y JB situados en la misma regién conservada de cada segmento génico VB y JB, de forma que se
pudieron omitir los efectos de la renaturalizacién cruzada en una reaccién multiplex. Ademas, los reordenamientos
V-J de TCRB policlonales poco frecuentes no se confundirian con un reordenamiento clonal incluso si no produjera
un patron de picos Gaussianos completamente policlonal, debido a que los productos de PCR de todos los
reordenamientos posibles estan situados en el mismo intervalo de tamafos.

Para el disefio de los cebadores, cuando fue posible se tuvieron en cuenta los pseudogenes reordenables o los
genes con marcos de lectura abiertos con alteraciones en los sitios de corte y empalme, las sefiales de
recombinacioén y/o los elementos reguladores o los cambios de aminoacidos conservados. Sin embargo, el objetivo
principal fue cubrir todos los genes V3 funcionales. La eficacia de cebado de cada cebador V3 se comprobd para
cada gen VB mediante el uso del programa informatico OLIGO 6.2. Esto condujo a cebadores que no fueron
estrictamente especificos de la familia VB, y algunos de los cuales cubrieron los segmentos génicos V@ de mas de
una familia (Figura 7B). Debido a que los 13 cebadores JB se renaturalizaron con el mismo segmento de cada
cebador del gen JB, la dimerizacion hizo necesario dividir los cebadores J en dos tubos. Inicialmente, se planed usar
los cebadores en cuatro grupos de reacciones multiplex de la siguiente manera: los 23 cebadores V[ combinados
con los seis cebadores de la familia JB1 (240-285 pb), los 23 cebadores V3 con los siete cebadores de la familia J32
(240-285 pb), DB1 (280-320 pb) con los seis cebadores JB1, y D1 (280-320 pb) mas D2 (170-210 pb) con los siete
cebadores de la familia JB2.

Resultados de la fase de ensayo inicial
El analisis monoplex inicial de cada combinacién de cebadores posible se llevé a cabo mediante el uso de muestras
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con reordenamientos de TCRB monoclonales conocidos y controles policlonales. Se generaron productos de PCR
en el intervalo de tamarfios esperado con diferencias en la intensidad de los productos, y el perfil de sefales para las
muestras policlonales dependié de la frecuencia de uso de los distintos segmentos génicos VB y JB. Sin embargo,
cuando los cebadores se combinaron en una reacciéon multiplex, ciertos reordenamientos de JB2 en particular se
perdieron y se observaron productos inespecificos en los tubos B y D. Ademas, el cebado cruzado entre los
cebadores JB1 y JB2 dio como resultado problemas de interpretacion. Como consecuencia, los cebadores JB2
tuvieron que ser redisefiados y se tuvieron que reordenar las combinaciones de cebadores en diferentes tubos: los
cebadores JB JB2.2, 2.6 y 2.7 se modificaron ligeramente y se afiadieron al tubo A. La localizacion de los cebadores
JB2.1, 2.3, 2.4 y 2.5 se desplazd 4 pb aguas abajo para evitar la dimerizacion de los cebadores y el cebado cruzado
con los cebadores Jp restantes. Solamente las bandas inespecificas con una intensidad variable fuera del intervalo
de tamafos esperado persistieron en el tubo B (bandas <150 pb, 221 pb) y en el tubo C (128 pb, 337 pb) mediante
el uso de ADN molde especifico. Sin embargo, debido a que todos los productos de amplificacion inespecificos
estuvieron fuera de los intervalos de tamafio de los productos especificos de TCRB, no afectaron a la interpretacion,
y no se consideraron un problema. Sin embargo, mediante el uso de los controles inespecificos del molde, fue visible
un débil pico adicional inespecifico de 273 pb en el tubo A mediante el analisis GS. Este producto se inhibe
completamente cuando el ADN contiene suficientes reordenamientos de TCRB clonales o policlonales, pero puede
aparecer en las muestras que comprenden un ndmero bajo de células linfoides. En la fase de ensayo inicial, se
generaron productos de PCR de V-D-J relativamente débiles. Asi, se optimizaron las condiciones de PCR para los
reordenamientos V-D-J completos incrementando la concentracion de MgCI2 y la cantidad de polimerasa Taq.
Ademas, el uso de cebadores sumamente purificados y la aplicaciéon del tampon ABI 1l en vez del tampon ABI Gold
resulté ser muy importante. Para la deteccion de los reordenamientos DB-JB incompletos, fue posible finalmente
mezclar todos los cebadores JB en un tubo sin pérdida de sensibilidad o de informacién. Por lo tanto, el nUmero total
de reacciones multiplex se pudo reducir a tres tubos.

El conjunto de cebadores aprobado finalmente es (Figura 7B):
tubo A: 23 cebadores VB y 9 cebadores JB: JB1.1-1.6,2.2,2.6 y 2.7
tubo B: 23 cebadores VB y 4 cebadores JB: JB2.1,2.3,24y 25
tubo C: DB1, DB2 y los 13 cebadores Jj.

Puesto que los tubos A y C contienen los cebadores JB1 y JB2, el marcaje diferencial de los cebadores J31 y JB2
con colorantes diferentes (TET para los cebadores JB1.1-1.6 y FAM para los cebadores JB2.1-2.7) permite la
distincion mediante GS del uso de JB1 o JB2 en las reacciones de los tubos Ay C (véase la Figura 13A).

El analisis de la sensibilidad se llevé a cabo por medio de experimentos de dilucién con diversas lineas celulares y
muestras de pacientes con genes TCRB reordenados clonalmente en MNC. Los experimentos de diluciéon con PCR
simple alcanzaron generalmente niveles de sensibilidad de al menos 0,1% a 1%. Tal como se esperaba, la
sensibilidad disminuy6 en los ensayos mdltiplex, probablemente debido a un incremento de la amplificacion del
fondo. Especialmente en el analisis GS, este fondo dificultd la interpretacion debido a la variacion de longitudes
relativamente pequefia de los productos de PCR de TCRB. No obstante, en 40 de los 46 controles positivos
sometidos a ensayo se alcanzo una sensibilidad de al menos 1% a 10% mediante el uso de analisis de heteroduplex
0 GeneScanning (Tabla 6).

Resultados de la fase de ensayo general

Once grupos participaron en el analisis del ADN de una serie de 90 trastornos linfoproliferativos malignos y reactivos
definidos mediante transferencia Southern mediante el uso del protocolo multiplex de TCRB. Cada muestra se
analiz6 mediante HD en dos laboratorios, y en seis laboratorios mediante el uso del analisis GS. Otros tres
laboratorios usaron ambas técnicas para el analisis de PCR (Figuras 7C, D, y E). Esta fase de ensayo, asi como la
experiencia del uso de estos analisis de PCR de TCRB generaron ciertos problemas generales sobre el protocolo
que ya se describieron en parte en la fase de ensayo inicial: 1. La variacion de la longitud limitada de los productos
de PCR de TCRB puede dificultar la deteccién mediante GS de las sefiales clonales en un fondo policlonal. 2.
Solamente las bandas/picos dentro del intervalo de tamafos esperado representan reordenamientos del gen TCRB
clonales. Especialmente para el tubo A, se debe incluir un ADN de control inespecifico para definir el pico de 273 pb
no especifico que se puede dar en situaciones sin competicién. 3. Es extremadamente importante usar cebadores
sumamente purificados y tampén ABI |l (y no tampon ABI Gold) para obtener buenos resultados de PCR, asi como
el protocolo de preparaciéon de productos de PCR recomendado para el andlisis HD. De los 90 casos definidos
mediante transferencia Southern presentados, 29 fueron SB positivos para los reordenamientos de TCRB
monoclonales. Veinticinco de estos reordenamientos clonales (86%) fueron detectables también mediante la PCR de
TCRB. Veintitrés reordenamientos fueron revelados mediante analisis GS y analisis HD, dos casos adicionales
solamente mediante HD. Uno de los casos GS negativo y HD positivo (FR-9) fue interpretado como monoclonal en el
analisis GS por cuatro de los nueve laboratorios implicados en la fase de analisis general (Figura 7C). Sin embargo,
debido a un fondo policlonal significativo, la interpretacion de los patrones de GS fue dificil en este caso particular. El
otro caso GS negativo y HD positivo exhibié un producto de PCR atipico en el tubo C con un tamafo de
aproximadamente 400 pb (Figura 7E). El producto de PCR fue claramente visible en los geles de agarosa y el
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analisis HD, pero no mediante GS. Tras la secuenciacion del ADN de este fragmento, se identificd un producto de
amplificacion DB1-DB2 de TCRB que explicaba el producto de PCR sin marcar. Cuatro casos positivos por SB (NL-
15, NL-16, GBN-2 y FR-6) tampoco fueron detectados mediante el analisis GS ni mediante HD, y todos ellos tenian
un tumor maligno linfoide B subyacente. Las e J)Ilcamones posibles para este fallo son los reordenamientos atipicos
(p- €j. reordenamientos V{3-Df |ncompletos) las variaciones de secuencias de los segmentos génicos Vf
reordenados’’ o la carencia de sensibilidad para reordenamientos particulares.

Los autores de la presente invencién consideraron que 62 de las muestras eran policlonales mediante SB. Para 61
(98%) de estos casos los resultados de PCR fueron concordantes con al menos un método de analisis, para 57
(92%) casos los resultados fueron concordantes mediante el uso de ambos métodos. La muestra negativa para SB
(ES-14) que se descubrié que era monoclonal mediante el analisis HD y el analisis GS mostré un reordenamiento
DB2 incompleto. Se obtuvieron resultados que no eran uniformes para cuatro muestras: se consideré que una
muestra era clonal mediante GS, pero solamente por 50% de los laboratorios que analizaron los productos de PCR
mediante HD (GBS-4). Se descubrié que tres muestras producian sefiales clonales débiles solamente mediante el
analisis HD (ES-6, GBS-9 y DE-2). Los subclones reordenados de TCRB que son demasiado pequefios para ser
detectados mediante el analisis SB se pueden observar solamente mediante la metodologia de PCR mas sensible.
En los tumores malignos de células B, los reordenamlentos detectados pueden representar también expansiones
clonales u oligoclonales de las células T residuales.'® En este caso, estos productos de PCR clonales débiles no se
deberian considerar una prueba de un trastorno de células T clonal. Esto subraya la importancia de la interpretacion
de los resultados de PCR en el contexto de otros ensayos diagndsticos y el cuadro clinico de los pacientes. El
estudio de PCR optimo de los reordenamientos de TCRB se obtiene mediante el uso combinado del analisis HD y
analisis GS. La sensibilidad puede diferir entre los dos métodos de deteccién en funcion del tamaio de los productos
de PCR clonales en comparacion con la distribucién de tamarios policlonales: por una parte, el analisis HD dispersa
el fondo policlonal de los productos clonales, y por otra parte los productos de PCR fuera del intervalo de tamarios
principal permiten una deteccion mediante GS mas sensible. Ademas, el riesgo de resultados falsos positivos se
reduce con el uso combinado del analisis HD y el analisis GS. Ademas, el analisis HD permite la deteccion de ciertos
reordenamientos DB1-DB2 de TCRB atipicos adicionales que no se pueden detectar mediante el analisis GS del
producto de PCR ya que no hay implicado un cebador marcado en la amplificacion. Sin embargo, el analisis GS es
en general el método mas informativo para las muestras con una carga tumoral elevada, debido a que se indica el
tamafio exacto del producto de PCR monoclonal, que se puede usar con fines de verificacion, y los cebadores J3
marcados de manera diferencial proporcionan informacién adicional sobre el uso del gen Jp.

Conclusién

En conclusion, el sistema de PCR mulltiplex de TCRB de tres tubos proporciona un analisis nuevo y practico para el
estudio de la clonalidad en proliferaciones de células T sospechosas con una tasa de deteccion de la clonalidad
inéditamente elevada.

Ejemplo 6: Reordenamientos del gen TCRG
Antecedentes

Los reordenamientos del gen TCRG se han usado durante mucho tiempo para la deteccion mediante PCR de ADN
de la clonalidad linfoide, y representan el "prototipo" de dianas con un repertorio restringido. Es una diana preferente
para los analisis de clonalldad ya que se reordena en una etapa temprana del desarrollo linfoide T, probablemente
justo después de TCRD," en los precursores de linaje tanto TCRaf como TCRyd. Se reordena en mas del 90% de
LLA-T, LGL-T y LPL-T, en 50-75% de LNH-T periférico y micosis fungoide, pero no en las proliferaciones de células
NK auténticas. También se reordena en una parte importante de las LLA de linaje B, pero mucho menos en LNH-
B."3%" A diferencia de otros diversos loci de Ig/TCR, la estructura genémica completa se conoce desde hace
muchos afios. Contiene un numero limitado de segmentos Vy y Jy. La amplificacion de todas las combinaciones Vy-
Jy importantes es posible con un niumero limitado de cuatro cebadores Vy y tres Jy.

El locus de TCRG humano en el cromosoma 7p14 contiene 14 segmentos Vy, de los cuales solamente en diez se ha
demostrado que experimenten reordenamientos (Figura 8A). El repertorio de Vy expresado incluye solamente seis
genes VY $V8/2 Vy3, Vy4, Vy5, Vy8 y Vy9) pero también se da el reordenamlento con los segmentos wVy7, wyVy10,
ywVy11. 07.1%8 "E| reordenamiento de wVyB (también conocido como Vy12) 7 es tan excepcional que se usa
raramente en las estrategias de PCR diagnosticas. Los segmentos Vy que se reordenan se pueden subdividir en
aquellos que pertenecen a la familia Vyl (Vyfl: Vy2, Vy3, Vy4, Vy5, wVy7 y Vy8; homologia total >90% y la mayor
entre Vy2 y Vy4 y entre Vy3 y Vy5) y las familias Vy9, wyVy10, wyVy11 de un solo miembro. El locus de TCRG
contiene cinco segmentos Jy: Jy1.1 (JyP1), Jy1.2 (JyP), Jy1. 3 (Jy1) Jy2.1 (JyP2), Jy2.3 (Jy2), de los cuales Jy1.3 y
Jy2.3 son sumamente homodlogos, al igual que Jy1.1y Jy2. 1.

Aunque el repertorio de la linea germinal de TCRG restringido facilita la amplificacion mediante PCR, la diversidad
de unién limitada de los reordenamientos de TCRG complica la distincion entre los productos de PCR clonales y
policlonales. El locus de TCRG no contiene segmentos D, y muestra adiciones de nucledtidos relativamente
limitadas. La longitud de la unién V-J de TCRG, por lo tanto, varia en 20-30 pb, en comparacion con
aproximadamente 60 pb para IGHy TCRD. La capacidad de distinguir los reordenamientos de TCRG clonales de los
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policlonales depende de la complejidad del repertorio policlonal. En general, las poblaciones clonales menores que
usan reordenamientos Vy-Jy frecuentes tales como Vyfl-Jy1.3/2.3 corren el riesgo de perderse entre el repertorio
policlonal, mientras se detectaran combinaciones infrecuentes con una sensibilidad mayor. No obstante, los linfocitos
T policlonales ocasionales que muestran reordenamientos Vy-Jy infrecuentes se pueden confundir con un
reordenamiento clonal, debido a la ausencia de un fondo policlonal para ese tipo de reordenamiento. Una posible
fuente adicional de resultados falsos positivos resulta de la presencia de linfocitos T que expresan TCRyd que
muestran reordenamientos de TCRG "candnicos", que no muestran adiciones de nucleétidos en N. El
reordenamiento de TCRG candnico humano recon00|do mas habltualmente implica los segmentos Vy9-Jy1.2 y se da
en aproximadamente 1% de los linfocitos T de la sangre 1011 Es, por lo tanto, extremadamente importante analizar
los productos de PCR de TCRG mediante el uso de técnicas electroforéticas de alta resolucion o separar los
productos de PCR basandose en criterios distintos del tamafio puramente, para reducir el riesgo de resultados falsos
positivos. También es importante ser consciente del perfil de los reordenamientos candnicos y de las situaciones en
las que se dan mas habitualmente. Los reordenamientos Vy9-Jy1.2 canénicos, por ejemplo, se hallan de forma
predominante en la sangre periférica, y se incrementan en frecuencia con la edad, ya que resultan de la acumulacion
de linfocitos T TCRyd".

A diferencia de TCRD, TCRG no esta suprimido en las células del linaje TCRap. Debido a que los reordenamientos
de TCRG se dan en los precursores de los linajes TCRap y TCRyd, no se puede usar su identificaciéon para la
determinacion del tI?O de linaje de las células T. De forma similar, los reordenamientos de TCRG se dan en 60% de
las LLA de linaje B,™ lo que implica que no se pueden usar para el estudio del linaje de células B frente al linaje de
células T en las proliferaciones inmaduras.

Sin embargo se dan con mucha menor frecuencia en los trastornos linfoproliferativos B maduros, que incluyen la
mayoria de LNH- B,’ y se podrian usar, por lo tanto, combinados con los datos clinicos e inmunofenotipicos para
determinar la implicacion del linaje en los trastornos linfoproliferativos maduros.

El repertorio limitado de la linea germinal permite la determinacion de la utilizacion de los segmentos Vy y Jy,
mediante transferencia Southern o analisis de PCR. La identificacion del uso de Vy y Jy no tiene un interés
puramente académico, ya que la amplificacion especifica es necesaria para el analisis de la ERM."

Los autores de la presente invencién emprendieron el desarrollo de un ndmero minimo de estrategias de TCRG
multiplex que mantendrian una sensibilidad y una informatividad éptimas, minimizarian el riesgo de resultados falsos
positivos y permitirian la identificacion de Vy y Jy simple, que incluye el analisis HD o las estrategias de GS
monofluorescente. Los autores de la presente invencion eligieron incluir cebadores Vy que detectaban todos los
segmentos que se reordenaban distintos de wVyB (yVy12), dada su baja frecuencia. Para reducir el riesgo de
identificar en falso reordenamientos canoénicos como productos clonales, los autores de la presente invencion
excluyeron el cebador Jy1.2, ya que raramente esta implicado en las neopIaS|as linfoides y esta asociado
normalmente, aunque no siempre, a un reordenamiento de TCRG en el otro alelo.”

Diseno de cebadores

Los autores de la presente invencion desarrollaron inicialmente 3 cebadores Vy y 2 Jy, para usarlos en dos
reacciones multiplex, como sigue: un tubo con Jy1.3/2.3 con Vy9 especifico (160-190 pb), Vyfl consenso (200-230
pb) y Vy10/11 consenso (220-250 pb) y un segundo tubo con Jy1.1/2.1 con Vy9 especifico (190-220 pb), Vyfl
consenso (230-260 pb) y Vy10/11 consenso (250-280 pb). El uso de Vy se iba a identificar por el tamafio de los
productos de PCR mediante analisis HD. No se intenté una distincion entre Jy1.3 y Jy2.3 o Jy1.1 y Jy2.1.

Resultados de la fase de ensayo inicial

Aunque todas las combinaciones Vy-Jy proporcionaron los perfiles esperados en una amplificaciéon de PCR simple,
la amplificacion multiplex condujo a la competicion de productos de PCR mayores, con la amplificaciéon preferente de
fragmentos mas pequefios, y el fracaso para detectar ciertos reordenamientos Vyfl y Vy10/11. Esto se complic
adicionalmente por la formacion significativa de dimeros de cebadores entre los cebadores Vy10/11 consenso y los
cebadores Vyfl. La competicion entre los fragmentos de diferentes tamarfios y la formacion de dimeros de los
cebadores condujo a una sensibilidad e informatividad insatisfactorias, y por lo tanto se abandono esta estrategia.

Los autores de la presente invencién razonaron que la competicién se minimizaria separando los cebadores Vy
usados mas habitualmente (Vyfl y Vy9) y combinandolos con cebadores especificos Vy10 y Vy11, respectivamente.
Estos ultimos reordenamientos se usan de manera infrecuente, y por lo tanto minimizan la competicion por los
repertorios predominantes. El cebador consenso Vy10/11 se sustituyd, por lo tanto, por dos cebadores Vy
especificos que generaron productos de PCR mas pequefios (Figura 8B). Mezclando Jy1.3/2.3 y Jy1.1/2.1 fue
posible mantener un multiplex de dos tubos que permite la identificacion aproximada basandose en el tamafio de los
productos del uso de Vy mediante analisis HD y del uso de Jy y Vy mediante analisis GS.

El conjunto aprobado de tubos de PCR de TCRG multiplex con cuatro cebadores Vy y dos cebadores Jy incluye
(Figura 8B):
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Tubo A: Vyfl + Vy10 + Jy1.1/2.1 + Jy1.3/2.3
Tubo B: VW9 + Vy11 + Jy1.1/2.1 + Jy1.3/2.3

La posicién y la secuencia de los cebadores se muestra en la Figura 8B. Estos cebadores proporcionaron una
amplificacion satisfactoria en los formatos de PCR simple y multiplex, y permitieron la deteccién de practicamente
todas las combinaciones Vy-Jy conocidas. No se observd mas la competicion de fragmentos de PCR mayores,
aunque no se puede excluir que se pueda dar cierta competicién de reordenamientos de Vy9 o Vyfl si éstos estan
presentes en una poblacién minoritaria.

La sensibilidad de la deteccion varié entre 1% y 10%, en funcion de la complejidad del repertorio policlonal y de la
posicion del reordenamiento clonal respecto del pico Gaussiano policlonal.114 La interpretacion de los
reordenamientos de wVy11 puede ser dificil, ya que el repertorio normal esta extremadamente limitado, y ya que
estos reordenamientos primitivos estan presentes a menudo en los subclones.

Debido a que el segmento Vy4 es aproximadamente 40 pb mas largo que los otros miembros de Vyfl y que los
reordenamientos de Vy4 son relativamente habituales en las células linfoides tanto fisioldgicas como patoldgicas, el
repertorio policlonal puede estar sesgado hacia fragmentos de tamafios mayores, y los reordenamientos Vy4-
Jy1.3/2.3 clonales se podrian confundir teéricamente con los reordenamientos Vyfl-Jy1.1/2.1. La proximidad de los
diferentes repertorios hace también la identificacion de Vy y Jy mucho mas fiable si se usan cebadores Jy marcados
de forma diferencial. Por ejemplo, se analiz6 el uso de un Jy1.1/2.1 marcado con TET y un Jy1.3/2.3 marcado con
FAM en un unico centro, y se demostré que proporcionaba resultados satisfactorios (Figura 13B). Es posible, sin
embargo, estimar el uso de Vy y Jy tras el analisis GS basandose solamente en el tamafo (Figuras 8C y D).

Resultados de la fase de ensayo general

Dado el repertorio de TCRG de la linea germinal limitado y la diversidad de unién limitada, los linfocitos T reactivos
que han experimentado reordenamientos de TCRG mediante el uso de un unico segmento Vy y Jy con las
secuencias CDR3 variables que tienen una longitud uniforme, migraran en forma de una poblacién aparentemente
clonal mediante analisis GS. La formacion de HD dispersara estos reordenamientos mas facilmente, y por lo tanto
evitara su interpretacion errénea como prueba de la clonalidad linfoide. En contraste, el analisis GS proporciona una
resolucion y sensibilidad mejoradas en comparacién con el analisis HD. Por estas razones, el estudio 6ptimo de los
reordenamientos de TCRG requiere tanto el analisis HD como el analisis GS. Si esto no es posible, probablemente
es preferible el andlisis HD solamente, ya que podria estar asociado a un riesgo de resultados falsos negativos,
mientras el analisis GS solo incrementara los resultados falsos positivos.

De los 18 reordenamientos de TCRG detectados mediante transferencia Southern en los 90 casos, 16 se detectaron
también mediante PCR. El reordenamiento Vyfl-Jy1.3/2.3 menor detectado mediante transferencia Southern en el
caso oligoclonal de NL-1 se detecté solamente mediante PCR en una proporciéon de laboratorios que realizaban el
analisis GS. Se descubrié que un reordenamiento Vy9-Jy1.3/2.3 importante detectado en GBS-6 fue policlonal
mediante HD y GS en todos los laboratorios y, como tal, probablemente representa un resultado falso negativo.

La comparacion de la identificacion de alelos demostrdé que, para todos los alelos identificados mediante
transferencia Southern, la identificacion de Vy y Jy mediante PCR basandose en el tamafio proporcioné resultados
concordantes. Se detectaron siete reordenamientos mediante transferencia Southern, pero no fue posible la
identificacion precisa de los alelos. Seis de éstos se debieron al uso de Jy1.1/2.1, lo que sugiere que la PCR permite
la deteccion preferente de este tipo de reordenamiento.

Se consideré que setenta y dos muestras eran policlonales mediante transferencia Southern. Dieciséis (22%) de
éstas mostraron un total de 24 reordenamientos mediante PCR de TCRG. De éstas, 13 (81%) fueron proliferaciones
linfoides B. Dieciséis de los 24 reordenamientos clonales fueron menores, y solamente 15 se detectaron mediante
GS en la mayoria de los laboratorios. Merece la pena indicar que, de estos reordenamientos menores, nueve (39%)
implicaron el segmento wVy10 y ocho (33%) Vy9. No se detectaron reordenamientos de yVy11. No se detectaron
reordenamientos de wVy10 mediante el analisis de transferencia Southern. La PCR, por lo tanto, permiti6 una
deteccion mas sensible de los reordenamientos de wVy10 clonales menores, en particular mediante el analisis GS.
Es probable que estos reordenamientos representen linfocitos T de un linaje predominantemente TCRap, residuales,
con un repertorio limitado, que pueden estar relacionados o no con el tumor maligno linfoide B subyacente. Estos
picos menores no se deberian interpretar, obviamente, como una prueba de un trastorno de células T clonales.
Acentlan la importancia de entender la naturaleza de los reordenamientos de TCRG antes de usar este locus como
una diana de PCR en el ambito del diagndstico de la clonalidad linfoide. Por lo tanto, también es extremadamente
importante interpretar los resultados del gen TCRG dentro de su contexto clinico.

Conclusién

En conclusion, los dos tubos multiplex de TCRG permiten la deteccion de la gran mayoria de reordenamientos de
TCRG clonales. El riesgo potencial de resultados falsos positivos debido a la sobreinterpretacion de picos clonales
menores se puede minimizar mediante el uso combinado del analisis de heteroduplex y el analisis GeneScanning e
interpretando los resultados dentro de su contexto clinico, en particular cuando la clonalidad aparente implica los
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segmentos wVy10 y wVy11. Se deberia estudiar el mérito relativo del analisis de TCRG en comparacion con el
analisis de TCRB en el futuro para la deteccién de trastornos linfoproliferativos T clonales. Es probable que
representen estrategias complementarias.

Ejemplo 7. Reordenamientos del gen TCRD: V3-D&-J5, D-Dd, V&-D&, y D-J6
Antecedentes

El locus del gen TCRD humano esta localizado en el cromosoma 14g11.2 entre los segmentos génicos Va y Ja. La
parte principal del locus de TCRD (D-J5-Cd) esta flanqueada por elementos de delecion de TCRD, wJa y OREC de
forma que el reordenamiento de los elementos de delecion entre si o el reordenamiento de los segmentos génicos
Va a Ja provoca la delecion del locus del gen TCRD intermedio (Figura 9A). El locus de TCRD codificado por la linea
germlnal consiste en los segmentos génicos 8V, 4Jd, y 3DJ, de los cuales aI menos cinco de los ocho segmentos
génicos VO se pueden reordenar también con los segmentos génicos Ja."® También se pueden utilizar otros
segmentos génicos Va en los reordenamientos del gen TCRD en casos poco frecuentes. La nomenclatura WHO-
wis™ para los segmentos génicos de TCR usa un sistema de numeracion diferente para los genes V usados
principalmente o exclusivamente en las cadenas TCRd del que se puede utilizar en cualquiera de las cadenas TCRa
o TCR®d. Asi, TCRDV101S1 (Vd1), TCRDV102S1 (Vd2) y TCRDV103S1 (Vd3) se usan casi exclusivamente en los
reordenamientos de TCRD, mientras TCRADV6S1 (Vd4), TCRADV21S1 (Vd5) y TCRADV17S1 (V06) se pueden
usar en las cadenas TCRd o a. TCRADV28S1 (V&7) y TCRADV14S1 (V&8) se usan de manera muy poco frecuente
en los reordenamientos de TCRD.

El repertorio codificado por la linea germinal de las células T TCRyd" es pequefio en comparacién con el de las
células T TCRap’, y el repertorio combinatorio es atin mas limitado debido a la recombinacién preferente en células
T TCRy3" de sangre periférica y timocitos. En el nacimiento, el repertorio de células T TCRyd" de sangre de cordén
es amplio, sin ninguna restriccion aparente o expre3|on preferida de combinaciones Vy/Vd particulares. Durante la
infancia, sin embargo, el repertorio de células T TCRyd" de sangre periférica se perfila extraordinariamente de forma
que las células Vy9/Vd2 predominan claramente en los adultos."” Los estudios han demostrado que los repertorios
Vo1y Vo2 se limitan con la edad, lo que conduce a la aparicion de células V&1+ y V&2+ oligoclonales en la sangre y
el intestino."*® Las células T TCRyd" estan distribuidas de manera uniforme por todos los tejidos linfoides humanos,
pero existe una expresion preferente de segmentos V& particulares en las localizaciones anatdmicas especificadas.
De manera notable, la mayoria de células T TCRyd intraepiteliales que se dan en el intestino delgado y el colon
expresan V31. De manera similar, las células T TCRyd" de bazo normal expresan V&1, pero las células T TCRyd" de
la piel expresan el gen Vd2.

Aunque el pequefio nimero de segmentos génicos V, D y J disponibles para la recombinacion limita la diversidad
combinatoria potencial, la diversidad de CDR3 o de unién es extensa debido a la adicion de las regiones N, las
regiones P y la delecion aleatoria de nucleétidos por las recombinasas. Esta diversidad se amplia también por la
recombinacion de hasta tres segmentos D9, y por lo tanto hasta cuatro regiones N dentro del locus de TCRD
reordenado. Esta diversidad de la linea germinal limitada codificada en el locus de TCRD junto con la diversidad de
union extensa da como resultado una diana util para el andlisis de PCR, y se han usado los sucesos de
recombinacién de TCRD exhaustivamente como marcadores clonales en la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de
células Ty B. 19120 £ |ocus de TCRD es el primero de todos los locus de TCR en reordenarse durante la ontogenia
de las células T. El primer suceso es un reordenamiento D32-D&3, seguido por un reordenamiento V32-(D&1-Dd2)-
D&3, y finalmente un reordenamiento V3-D&-J5. Los reordenamientos inmaduros (V52-D&3 o D52-Dd3) se dan en el
70% de LLA de células B precursoras (y por lo tanto no estan limitados a un linaje) ® ala vez que existe un
predominio de los reordenamlentos maduros que comprenden los D52-J61 incompletos y V61, V52, V&3 a Jd1
completos hallados en LLA- T.2121 pAsi, se pueden usar conjuntos de cebadores especificos para |dent|f|car los
diferentes tipos de reordenamientos completos e incompletos que corresponden a los diferentes tipos de LLA."

Las LLA-T TCRyd" forman un subgrupo relativamente pequefio de LLA, que representa 10-15% de LLA-T pero que
constituye todavia solamente 2% de todas las LLA. Los reordenamientos V51-J51 predominan en LLA-T TCRy3'; de
manera interesante, V31 no se halla nunca combinado con los segmentos J& distintos de J&1. 920" Otras
recombinaciones se dan en menos del 25% de los alelos. Ademas, las cadenas V31-J01-Cd estan casi siempre
unidas por puentes disulfuro a las familias génicas Vyl o Vyll recombinadas con Jy2.3-Cy2. Tal uso de los genes es
coherente con el origen timico inmaduro de estas células leucémicas.

La mayoria de linfomas de células T expresan TCRaf3, mientras la minoria expresa TCRyd y comprende varias
entidades diferentes. Los linfomas de células T periféricas (LCTP) que expresan TCRyd comprenden 8-13% de
todos los LCTP, y se han documentado recombinaciones V51-J61 asi como otras recombinaciones V& a Jo1. 123124
El linfoma de células T yd hepatoesplénico procede de las células T TCRyd esplénicas que expresan normalmente
V&1. Es una entidad poco comun que exhibe caracteristicas clinicopatoldgicas dlstlntlvas y el analisis del uso de
genes ha indicado reordenamientos V51-J81 clonales asociados con estos linfomas.'*® Ademas, el tipo infrecuente
de linfomas de células T TCRyd" cutaneas expresa V52, y por lo tanto parece representar una expansion clonal de
células T TCRyd" que residen normalmente en la plel ® Otras prohferacmnes de TCRyd clonales incluyen las
proliferaciones de linfocitos granulares grandes (LGL) CD3+ TCRy6 que comprenden aproximadamente 5% de
todas las LGL CD3" y a menudo muestran reordenamientos V51-J51."%
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El desarrollo de anticuerpos monoclonales hacia las regiones marco de TCRyd y mas recientemente hacia
segmentos génicos V& especificos ha ayudado a identificar las poblaciones de células T TCRy3" mediante analisis
de citometria de qujo,15 pero todavia son necesarios estudios de clonalidad mediante PCR para identificar si estas
poblaciones representan expansiones clonales o policlonales.128

Diseno de cebadores

Los segmentos génicos de TCRD, que consisten en ocho segmentos génicos V9, cuatro Jo y tres D3, muestran
poca o ninguna homologia entre si, y asi se disefiaron cebadores especificos de segmento que no mostrarian
renaturalizacion cruzada con otros segmentos génicos. El uso de los segmentos génicos V37 y V&8 se considerd
demasiado infrecuente para justificar la inclusion de los cebadores de estos segmentos y asi, siguiendo las
directrices generales para el disefio de cebadores, se disefid un total de 16 cebadores: 6 V5, 4 Joy 5'y 3' de los 3
segmentos génicos DS (Figura 9B). Todos los cebadores se disefiaron para PCR multiplex juntos en cualquier
combinacion, pero en principio se planed tener un tubo (A) con todos los cebadores V y todos los cebadores J que
amplificarian todos los reordenamientos V(D)J completos y un segundo tubo (B) con cebadores V52, D52-5', D&3-3'
y JB1 para amplificar los principales reordenamientos parciales (V52-D33, D52-D&3 y D82-J61). En conjunto, estos
tubos deberian amplificar 95% de los reordenamientos conocidos. Los otros cebadores (Dd1-5', D63-5', D51-3' y
Dd2-3') se podrian usar para amplificar otros reordenamientos D&-J5, V8-Dd o D&-Dg, pero siempre se pretenderia
que fueran opcionales.

Resultados de la fase de ensayo inicial

Todas las combinaciones de pares de cebadores se analizaron mediante el uso de ADN policlonal (amigdala y
MNC). La mayoria de ellas proporcionaron productos del tamafio esperado, pero algunas (Dd1-5', D51-3' y D52-3")
no proporcionaron un producto visible combinadas con cualquier otro cebador. Es probable que los reordenamientos
que implican las regiones de estos cebadores sean extremadamente infrecuentes, asi que éstos, y D33-5', se
excluyeron de los ensayos posteriores. Se analizaron casos clonales en busca de los seis reordenamientos
principales (V51-J61, V82-J61, V&3-J61, D52-Dd3, V62-Dd3 y D&2-J61) inicialmente en una PCR monoplex y
después en los tubos A y B multiplex (véase lo anterior). Las diluciones seriadas del ADN clonal en ADN policlonal
(amigdala o MNC) mostraron sensibilidades de deteccion de al menos 5% en todos los casos. Sin embargo, en los
casos clonales con reordenamientos bialélicos, que se detectaron claramente en reacciones simples de PCR, el
segundo alelo, normalmente mayor, no se pudo amplificar en condiciones mdultiplex. Ademas, se descubrid,
mediante el uso de un grupo diferente de casos clonales, que no se pudieron amplificar varios de los
reordenamientos V52-J61. Posteriormente se identificd un sitio polimérfico en la posicion del cebador V62 original;129
la frecuencia de este polimorfismo en la poblaciéon general es desconocida, y asi se redisefio este cebador hasta una
region nueva del segmento génico V&2, se volvié a someter a ensayo y se descubrié que se amplificaba en todos los
casos. El problema sobre la incapacidad de amplificar el segundo alelo se superé incrementando la concentracién de
MgCl2 de 1,5 mM a 2,0 mM.

Los autores de la presente invencion también sometieron a ensayo la posibilidad de combinar los dos tubos en una
Unica reaccion multiplex. Se sometieron a ensayo doce casos clonales, que tuvieron un total de 21 reordenamientos
génicos entre ellos. Se usd un unico tubo multiplex que contenia 12 cebadores (6 V9, 4 J5, D52-5' y Dd3-3') con
tampon ABI Gold y MgCI2 2,0 mM para amplificar todos los casos. De hecho, se detectaron todos los
reordenamientos génicos con una sensibilidad de 0,5-10% mediante andlisis HD cuando se diluyeron en ADN de
MNC policlonal (Tabla 7). El Unico problema con la combinacion de todos los cebadores de TCRD en un Unico tubo
fue la aparicién de una banda inespecifica de aproximadamente 90 pb en todas las amplificaciones, que no estuvo
presente cuando se usaron los dos tubos multiplex por separado. Debido a que la banda estaba fuera del intervalo
de tamafios de los productos de TCRD y no interfirid con la interpretacion, no se considerd que fuera un problema.

Resultados de la fase de ensayo general

El ensayo de las 90 muestras definidas mediante transferencia Southern en diez laboratorios generd ciertas
cuestiones generales sobre el protocolo de TCRD:

La interpretacion de ciertos resultados de GS fue dificil. Debido al gran intervalo de tamafios de los productos
para el locus de TCRD, no hay una distribucién Gaussiana clasica para las muestras policlonales (véase la
Figura 9C) y esto, unido al uso bajo de TCRD en muchas muestras, significd que en ciertos casos fue dificil
determinar si una muestra era policlonal o clonal. Este mismo problema no surgié con el analisis HD, y asi la
recomendacion es que solamente se deberia usar el analisis GS para TCRD con un gran cuidado y el
conocimiento de los problemas potenciales.

La banda inespecifica de 90 pb fue bastante intensa en ciertos laboratorios, pero menor en otros. Pareci6 ser mas
débil cuando se usé el tampodn Il en vez del tampdn Gold (confirmado por los ensayos posteriores) y es también
sensible a la concentracion de MgCI2, y se hace mas intensa a medida que se incrementa la concentracion de
MgCI2. Este producto se ha secuenciado y se ha descubierto que es un gen no relacionado mediante la utilizacion
de los cebadores D82 y J&3.

Los resultados del ensayo general de las 90 muestras definidas mediante transferencia Southern demostraron que la
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concordancia global de todos los grupos de PCR que realizaron el ensayo fue muy elevada (95%). De los 90 casos,
seis fueron positivos mediante transferencia Southern para los reordenamientos clonales de TCRD, cinco de los
cuales se descubrié que eran clonales mediante PCR. Todos los laboratorios descubrieron que el caso restante (DE-
10, una LLA-T con una carga tumoral elevada) era policlonal. De los 84 casos negativos mediante transferencia
Southern, se descubrié que 75 eran policlonales mediante PCR, se descubrié que cuatro eran clonales y los cinco
casos restantes mostraron discordancias entre los resultados mediante GS y HD. De los casos clonales, dos (DE-2 y
GBS-9) fueron LNH-B ricas en T con una carga tumoral presumiblemente baja, y asi los resultados pueden reflejar la
sensibilidad mas alta de la PCR sobre la transferencia Southern. Los otros dos casos clonales (GBS-15 y ES-7)
tuvieron una carga tumoral elevada. De los cinco casos, que mostraron discrepancias entre los resultados de GS y
HD, uno (NL-1) fue un caso oligoclonal dificil, que caus6 problemas para otros diversos loci. Se descubrié que los
cuatro restantes eran policlonales mediante HD y clonales mediante GS. En tres de los casos (NL-13, N-15 y NL-18)
esto puede reflejar la sensibilidad mayor del analisis GS sobre el analisis HD, pero el caso restante (PT-1, un nédulo
linfatico reactivo) se puede atribuir a la "pseudoclonalidad” en el analisis GS debido al repertorio limitado del uso de
TCRD en ciertas muestras.

Conclusién

En conclusion, el protocolo recomendado para la deteccion de los reordenamientos del gen TCRD es un analisis de
un unico tubo que contiene 12 cebadores para la deteccion de los principales reordenamientos V3(D)Jo, V8-Dd, D&-
D3 y Dd-J& mediante el uso de tampon Il y MgClI2 2,0 mM para asegurar la maxima especificidad y deteccion. El
método de analisis preferido es HD, pero se puede usar GS con cuidado si se tienen en cuenta los problemas de
pseudoclonalidad provocados por el uso limitado de TCRD en ciertas muestras. Sin embargo, el uso del analisis
GeneScanning multicolor (véase la Figura 13C) puede ser util en el reconocimiento rapido de los diferentes tipos de
reordenamientos del gen TCRD completos e incompletos en los diferentes tipos de LLA. Con estas limitaciones en
mente, TCRD puede ser, no obstante, una diana valioso para las leucemias de células T mas inmaduras, asi como
para las proliferaciones de células T TCRyd".

Ejemplo 8. t(11;14) con reordenamiento BCL1-IGH
Antecedentes

La t(11;14)(q13;932) es caracteristica del linfoma de las células del manto (LCM) debido a que esta translocacion
reciproca citogenética se ha observado en 60-70% de casos de LCM y solamente de manera esporadica en otros
LNH de células B." La regién de rotura fue clonada originariamente por Tsujimoto et al (1983) y denominada region
BCL1.™" Sin embargo, solamente en unos casos con una t(11;14) citogenética se identifico un punto de rotura
gendmico en la region BCL1. Mediante el uso de FISH de fibras y en interfase con sondas que cubren la region
11913-BCL1 de aproximadamente 750 kb, en casi todas las LCM (33 de 34) se observo un funto de rotura, y todos
los puntos de rotura estaban limitados en una region de 360 kb en 5' del gen D1 de ciclina."*®"3* En casi la mitad de
los casos de LCM (41%), los puntos de rotura estuvieron agrupados dentro de una region de 85 pb que se denomino
region de agrupamiento principal de translocaciones, BCL1-MTC."%"31% En |a mayoria de los casos de LCM, si no
en todos, la rotura en el locus de /GH localizada en 14932 implica los genes JH que yuxtaponen el potenciador IGH-
Ep en las secuencias del cromosoma 11q13 y por lo tanto dan como resultado la activacion transcripcional del gen
de ciclina D1."° La ciclina D1 junto con CDK4 fosforila (e inactiva) pRB y permite la progresién por la fase G1 del
ciclo celular. Debido a que la ciclina D1 es silenciosa en los linfocitos B y en LNH de células B distinto de LCM, y la
presencia de esta translocacion se correlaciona bien con la expresion de la ciclina D1, se considera que este gen es
la diana bioldgica relevante en LCM."* La expresién de la ciclina D1 y/o la presencia de t(11;14)(q13;32) se usa
como una herramienta adicional en el diagndstico diferencial de LNH.? La estrategia de deteccion de referencia para
la presencia de t(11;14) que identificara casi todos los puntos de rotura es la FISH en interfase mediante el uso de
sondas flanqueantes del punto de rotura en material reciente o congeladom, asi como en muestras archivadas."’
Sin embargo, podria ser util una estrategia de deteccion basada en PCR para t(11;14), p. €j., para el control de la
enfermedad residual. Muchos grupos han desarrollado analisis basados en PCR para detectar los puntos de rotura
BCL1/JH, en general mediante el uso de un cebador JH consenso combinado con cebadores de la region BCL1-
MTC que estaban todos localizados en una regién de 392 pb.*** Las roturas dentro de la region BCL1-MTC se
pueden dar hasta 2 kb aguas abajo de la regién MTC, pero la mayoria de los puntos de rotura estan muy agrugados
dentro de un segmento de 85 pb, inmediatamente aguas abajo del cebador mas 3' referido ("cebador B" en 4’13'4).
Debido a que las roturas en esta region BCL71-MTC suponen solamente parte de los puntos de rotura de la region
11913-BCL1 en los casos de LCM (41%), la estrategia basada en PCR para t(11;14) reduce seriamente la capacidad
de diagndstico con una tasa elevada de resultados falsos negativos en comparacion con FISH.

Se ha informado también de que t(11;14)(q13;932) se observa en otras enfermedades proliferativas de células B
tales como mieloma mdiltiple (20%), SLVL (30%), LPL-B (33%) y LLC-B (8%)."**"**"*® Una razén para la presencia
de t(11;14) en LLC-B en ciertos estudios podria ser debida a la clasificacion incorrecta de LLC-B."*°Enel mieloma,
los puntos de rotura son bastante diferentes de los de LCM debido a que (i) la frecuencia es mucho menor; (ii) la
mayoria de las roturas implican sitios de recombinacion de cambio de clase; y (i) aunque todos los casos sometidos
a ensayo estan localizados en la misma regiéon de BCL1 de 360 kb, no parece haber un agrupamiento preferente
dentro de la region BCL1-MTC. Por otra parte, en todos los casos con una rotura esta activado el gen de ciclina D1.
Es de destacar, en un subgrupo de mielomas multiples con un myeou con rotura modificada de IGH, que esta
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implicada una region adicional en la region 11q13-BCL1."%®

Diseno de cebadores

Basandose en la localizacién del punto de rotura mas en 5' referido y las secuencias de nucleétidos disponibles de la
region BCL1-MTC (numero de acceso de GenBank S77049), los autores de la presente invencion disefiaron un
Unico cebador BCL1 (5'-GGATAAAGGCGAGGAGCATAA-3') en la region de 472 pb en 5' de este punto de rotura
mediante el uso del programa de disefio de cebadores OLIGO 6.2 respecto del cebador JH consenso.

Resultados de la fase de ensayo inicial

Mediante el uso del cebador JH consenso combinado con el cebador tUnico BCL7-MTC en una pequefia serie de
LCM (n=5) identificada previamente como positiva con una PCR de BCL1/JH interna mediante el uso de un cebador
JH18 consenso (18 nt) similar y 5-GCACTGTCTGGATGCACCGC-3' como cebador BCL1-MTC, los autores de la
presente invencion compararon inicialmente ambos analisis en paralelo. En contraste con el andlisis de los
reordenamientos de los genes de Ig/TCR por medio del analisis GS y/o analisis HD, los productos de la PCR de
BCL1-JH (como para los productos de BCL2-JH) se identifican por medio de una electroforesis en gel de agarosa
usando solamente una tincion de bromuro de etidio. Los resultados de las cinco muestras positivas y las dos
negativas fueron idénticos, excepto en que los productos de PCR fueron significativamente mas débiles. Para
determinar si los autores de la presente invencion podria incrementar la sensibilidad de la PCR, los autores de la
presente invencion determinaron el efecto de diferentes concentraciones de MgCI2 y cebadores, y diferentes
temperaturas en un aparato de PCR Stratagene-Robocycler (todas las demas PCR se llevaron a cabo en ABI-480 o
ABI-9700). Lo mas intrigante fue la variacion debida a pequefios cambios en la concentracion de MgCI2. A 2,0 mM
se hizo evidente un producto inespecifico débil de 550 pb, mientras a 2,5 mM y mas este producto inespecifico fue
muy prominente en todos los ADN, lo que incluye los controles de ADN que no eran moldes. A concentraciones
menores (menores de 1,5 mM) no se observaron fragmentos inespecificos, pero los productos especificos
esperados fueron muy débiles.

Las hibridaciones con una oligo-sonda interna de BCL1-MTC (5-ACCGAATATGCAGTGCAGC-3') no mostraron
hibridaciéon con este producto de 550 pb. Las PCR con cada uno de los cebadores por separado revelaron que el
producto de 550 pb se podia generar mediante el uso del cebador consenso JH solamente. En ciertos casos de
LCM, ademas de los productos de PCR que oscilaban en 150-350 pb (Figura 10B), podrian ser evidentes productos
de PCR especificos mayores debido a la renaturahzamon del cebador JH consenso con segmentos JH5 y JH6 aguas
abajo tal como se describid para BCL2/JH."° A partir de la fase de ensayo inicial, las condiciones de PCR mas
optimas para la PCR de BCL1-MTC/JH fueron: temperatura de renaturalizacion de 60°C, MgCI2 2,0 mM y 10 pmol
de cada cebador (para 35 ciclos de PCR en el ABI 9700).

Para determinar la especificidad de la PCR en una serie mayor de casos, se llevo a cabo la PCR de BCL1-MTC/JH
en tres laboratorios con ADN de un total de 25 casos de LCM que se identificaron previamente como positivos
mediante PCR de BCL1/JH interna, y de 18 controles negativos. Ninguno de los casos negativos revel6 un producto
de PCR, mientras 22 de 25 casos positivos mostraron productos del tamafo esperado. En los tres casos que no
revelaron un producto en el gel de agarosa, se detecté un producto con GS, lo que sugiere que la sensibilidad es
menor cuando se compara con la PCR interna.

La sensibilidad de la PCR se determiné ampllflcando diluciones de ADN de una LCM en ADN de amigdala normal.
Se observé una sensibilidad de entre 107 y 10 en el gel de agarosa mediante el uso de los cebadores de PCR
desarrollados. Una PCR interna llevada a cabo en paralelo con las mismas muestras fue al menos 10x mas sensible.
Las hibridaciones con la oligo-sonda de BCL1-MTC interna revelaron una sensibilidad 10-100x mayor de ambas
PCR. Se usan diluciones con ADN de una, linea celular JVM2 establecida (disponible de DSMZ; http://www.dsmz.de)
con un punto de rotura BCL1- MTC/JH4%* como control positivo estandar. Como control negativo, se podria usar
tejido de amigdala normal o células de sangre periférica, pero casi cualqwer LNH de células B que no sea LCM
deberia ser adecuado debido a la frecuencia muy baja de estas anomalias.

Resultados de la fase de ensayo general

Para estudiar las variaciones entre laboratorios para la deteccion de los puntos de rotura en la region BCL1-MTC,
diez grupos participaron en el analisis de ADN de una serie de 90 linfoproliferaciones malignas y reactivas definidas
histolégicamente mediante el uso del protocolo de PCR de BCL1-MTC/JH. Todos los casos se definieron por su
estado en los loci de Ig y TCR mediante el uso de técnicas de hibridacion Southern. De los 90 casos, siete se
caracterizaron histolégicamente como LCM. Se demostré que los siete casos de LCM tenian un reordenamiento de
IGH clonal mediante hibridacion Southern. La determinacion de los reordenamientos dentro de la regién de BCL1-
MTC en el cromosoma 1113 mediante hibridacién Southern o FISH no se llevé a cabo en todos los casos. En seis
de los siete casos de LCM, el producto de PCR se identificé en los diez laboratorios. En el caso de LCM NL-15 en
seis de los laboratorios se identificd el producto de PCR esperado de 1,8 kb. Este caso particular porta un punto de
rotura excepcional con un producto de PCR grande poco comun (normalmente oscilan de 150 a 350 pb) y
representa el punto de rotura de BCL1-MTC detectable mas lejano aguas abajo conocido. En dos de los seis
laboratorios, se observo el producto de PCR pero inicialmente se consideré inespecifico debido a su tamafio poco

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2438 782 T3

comun. En ES-4, caracterizado histologicamente como LCM, no se pudo detectar en ninguno de los diez laboratorios
un producto de PCR, lo que sugiere que este caso porta un punto de rotura fuera de BCL1-MTC. Se deberia
subrayar que los casos de LCM presentados en esta serie para la fase de ensayo general fueron seleccionados, y
asi se espera que porten roturas en la region BCL7-MTC con una incidencia superior a la normal. De manera
importante, excepto para un Unico caso (FR-1), en los demas 83 casos que no eran LCM, que incluian 16 casos que
se caracterizaron histolégicamente como LLC-B, no se detecté un producto de PCR de BCL1-MTC/JH en ningun
laboratorio. En el caso FR-1, caracterizado histolégicamente como LLC-B, en tres de los diez laboratorios se
identifico un producto que indicaba que el numero de células con esta rotura era bajo. El estado de /IGH determinado
mediante un analisis de transferencia Southern reveldé que esta muestra estaba compuesta de 90% de células B
clonales, de acuerdo con el examen histolégico. Los analisis de clonalidad de células B basados en PCR para IGH e
IGK (sensibilidad de aproximadamente 1%) revelaron un unico clon, y el analisis de transferencia Southern para IGK
mostré solamente un Unico reordenamiento importante de /IGK. Ademas, el analisis mediante transferencia Northern
de la expresion de la ciclina D1 no mostré expresion en exceso. Todos estos datos indicaron que el nimero muy
pequefio (menos de 1%) de células positivas para t(11;14) representan (i) un subclon derivado de LLC-B, (ii) un
segundo tumor maligno de células B independiente o (iii) células B normales como las descritas para las células B
positivas para t(14;18) en individuos normales.™® sin embargo, con los datos disponibles de este paciente,
actualmente los autores de la presente invencion no pueden distinguir entre estas tres alternativas. En resumen, el
analisis de los diez laboratorios ilustra la elevada especificidad de la estrategia de PCR de BCL1-MTC/JH.

Para determinar la presencia de posibles casos falsos negativos debidos a la relativa baja sensibilidad de la PCR, en
un laboratorio se llevé a cabo la PCR interna descrita previamente (con una sensibilidad aproximadamente 10 veces
mayor) con ADN de los 90 casos, y los productos de PCR de ambos analisis se hibridaron también con una oligo-
sonda de BCL1-MTC interna que incrementa la sensibilidad otras 10-100 veces. Este analisis no revel6 productos de
PCR en otros casos.

Conclusién

Los autores de la presente invencion concluyen también que la sensibilidad de la PCR de BCL1-MTC/JH (entre 10°
y 10*) es lo suficientemente elevada para la deteccion del punto de rotura de BCL1-MTC/JH en el material de
diagndstico. Los resultados de esta aproximacion son muy alentadores, y sugieren que la definicion de las
aproximaciones comunes y de las condiciones de reaccion pueden minimizar los resultados erréneos. No obstante,
se deberia recordar que se detectaran como maximo aproximadamentel 50% de los puntos de rotura de t(11;14) en
LCM, y que para el diagnéstico se recomiendan herramientas de deteccion adicionales.

Ejemplo 9. t(14;18) con reordenamiento BCL2-IGH
Antecedentes

La t(14;18) es una de las anomalias citogenéticas recurrentes mejor caracterizadas en la enfermedad
linfoproliferativa de células B periféricas.141 Es detectable en hasta 90% de los linfomas foliculares y el 20% de los
linfomas de células B grandes, dependiendo del andlisis de diagndstico utilizado."? Como consecuencia de la
translocacion, el gen BCL2 de 18932 se coloca bajo control de los potenciadores intensos del locus de IGH, lo que
da como resultado la desregulacion de su patrén de expresion normal.”*'** BCL2 esta localizado en la membrana
mitocondrial externa y su funcién normal es suscitar antagonismo sobre la apoptosis, y cuando esta desregulado
esta implicado intimamente en la patogénesis del tumor.**"*® Como consecuencia de este papel en la patogénesis,
la t(14;18) proporciona una diana ideal tanto para el diagnéstico como para el control molecular de la enfermedad
residual.

El locus de IGH esta localizado en 14g32.3 con las regiones VH dispuestas en posicion telomérica y las regiones
DH, JH y constantes colocadas en posicion mas centromérica. La orientacion de la transcripcién es desde el
teldmero al centromero con potenciadores localizados 5' de las regiones V entre cada una de las regiones
constantes. La forma mas habitual de la translocacion implica el proceso de recombinacion VDJ, y una de las seis
regiones Jy de la linea germinal esta estrechamente opuesta a BCL2. La mayoria de las estrategias de deteccion
basadas en PCR han utilizado un cebador JH consenso que detectara la mayoria de las translocaciones.**'*® En
contraste con el locus de /IGH, el patrén de las roturas en BCL2 es mas complicado. BCL2 esta localizado en el
cromosoma 18921 y esta orientado 5' a 3' desde el centrémero al teldmero. La mayoria de los puntos de rotura estan
dentro de la MBR de 150 pb localizada en la regién sin traducir 3' del exon 3. Como consecuencia de la
translocacion, el potenciador Sp localizado 3' de las regiones Jy se coloca en estrecha proximidad al gen BCL2, lo
que conduce a su desregulacion. A medida que se han investigado mas translocaciones se ha hecho evidente que
hay otras diversas regiones de puntos de rotura que se deben tener en cuenta para una estrategia de deteccion
mediante PCR eficaz. Colocado a 4 kb aguas abajo de la MBR hay otra regién adicional de punto de rotura, la
subagrupacion 3' MBR, %ue abarca una region de 3,8 kb."®? El mer esta localizado a 20 kb en 3' de la MBR y cubre
una region de 500 pb.'™® Sin embargo, aunque analogo a MBR, el mcr es mas extenso de lo que se previé
inicialmente, y se ha descrito una region de 10 kb aguas arriba del mcr, la subagrupacion 5' mer.**1>® Ademas de
estos puntos de rotura clasicos, se describen varias translocaciones variantes en las que las roturas ocurren 5' de
BCL2."® Estas son, sin embargo, poco frecuentes, y asi no se pueden tener en cuenta al usar una estrategia de
deteccion basada en PCR.
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No existe una Unica estrategia de deteccion de referencia para la tg14;18), y en general se ha usado una
combinacion de métodos citogenéticos y de transferencia Southern.””'® Las estrategias de deteccion mediante
FISH en interfase ofrecen una alternativa aplicable que tiene la posibilidad de hallar mas translocaciones.'® En
contraste, el FISH de fibras basado en ADN ha sido muy informativo para la definicién de translocaciones variantes,
pero es inadecuado para la aplicacién rutinaria.'®® Para los laboratorios de diagnéstico molecular las estrategias de
deteccion basadas en PCR ofrecen resultados rapidos, generalmente son aplicables y se pueden usar para el
control de la enfermedad residual. Sin embargo, los cebadores usados habitualmente se han obtenido de acuerdo
con las necesidades, y no se han disefiado para tener en cuenta la informacion reciente sobre la anatomia molecular
de los puntos de rotura. Como consecuencia, cuando se comparan con las aproximaciones de referencia, las
técnicas basadas en PCR detectan solamente hasta 60% de las translocaciones, lo cual reduce seriamente la
capacidad de diagnédstico de la PCR. La composicion de este porcentaje elevado de resultados falsos negativos es
el problema de los resultados falsos positivos que surgen de la contaminacién de otras muestras y de productos de
PCR amplificados previamente.

Diseno de cebadores

Inicialmente los autores de la presente invenciéon evaluaron un sistema multiplex de dos tubos, un tubo disefiado
para detectar los puntos de rotura dentro de la MBR y un segundo tubo usado para identificar los puntos de rotura
fuera de esta region. La estrategia de MBR contuvo tres cebadores MBR1, MBR2 y el cebador JH consenso. La
segunda reaccion multiplex contuvo cinco cebadores, MCR1, MCR2, 5'mcr, 3' MBR1 y el JH consenso (Figura 11A),
y se disefid para detectar los puntos de rotura dentro de las regiones mcr, 5’'mcry 3' MBR.

Resultados de la fase de ensayo inicial

El estudio de estos cebadores se llevd a cabo en tres laboratorios con ADN procedente de un total de 124 casos de
linfoma folicular que se sabe que portan una t(14; 18). 109 casos (88%) se identificaron con una fusién BCL2-IGH,
83/124 (67%) fueron positivos mediante el uso de MBR mliltiplex y 26/124 (21%) fueron positivos mediante el uso de
la estrategia multiplex que no era de MBR. En 15/124 (12%) casos no hubo productos de PCR amplificables. El
examen adicional de los casos identificados con la estrategia multiplex que no era de MBR demostré que 11 (9%)
tenian un punto de rotura dentro de mcr, cinco casos (4%) dentro de 5'mcr y 10/124 (8%) dentro de 3'MBR.

Para investigar adicionalmente el valor de este conjunto de cebadores para la detecciéon de los puntos de rotura
dentro de las regiones de sub-agrupaciones 5'mcr y 3'MBR se analizé una serie de 32 casos de linfomas foliculares
positivos para t(14;18) que se sabia que eran de la linea germinal en la MBR y mcr mediante hibridacién Southern
en un laboratorio. Cinco de los casos tuvieron puntos de rotura dentro de 5'mcr (260-490 pb) y se amplificaron
mediante el uso del cebador de 5'mcr aislado y con la reaccién multiplex. Ninguno de los casos restantes mostré un
resultado positivo. De la serie de 32 casos, ya se sabia que nueve tenian puntos de rotura dentro de la region
3'MBR, y la aproximacién multiplex fue capaz de detectar 5/9 de estos casos.

Para mejorar la sensibilidad del analisis dentro de esta region se disefiaron tres cebadores adicionales que
abarcaban la region de la sub-agrupacion de 3'MBR; 3'MBR2, 3'MBR3 y 3'MBR4 y se combinaron con 3'MBR1 y el
JH consenso en una reaccion multiplex adicional; 3'MBR multiplex (Figura 11). Esta nueva aproximacion confirmé
que ocho de los 32 casos fueron positivos, pero no detecté el noveno caso. Los cebadores se usaron después de
manera individual, y en este experimento 11 de los 32 casos fueron positivos. Los puntos de rotura se distribuyeron
como sigue; 2/11 casos tuvieron un punto de rotura presente entre los cebadores 3'MBR1 y 3'MBR2, 3/11 casos
entre los cebadores 3'MBR2 y 3'MBRS3, 2/11 casos entre los cebadores 3'MBR3 y 3'MBR4, y los cuatro casos
restantes se amplificaron mediante el uso del cebador 3'MBR4 y estuvieron distribuidos a 200-1000 pb en 3' de este
cebador. En esta serie de casos hubo tres resultados falsos negativos mediante el uso del multiplex de 3'MBR. Uno
de los casos fue un falso negativo auténtico en el que la rotura ocurrié en mitad de 3'MBR, en la proximidad de una
secuencia de repeticiones Alu. La translocacion se detecté mediante el uso del cebador 3'MBR3 cuando se usé de
manera aislada y se generd un producto de 450 pb, lo que sugiere una sensibilidad reducida del multiplex. Los dos
casos falsos negativos restantes generaron productos mayores de 1000 pb con el cebador 3'MBR4, lo que les
colocé en la 3'MBR lejana no cubierta completamente por esta aproximacion. Se ha conseguido una mejora
adicional de la sensibilidad del analisis con 3'MBR siguiendo la fase de ensayo general de este estudio. La
sustitucion del cebador 3'MBR3 con un nuevo cebador aguas abajo 5-GGTGACAGAGCAAAACATGAACA-3' (véase
la Figura 11A) mejord significativamente tanto la sensibilidad como la especificidad del analisis con 3'MBR.

Basandose en esto, se incorporé la multiplex de 3'MBR a la estrategia de diagnéstico. El analisis de los casos
definidos mediante transferencia Southern, por lo tanto, se llevd a cabo mediante el uso del sistema multiplex de tres
tubos presentado en la Figura 11A.

Resultados de la fase de ensayo general

Las variaciones entre los laboratorios estan presentes de manera significativa en las estrategias de PCR de
diagndstico. Para estudiar esto, 11 grupos participaron en un ejercicio de control de calidad externo exhaustivo. Se
extrajo ADN de una serie de 90 linfoproliferaciones malignas y reactivas definidas histolégicamente y se analizaron
mediante el uso del protocolo multiplex de t(14;18) (Figuras 11B, C, y D). Todos los casos se definieron por su
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estado en los loci de Ig y TCR mediante el uso de técnicas de hibridaciéon Southern. La confirmacion cariotipica de la
t(14;18) no estuvo disponible para esta serie. Por lo tanto, los autores de la presente invenciéon adoptaron una
aproximacion que requeria una concordancia mayor del 70% entre los miembros de la red para la aceptacion de la
t(14;18). De los 90 casos, 11 se caracterizaron histolégicamente como linfoma folicular. Se demostré que 11 casos
tenian un reordenamiento de /GH clonal mediante hibridacion Southern. También se llevo a cabo el estudio de los
reordenamientos dentro del gen BCL2 mediante hibridacion Southern usando sondas especificas para MBR, mcr y
3'MBR en 10/11 casos. 4/10 casos mostraron un reordenamiento dentro de la MBR que fue coherente con el
resultado de la PCR. Un Unico caso, GBS-7, mostré ser positivo para multiplex de mcr, no proporcioné un resultado
de SB concluyente con la sonda de mcr. Inmunofenotipicamente, este caso mostré dos poblaciones clonales
diferentes, que representaban aproximadamente 5% y 15% del material de diagnodstico original. La discrepancia
entre las dos técnicas en este caso representa probablemente la sensibilidad reducida de SB en comparacién con
PCR. No hubo pruebas de un reordenamiento de 3'MBR en ninguno de los casos restantes mediante SB.

De los seis casos de LCF negativos mediante SB, un unico caso, ES-7, mostré una t(14;18) mediante el uso de
multiplex de MBR. 5/11 casos de LCF no mostraron evidencia de una t(14;18) mediante SB o PCR. Se detectd una
t(14;18) en dos casos adicionales mediante PCR; FR-6, un caso de LDCBG, mostré un punto de rotura en MBR y
fue identificado por los 11 laboratorios, y este hallazqo es compatible con los estudios previos que habian detectado
una t(14; 18) en 20-40% de los casos de LDCBG."®""%2 Mediante el uso del multiplex de 3'MBR, 10/11 laboratorios
informaron de un resultado positivo para la muestra ES-12, que fue un caso de enfermedad de Hodgkin que contenia
muy pocas células B. Es dificil explicar este resultado en ausencia de un reordenamiento de /IGH mediante
transferencia Southern. La contaminacion o el marcaje incorrecto de la muestra en la fuente es la explicacion mas
probable.

Globalmente hubo una concordancia excelente en toda la red, aunque se encontré un pequefio numero de
resultados tanto falsos positivos como falsos negativos. En total, se identificaron 12 resultados falsos positivos, que
representaban menos de 0,4% (12/3036) del nimero total de analisis. Estos fueron referidos por cinco laboratorios, e
implicaron seis de las muestras. La mayoria de los falsos positivos (9/12) se hallaron en tres casos. Tres laboratorios
informaron sobre cinco resultados falsos negativos, que representaban una tasa de error de 6% (5/88), ES-7 no fue
detectado por dos laboratorios, otros tres grupos de la red comentaron que este caso habia mostrado sefiales de
amplificacion débiles con la multiplex de MBR. Los tres casos falsos negativos restantes fueron referidos
aisladamente por laboratorios individuales. Los resultados de los diagndsticos mediante el uso de esta aproximacion
son muy esperanzadores, y sugieren que la definicion de las aproximaciones y condiciones comunes de reaccion
puede minimizar los resultados erréneos.

Conclusién

En conclusion, se ha disefiado y estudiado una PCR muiltiplex sélida de tres tubos para maximizar la deteccion de la
t(14;18). Esta estrategia es capaz de amplificar a través de la regién del punto de rotura en la mayoria de los casos
de LCF con una translocacion definida citogenéticamente. Aunque la sensibilidad de esta estrategia es menor que la
de las aproximaciones de PCR simples o anidadas convencionales, todavia es perfectamente aceptable para los
procedimientos de diagndstico. La adopcion extendida de los reactivos y las metodologias estandar ha ayudado a
minimizar los resultados inexactos dentro de esta gran red multicéntrica. Sin embargo, es digno de mencion a partir
de la fase de ensayo general de este estudio que es imposible detectar una t(14;18) en todos los casos. Esto se ve
influido ciertamente por mecanismos moleculares adicionales capaces de desregular el gen BCL2.'%3154

Ejemplo 10: Uso de ADN extraido de biopsias de tejidos incluidos en parafina y desarrollo del conjunto de cebadores
de genes de control

Antecedentes

Se considera que el tejido reciente/congelado es el tipo de muestra ideal para la extraccion de ADN para el uso en el
analisis de la clonalidad basado en PCR. Sin embargo, el material reciente/congelado no esta disponible siempre
para los laboratorios de diagnostico, y en muchos laboratorios de toda Europa las muestras de tejidos incluidos en
parafina constituyen la mayoria de las biopsias para diagndstico sometidas a analisis. EIl ADN extraido de este
material incluido en parafina es a menudo de baja calidad, y, asi, es necesario estudiar los protocolos de PCR para
el uso con este tipo de muestras antes de que se puedan usar de manera generalizada en los laboratorios de
diagndstico.

La integridad del ADN extraido de las muestras incluidas en parafina y su amplificacion mediante PCR se ven
afectadas por varios factores tales como el grosor del tejido, el tipo de fijador, el tiempo de fijacién, la duracién del
almacenamiento antes del analisis, los procedimientos de extraccion de ADN y la extraccion simultanea de
inhibidores de PCR.'®>""2 E| fijador mas usado habitualmente es la formalina tamponada neutra al diez por ciento
(NBF al 10%), aunque los laboratorios también usan otros diversos fijadores, que incluyen la formalina sin tamponar
y el fijador de Bouin. El uso de NBF al 10% permite la amplificacion de fragmentos de ADN con un intervalo amplio
de tamafos, mientras que el fijador de Bouin parece ser el menos adecuado para el uso en el analisis mediante
PCR.'67168.171.173 | 5 integridad de los fragmentos del ADN extraidos de las muestras incluidas en parafina depende
también del espacio de tiempo durante el cual se han almacenado los bloques, y los mejores resultados se obtienen
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normalmente a partir de bloques de menos de 2 afios, mientras los bloques de mas de 15 afios tienden a producir
fragmentos muy degradados.174

Diseno de cebadores

Inicialmente, se disefaron cinco pares de cebadores de PCR de genes de control para amplificar productos de
exactamente 100, 200, 400, 600 y 1.000 pb para determinar la calidad del ADN sometido a analisis. Los genes diana
se seleccionaron basandose en que tuvieran exones grandes con marcos de lectura abiertos para reducir el riesgo
de seleccionar regiones polimorficas, y los cebadores se disefiaron para el uso multiplex en los protocolos
normalizados. Se seleccionaron los siguientes genes diana: gen de tromboxano sintasa humana (TBXAS1, Exén 9;
numero de acceso de GenBank D34621), gen activador de la recombinacion humana (RAG1, Ex6n 2; nimero de
acceso de GenBank M29474), gen de dedo de zinc de leucemia promielocitica humana (PLZF, Exén 1; nimero de
acceso de GenBank AF060568), y gen AF4 humano (Exén 3; nimero de acceso de GenBank 283679, y Exén 11;
numero de acceso de GenBank Z83687).

Resultados de la fase de ensayo inicial

Los pares de cebadores se analizaron en reacciones por separado y posteriormente en reacciones multiples
mediante el uso de ADN de peso molecular elevado. Debido al gran intervalo de tamarios de los productos (100 a
1.000 pb), fue necesario variar la proporcion de concentraciones de cebadores para obtener bandas de intensidades
iguales en las reacciones multiplex. Sin embargo, se comprob6 que era extremadamente dificil amplificar todas las
bandas de manera reproducible, y se decidié que el producto de 1.000 pb era probablemente innecesario, ya que
todos los protocolos de PCR de acuerdo con la invencién proporcionan productos de menos de 600 pb. Por lo tanto,
se decidio excluir el producto de 1.000 pb para mejorar la reproducibilidad del analisis. Incrementando la
concentracion de MgClI2 hasta 2 mM y afiadiendo los cebadores en una proporcion 1:1:1:2, fue posible amplificar de
manera reproducible cuatro bandas (100, 200, 400 y 600 pb) de igual intensidad a partir de las muestras de ADN de
peso molecular elevado. Sin embargo, para el ADN extraido a partir de bloques de parafina, se consideré que un
marcador de tamafo extra a 300 pb seria muy informativo, y que el marcador de 600 pb podria ser innecesario.
Mediante el uso de la secuencia génica para el marcador de 1.000 pb (PLZF), se redisefiaron los cebadores para
generar un producto de 300 pb. Estos se analizaron con éxito tanto en 45 reacciones monoplex como en reacciones
multiplex combinando los cebadores de 100, 200, 300, 400 y 600 pb (véase la Figura 12A).

Asi, estan disponibles dos conjuntos de cebadores para determinar la calidad del ADN para la amplificacion: Los
cebadores de 100, 200, 300 y 400 pb usados a 2,5 pmol cada uno se pueden usar para estudiar el ADN de tejidos
incluidos en parafina. La adicion de los cebadores de 600 pb a 5 pmol permite que este grupo se use para
comprobar la calidad de cualquier muestra de ADN para el uso con los cebadores y los protocolos de acuerdo con la
invencion. Ambos conjuntos de cebadores se pueden usar con tampén ABI Il y MgCI2 2,0 mM en condiciones de
amplificacion normalizadas. Los productos se pueden analizar en una PAGE al 6% o agarosa al 2% (véase la Figura
12B).

Resultados de la fase de ensayo general

Se recogieron cuarenta y cinco biopsias incluidas en parafina que correspondian a 30 de los tumores malignos de
células B, ocho de los tumores malignos de células T y siete de las linfoproliferaciones reactivas presentadas como
muestras de tejido recientes/congeladas. La edad de los bloques de parafina, asi como los métodos de fijacion y de
inclusién de las muestras, vario entre las redes nacionales. Las muestras ES se presentaron en forma de secciones
precortadas, NL-14, 15y 16 se presentaron en forma de muestras de ADN y las biopsias restantes se presentaron
en forma de bloques de parafina. Se cortaron cinco secciones (10 pm cada una) de los bloques de parafina, y se
extrajo el ADN mediante el uso del QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante para el
aislamiento del ADN gendmico a partir del tejido incluido en parafina. Se eligid este método de extraccion de ADN
debido a que el equipo se puede usar para extraer rapidamente ADN de buena calidad de sangre, tejido
reciente/congelado y tejido incluido en parafina, y asi permite el procesamiento en paralelo de una diversidad de
tipos de muestras con un control de calidad asegurado. Se han publicado numerososgrotocolos para la extraccion
de ADN a partir de tejido incluido en parafina para el analisis mediante PCR."" 172175177 Muchos de éstos se dirigen
a reducir la degradacion del ADN y la extraccion simultanea de inhibidores de PCR, pero muchos de estos métodos
requieren procedimientos de extraccion prolongados y pueden ser inadecuados para el uso en el laboratorio de
diagnéstico rutinario. '®®17817°

Se estimé la concentracion de la muestra de ADN vy la integridad mediante espectrofotometria y mediante la
comparacion del ADN de la muestra con patrones conocidos en electroforesis en gel de agarosa. Después se
analizo la integridad y la amplificabilidad de las muestras de ADN (100 ng) mediante el uso de los cebadores de PCR
de genes de control (100-400 pb) y se estudio la clonalidad en todos los loci diana mediante el uso de los protocolos
de PCR.

En la reacciéon de PCR de genes de control de 24/45 casos, los productos amplificados fueron de al menos 300 pb,

mientras en las 21 muestras restantes los productos amplificados fueron de 200 pb o menos. No se pudo demostrar
una correlacion clara entre la calidad del ADN y la edad del bloque o el método de fijacion. Por lo tanto, es probable
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que una combinacioén de factores sea responsable de la calidad del ADN en estas muestras.

Se estudid la clonalidad en las muestras de ADN mediante el uso de las 18 reacciones de PCR muiltiplex, y se
analizaron mediante HD y GS. Se comparé el nimero de muestras de parafina que mostré clonalidad y
translocaciones en los nueve loci diana con los datos de las muestras recientes/congeladas correspondientes. En las
muestras con productos de PCR de genes de control de hasta 200 pb, la deteccion global de la clonalidad en los
nueve loci diana fue 9/55 (16%). De los 46 reordenamientos no detectados, 45 se pudieron explicar por el hecho de
que los productos de PCR clonales esperados tuvieron un peso molecular superior que el tamafio maximo
amplificado por la muestra en la PCR de genes de control. La muestra restante (PT-9) amplificé hasta 100 pb en la
PCR de genes de control, pero no se detecto el producto clonal de TCRG esperado de 81 pb. En las muestras con
productos de PCR de genes de control de al menos 300 pb, la deteccion total de la clonalidad en los nueve loci
diana fue 42/55 (76%). De los 13 reordenamientos no detectados, cinco se pudieron explicar de nuevo por el hecho
de que los productos de PCR clonales esperados fueron mayores que el tamafio maximo amplificado por la muestra
en la PCR de genes de control. Los ochos reordenamientos no detectados restantes no se pudieron explicar
directamente por la calidad del ADN. Se detectd un resultado clonal falso positivo (GBN-9; /GL) en un nédulo linfatico
reactivo, lo cual puede representar pseudoclonalidad.

Se sabe que se encuentran presentes inhibidores de PCR en el ADN extraido a partir de muestras de parafina. La
dilucién de la muestra de ADN puede reducir la concentracion de estos inhibidores hasta niveles que permiten que
se produzca una amplificacion eficaz. Para investigar el efecto de la dilucion de las muestras de ADN sobre la
eficacia de la amplificacion, se sometieron a ensayo cuatro concentraciones diferentes de ADN en la reaccion de
PCR de genes de control: 5, 50, 100 y 500 ng. Los autores de la presente invencion observaron que la dilucion de
las muestras de ADN tiene un efecto significativo sobre el tamario de los productos de PCR en la PCR de genes de
control. En total, 24/45 casos (53%) mostraron un aumento de la eficacia de la amplificacién cuando se diluyeron de
100 ng a 50 ng. La concentracion de ADN éptima parece estar entre 50 a 100 ng, mientras el uso de 500 ng parece
inhibir la amplificacion de productos grandes (300 pb o mas). Aunque el uso de 5 ng de ADN proporciona resultados
aceptables con la PCR de genes de control, esto puede conducir a resultados falsos positivos en los analisis de
clonalidad basados en PCR debidos a la baja representacion del ADN total de las células linfoides."®*"®' De manera
mas importante, 5 ng de ADN no tiene ninguna ventaja sobre una dilucién a 50 ng de ADN.

Para determinar si el uso de 50 ng de ADN incrementaria también la deteccion de la clonalidad, se volvieron a
someter a ensayo todas las muestras en el locus de V-J de IGH mediante el uso de esta concentracion de ADN. El
numero de reordenamientos clonales detectados en los tres tubos V-J de /GH mediante el uso de 100 ng de ADN
fue de 12, en comparacion con 23 mediante el uso de las muestras recientes/congeladas correspondientes. La
deteccion global de la clonalidad en este locus se incrementd hasta 17 de 23 cuando se usaron 50 ng de ADN, y se
detectaron otros 9 productos clonales de FR1, 6 de FR2 y 4 de FR3. De este modo, la dilucion del ADN puede
incrementar la deteccioén de los productos clonales, presumiblemente debido a la dilucién de los inhibidores de PCR.
Légicamente, solo es probable que la dilucion del ADN mejore tanto los resultados de la PCR de genes de control
como la deteccién de la clonalidad, si estan presentes los inhibidores de PCR, no si la muestra de ADN esta muy
degradada. Por lo tanto, se recomienda que se sometan a ensayo al menos dos diluciones de ADN mediante el uso
de la PCR de genes de control, y que se use la dilucion que proporciona mejor resultado en el analisis de la
clonalidad posterior.

Nueve reordenamientos clonales permanecieron sin detectar tras el analisis inicial, lo cual no se pudo explicar por la
calidad del ADN (TCRG en PT-9 y NL-11; TCRB en GBS-4; TCRD en NL-15; IGK en GBN-4, NL-4 y NL-5; V-JH de
IGH en GBS-6 y GBS-8). Estas muestras se volvieron a someter a ensayo mediante el uso de 50 ng de ADN, pero
solamente una muestra (GBS8; /IGH) mostré una deteccion mejorada, lo que sugiere que otros factores,
desconocidos, pueden evitar la amplificacion de dianas especificas en un pequefio nimero de casos. Sin embargo,
se deberia indicar que para siete de estas muestras (NL-11, GBS-4, NL-15, GBN-4, NL-5, GBS-6 y GBS-8) se
detectaron productos clonales en al menos un locus distinto. Esto demuestra que el ensayo para determinar la
clonalidad en muiltiples loci diana incrementa la probabilidad de detectar poblaciones de linfocitos clonales.

Conclusién

En conclusién, los protocolos proporcionados en la presente memoria funcionan bien con ADN extraido a partir de
material incluido en parafina, con tal de que el ADN pueda amplificar productos de 300 pb o mas en la PCR de
genes de control. Se someten a ensayo preferiblemente dos concentraciones de ADN en la PCR de genes de
control, y se deberia usar la concentracion mas "amplificable" en los ensayos posteriores, aunque con la condicién
de que las concentraciones de ADN menores de 20 ng puedan contribuir a la deteccién de pseudoclonalidad debido
a la baja representacion del ADN linfoide diana.'® '8! Globalmente, los datos demuestran que la determinacién de la
calidad del ADN mediante el uso de la PCR de genes de control proporciona una buena indicacion de lo adecuado
que es el ADN para el andlisis de la clonalidad mediante el uso de los protocolos proporcionados. También es
importante indicar que la PCR de genes de control no dara ninguna indicacion de la cantidad de ADN de células
linfoides presente en la muestra, y por lo tanto el ADN de buena calidad todavia puede producir resultados negativos
en el analisis de la clonalidad. Para asegurar que los resultados monoclonales son reproducibles (y para evitar una
pseudoclonalidad potencial), todos los analisis de clonalidad, en particular mediante el uso de ADN extraido de
parafina, se llevan a cabo preferiblemente por duplicado, y se analizan mediante HD y GS, siempre que sea posible.
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Tabla 1. Linaje B, T y NK de tumores malignos linfoides®

Linaje LLA Leucemias linfociticas crénicas Linfomas no Hodgkin Mieloma multiple
infancia | adulto nodal |extranodal piel
B |82-86%75-80% 95-97% 95-97% | 90-95% |30 -40% 100%
T |14-18% 20 -25% 3-5% 3-5% | 5-100% (60 -70% 0%
NK <1% <1% 1-2% <2% <2% <2% 0%

Véase. Ver Van Dongen et al. 1991", Jaffe et al. 2001% y Van Dongen et al: 2002°

Tabla 2. Numero estimado de segmentos génicos V, D y J humanos no polimérficos y que potencialmente pueden

estar implicados en los reordenamientos del gen Ig o TCR?®

Segmento génico IGH IGK IGL TCRA TCRB TCRG TCRD

Segmentos V

- Funcional (familia) 44 (7) 43 (7) 38 (10) 46 (32) 47 (23) 6 (4) 8

66 (7)° 76 (7) 56 (11) 54 (32) 67 (30) 9 (4) 8

- Reordenable (familia)

Segmentos D

- Reordenable (familia) 27 (7) - - - 2 - 3
Segmentos J

- Funcional 6° 5 4 53 13 5 4

- Reordenable 6° 5 5° 61 13 5 4

46



ES 2438 782 T3

Segmento génico IGH IGK IGL TCRA TCRB TCRG TCRD

a. Solo se incluyen en esta tabla segmentos génicos no polimoérficos con una RSS adecuada.

b. Esta estimacion no incluye los pseudogenes VH descubiertos recientemente (generalmente truncados), que se
agrupan en ftres clanes

c. Los seis segmentos génicos JH son altamente homologos en un tramo de ~20 nucledtidos, lo cual es suficiente
para el disefio de un cebador consenso.

d. Los segmentos Jk tienen una alta homologia, que permite el disefio de 2 a 3 cebadores consenso JK.

e. Cinco de los siete segmentos génicos JA tienen una RSS adecuada.

Tabla 3. Protocolo de PCR normalizado

Condiciones de reaccion.

* Tampoén: Tampdn ABI 1 o Tampén ABI Gold

* volumen final 50 pl

* ADN 100 ng

* 10 pmol de cada cebador (no marcado o marcado con 6-FAM)

(Independientemente del nimero totales de cebadores en cada tubo de PCR multiplex)
» dNTP: concentracion final 200 uM

» MgCl,: Concentracion final 1,5 mM (para que sea optimizado por la diana)

« enzima Tag®: 1U en la mayoria de los tubos; 2U en tubos con muchos cebadores (>15)

Condiciones de ciclacion
* preactivacion 7 min. a 95°C

» Temperatura de renaturalizacién: 60°C

» Tiempos de ciclacion: "Clasica" "Nueva"
Equipo de Equipo de PCR
PCR
-Desnaturalizacion 45 seg. 30 seg.
-Renaturalizacion 245 seg. 2 30 seg.
-Extension 1.30 min. = 30 seg.
-Extension final =10 min. =10 min.

* Numero de ciclos: 35

» Mantenimiento 15°C (o temperatura
ambiente)

a. Se utiliz6 AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA) combinada con 1x Tampdn ABI Il o 1x Tampon
ABI Gold (Applied Biosystems), dependiendo de la diana.
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Tabla 4. Protocolo normalizado para el analisis de heteroduplex de productos de PCR

Preparacion del producto de PCR

* tubo con 10-20 pl de producto de PCR

* desnaturalizacion del producto de PCR: 5 min. a 95°C

* nueva renaturalizacién del producto de PCR: 60 min. a 4°C

Condiciones de electroforesis (geles de poliacrilamida no comerciales)

* gel: poliacrilamida al 6% no desnaturalizante (acrilamida: bisacrilamida 29:1)

 tampon: 0,5 x TBE

» tampon de carga: 5 pl de tampdn de carga de azul de bromofenol no desnaturalizante enfriado con hielo
« electroforesis: tipicamente 2-3 horas a 110 V o durante la noche a 40-50 V*

Condiciones de electroforesis (geles de poliacrilamida comerciales)

* gel: poliacrilamida no desnaturalizante (p. €j. BioRad PreCast Gel System o Amersham
Pharmacia Biotech Gene Gel Excel Kit)

» tampon: 1 x TBE

» tampon de carga: azul de bromofenol no desnaturalizante enfriado con hielo

« electroforesis: 1,5 horas a 100 V

Visualizacion

* tincion: 5-10 min. en 0,5 pg/ml EtBr en H,O

« decoloracion/lavado: 2x 5-10 min. en H2O

« visualizacion: UV iluminacién

« alternativa: tincién con plata utilizando el kit de tincion Amersham Pharmacia Biotech DNA Silver

a. El voltaje y el tiempo de electroforesis dependen de los tamafios de los amplicones para la PCR, del grosor del gel
de poliacrilamida, y del tipo de equipo de PCR, y se deben adaptar segun las circunstancias.

Tabla 5. Protocolo normalizado para los productos de PCR GeneScanning

A. Secuenciadores basados en geles
Preparacion del producto de PCR

1. dilucién del producto de PCR: inicialmente 1:10 en formamida o H2O (se puede alterar si la sefial fluorescente esta
fuera del intervalo 6ptimo; véanse las condiciones de electroforesis)

2. volumen de la muestra: 2 pl de producto de PCR diluido

3. volumen del tampodn de carga: 0,5 pl de tampén de carga de azul dextrano + 0,5 pl de patron interno TAMRA + 2
pI de formamida desionizada

4. desnaturalizacion del producto de la PCR: 2 min. a 95°C o temperatura superior
5. enfriamiento del producto de la PCR a 4°C
Condiciones de electroforesis
6. gel: poliacrilamida desnaturalizante al 5%
7. tampon: 1 x TBE
8. electroforesis: 2-3,5 horas® (véase la Tabla 25)
9. intensidad 6ptima de la sefial fluorescente:
- 600-4.000 unidades fluorescentes (373 plataformas)
- 400-7.000 unidades fluorescentes (377 plataformas)
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A. Secuenciadores basados en geles

Preparacion del producto de PCR

B. Secuenciadores capilares (que van a ser optimizados por secuenciador)
Preparacién del producto de PCR

1. 1 pl de producto de PCR (el volumen del producto de PCR o los tiempos para la toma de muestras se pueden
alterar si la sefal fluorescente se encuentra fuera del intervalo 6ptimo; véanse las condiciones de electroforesis)

2. volumen de la muestra: 1 pl de producto de la PCR + 9,5 pl (Hi-Di) formamida + 0,5 pl de patrén interno para el
analisis de heteroduplex ROX-400

3. desnaturalizacién del producto de PCR: 2 min. a 95°C o temperatura superior
4. enfriamiento del producto de PCR a 4°C durante una hora
Condiciones de Electroforesis
5. gel: polimero 3100 POP4
6. tampon: tampoén 1x 3100 con EDTA
7. electroforesis: 45 minutos®
8. intensidad 6ptima de la sefial de fluorescencia:
- hasta 10.000 unidades fluorescentes

@ el tiempo de electroforesis depende de los tamarios de los amplicones y de la plataforma empleada.
® Para una capilaridad de 36 cm; el tiempo requerido depende del capilar utilizado.

Tabla 6. Sensibilidad de deteccion de los reordenamientos TCRB clonales

tubo TCRB Par de cebadores Tamafio del producto Sensibilidad de deteccién
implicado de PCR

\ J Control Clonal PCR?® sencilla | PCR multiplex

tubo A VB2 JB1.2 |paciente 261 nt 1-5% 5%
VB2 JB1.3 |paciente 267 nt 5% 5%
VB2 JB1.6 |paciente 267 nt <5%
VB7 JB2.2 |paciente 254 nt 10%
VB8a JB1.2 | Jurkat 267 nt 0,1% 0,5-1%
VB8a JB2.7 |paciente 264 nt 10%
V10 JB2.7 |PEER 263 nt 20%
VB3/12a/13a/15 |JB1.6 |paciente 278 nt <5% 5%
VB3/12a/13a/15 |JB2.7 |paciente 286 nt 10%
VB17 JB2.7 ' RPMI-8402 260 nt 10%
VB17 JB1.1 |paciente 260 nt 1% 10%
V318 JB1.2 |DND41 261 nt 1% 10%
V22 JB1.1 |paciente 265 nt 0,1% 10%
V38b/23 JB1.2 |H9 257 nt 0,1% 0,5%
V324 JB1.5 ' RPMI-8402 264 nt 0,5% 10%

tubo B VB2 JB2.1 |Molt-4 267 nt 5% 5%
VB1/5 JB2.1 |paciente 266 nt 5% 1-5%
VB6a/11 JB2.1 |paciente 265 nt 1% 5%
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tubo TCRB Par de cebadores Tamafio del producto Sensibilidad de deteccién
implicado de PCR

\ J Control Clonal PCR? sencilla | PCR multiplex
VB6a/11 JB2.5 |paciente 258 nt 5%
VR7 JB2.3 |PEER 271 nt <5%
VB8a JB2.1 |paciente 293 nt 0,1% 1%
VB3/12a/13a/15 |JB2.1 |paciente 258 nt 5% 10%
VB3/12a/13a/15 |JB2.3 |paciente 258 nt <5%
VB16 JB2.1 |paciente 258 nt 0.5% 10%
VB17 JB2.5 CML-T1 270 nt 0,1-1% 1%
VB21 JB2.3 |paciente 282 nt 0,5% <10%

tubo C Dp1 JB.11 | paciente 304 nt 0.10% <5%
Dp1 JB1.2 |paciente 306 nt 5% 5%
Dp1 JB1.4 |paciente 310 nt 5-10%
Dp1 JB1.6 |paciente 320 nt 20%
Dp1 JB2.1 |paciente 309 nt 5% 20%
Dp1 JB2.7 |paciente 307 nt <5%
Dp1 JB2.5 |paciente 310 nt <1%
Dp2 JB1.4 |paciente 182 nt <1%
Dp2 JB2.1 |paciente 185 nt 1% <5%
Dp2 JB2.5 |paciente 191 nt 5%

a. El experimento de dilucién para evalular la sensibilidad del la PCR sencilla no se realizé en cada caso.

Tabla 7. Sensibilidad de deteccion de los reordenamientos génicos TCRD clonales

Reordenamiento TCRD |Muestra de control clonal (tamafio | Sensibilidad de deteccion por heteroduplex
aproximado)

V61-J61 paciente (200 nt) 5%
paciente (190 nt) 1-5%
paciente (200 nt) 5%
V62-J61 paciente (200 nt) 5%
paciente (220 nt) 5%
paciente (210 nt) 5%
V62-J63 paciente (220 nt) 5%
V63-J61 paciente (270 nt) 5%
V56-J62 Loucy (210 nt) 0,5%
paciente (210 nt) 10%
D52-J51 Loucy (150 nt) 0,2%
paciente (160 nt) 0,5%
paciente (135 nt) 0,5%
D62-J33 paciente (150 nt) 5%
D52-Dd3 NALM-16(170 nt) 1%
paciente (200 nt) 1%
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Reordenamiento TCRD |Muestra de control clonal (tamafio | Sensibilidad de deteccion por heteroduplex
aproximado)

paciente (190 nt) 0,5%
paciente (170 nt) 0,5%
V52-D63 REH (240 nt) 5-10%
NALM-16 (230 nt) 1-5%
paciente (250 nt) 5%

Tabla 8. Concordancia entre los resultados de PCR muiltiplex y los resultados del analisis mediante transferencia
Southern (SB) (PCR/SB) en reordenamientos génicos Ig/TCR por (sub)categoria de muestras congeladas incluidas

Diagnosis IGH® IGK IGL TCRB TCRG TCRD
pre-folicular (n=8) c’8/8 |C:8/8 C:4/4 C:2/4° C:0/0 |C:0/0
P®: 0/0 P: 0/0 P: 4/4 P: 4/4 P: 8/8 P: 8/8°
B-CLL (n=16) C:15/16 |C:16/16 |C:5/5 C: 11 C:0/0 C:2/2
P: 0/0 P: 0/0 P:9/11 |P:15/15 |P:16/16 |P:14/14
(post-)folicular (n=25) C:22/25° |C:19/24° |C:3/5 C: 2/4 C: oM C:0/0
P: 0/0 P: 01 P:119/20 | P:21/21%° | P:22/24 | P:24/25°
Todos tumores malignos de células B (n=49) C: C: C: C:4/8 C:0M C:2/2

45/49 43/48 12/14

P: 0/0 P: 01 P:32/35 |P:41/41 |P:46/48 |P:46/47
Tumores malignos de células T (n=18) C:2/2 C:0/0 C:0/0 C:17/17° | C:15/16° |C: 2/3

P:15/16° |P:17/18 |P:17/18 |P:1/1 P:1/2 P: 14/15°
Muestras reactivas (n=15) C:0/0 C:0/0 C:0/0 C:0/0 C:0/0 C:0/0

P: P: P: P:14/15 |P: P:

15/15 15/15 15/15 15/15 15/15
Variadas (n=8) C:3/3 C:2/2 C:0/0 C:3/3 C:11 C:11

P: 3/5 P: 4/6 P.6/8 |P:5/5% |P:6/7 |P:5/7
Todas las muestras (n=90) C:50/54 |C:45/50 |C:12/14 |C:25/29 |C:16/18 C:5/6

P:33/36 |P:36/40 |P:70/76 |P:60/61 |P:68/72 |P:80/84

a. Incluye analisis de PCR tanto VH-JH como DH-JH

b. C, reordenamientos clonales; P, reordenamientos policlonales
c. Clonalidad en una muestra solo en GeneScanning

d. Clonalidad en una muestra solo en analisis heteroduplex

e. Policlonalidad en una muestra solo en GeneScanning

f. Policlonalidad en una muestra solo en analisis heteroduplex

10

15 Tabla 9. Complementariedad de diferentes Ig dianas de PCR muiltiplex para la deteccion de la clonalidad en tumores
malignos de células B definidos mediante transferencia Southern

Tubos de PCR muiltiplex Diagnosis®
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IGH VH-JH FR1
IGH VH-JH FR2
IGH VH-JH FR3
IGH VH-JH 3FR
IGH Dn-Jn

IGH VH-JH + IGH DH-JH

IGK
IGL

IGH VH-JH + IGK
IGH VH-JH + IGL
IGH VH-JH + IGH DH-JH |8/8 (100 %)

+IGK
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Centro pre-
germinal B (n=8)

8/8° (100 %)
8/8 (100 %)
8/8 (100 %)
8/8 (100 %)
0/8 (0 %)
8/8 (100 %)
8/8 (100 %)
4/8 (50 %)
8/8 (100 %)
8/8 (100 %)

IGH VH-JH + IGH DH-JH |8/8 (100 %)

+IGK + IGL

LLC-B (n=16)

14/16° (88 %)
15/16 (94 %
14/16 (88 %
15/16 (94 %
11/16 (69 %
15/16 (94 %)

16/16 (100 %)
7/16° (44 %)

16/16 (100 %)
15/16 (94 %)

16/16 (100 %)

)
)
)
)

16/16 (100 %)

Centro (post-)
germinal B (n=25)

15/25° (60 %)
14/25° (56 %)
11/25°= (44 %)
17/25 (68 %)
11/25 (44 %)
22/25 (88 %)
21/25% (84 %)
4/25" (16 %)
21/25 (84 %)
17/25 (68 %)
24/25 (96 %)

24/25 (96 %)

Todos los tumores
malignos de células B
(n=49)

37/49 (76 %)
37/49 (76 %)
33/49 (67 %)
40/49 (82 %)
22/49 (45 %)
45/49 (92 %)
45/49 (92 %)
15/49 (31 %)
45/49 (92 %)
40/49 (82 %)
48/49 (98 %)

48/49 (98 %)

a. Todas las muestras tienen reordenamientos génicos clonales en al menos el locus /GH segun se determina por
medio de analisis de transferencia Southern
b. Dos casos mostraron productos clonales en GeneScanning, pero productos policlonales en analisis de

heteroduplex

c. Un caso mostroé productos clonales en GeneScanning, pero productos policlonales en analisis de heteroduplex

d. Incluyendo el caso 25-NL-4 con reordenamientos génicos /GH clonales pero /GK policlonales débiles en el analisis
mediante transferencia Southern

e. Incluyendo los casos 11-NL-19 y 12-ES-1 con reordenamientos génicos /IGH + IGK clonales pero IGL policlonales
en el analisis mediante transferencia Southern

Tabla 10. Condiciones y muestras de control para el analisis mediante PCR multiplex de reordenamientos Ig/génicos
TCR y translocaciones t(11;14) y t(14;18)

PCR multiplex | Tubos Condiciones de PCR Controles Positivos (ejemplos)
Tampodn Ta?Sold MgCl, (mM) policlonal monoclonal®

IGH VH-JH A/B/C Gold/ll 1 1,5 amigdala A: NALM-6; SU-DHL-5; SU-
DHL-6
B: NALM-6; SU-DHL-5; SU-
DHL-6
C: NALM-6; SU-DHL-5; SU-
DHL-6

IGH DH-JH D/E Gold 1 1,5 amigdala D: KCA; ROS15
E: HSB-2, HPB-LLA

IGK A/B Gold/ll 1 1,5 amigdala A: KCA; ROS 15
B: ROS 15, 380

IGL A Gold/ll 1 2,5 amigdala A: CLL-1; EB-4B; KCA

TCRB A/B/C Il 2 (AB)° 13,0 (AB) 1,5 PB-MNC® A: RPMI-8402; Jurkat; PEER,;

(C) (C) DND-41

B: PEER; CML-T1, MOLT-3
C: Jurkat

TCRG A/B Il 1 1,5 PB-MNC°® A MOLT-3; RPMI-8402;

Jurkat; PEER
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PCR multiplex | Tubos Condiciones de PCR Controles Positivos (ejemplos)

Tampodn Taq Gold MgCl, (mM) policlonal monoclonal®
C)

B: Jurkat; PEER

TCRD A [ 1 2,0 PB-MNC® | A: PEER, REH

BCL1-IGH A [ 1 2,0 NA° A: JVM 2

BCL2-IGH ABIC Il 1 1,5 NA® A: DoHH2; SU-DHL-6
B: K231°

C: 0Z; SC1% SU-DHL-16

a. La mayoria de los controles de la linea celular clonal se pueden obtener a través de Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; persona de contacto: Dr. H.G. Drexler sgdireccic')n: Department of Human
and Animal Cell Cultures, Mascheroder Weg 1B, 38124 Braunschweig, Germany).'#%'%

b. En la mayoria de los tubos multiplex solo se necesita 1 U de TagGold, pero se necesitan 2 U de TagGold en tubos
Ay B de TCRB debido a que contienen >15 cebadores diferentes.

c. Abreviaturas: PB-MNC, células mononucleares de sangre periférica; NA, no aplicable.

d. Las lineas celulares positivas K231, OZ, y SC1 t(14;18) fueron proporcionadas amablemente por el Prof. Martin
Dyer, Universidad de Leicester, Leicester, GB.

Tabla 11. Intervalos de tamafio, bandas no especificas, y método de deteccion en el analisis de PCR muiltiplex de los
reordenamientos génicos Ig/TCR y aberraciones cromosémicas t(11;14) y t(14;18)

PCR Intervalo de tamafrio (pb) Bandas no Método de analisis preferido GeneScan
multiplex especificas (pb) tiempo de
migracion:
gel/capilar
IGH VH-JH | Tubo A: 310-360 Tubo A: ~85 GeneScanning y analisis de 3-3,5h/45
: : heteroduplex igualmente min
Tubo B: 250-295 Tubo B: - adecuados
Tubo C: 100-170 Tubo C: -
IGH DH-JH | Tubo D: 110-290 Tubo D: 350° analisis de heteroduplex 3-3,5h/45
(DH1/2/4/5/6-Jy) +390-420 ligeramente preferido a min
(Dn3-dn) GeneScanning (la variacion de los
: : b tamafos de los productos dificulta
Tubo E: 100-130 Tubo E: 211 GeneScanning)
IGK Tubo A: 120-160 (V1f/6/Vk7- | Tubo A: - analisis de heteroduplex 3-3,5n/45
Jk) +190-210 (Vk3f-Jk) +260- ligeramente preferido a min
300 (Vk2f/Vk4/Vk5-JK) GeneScanning (el pequefio

tamano de empalme + la variacién
de los tamanfios de los productos
dificulta GeneScanning)

Tubo B: 210-250 Vk1f/6/Vk7- | Tubo B: ~404
Kde +270-300 (Vk3f/intron-

Kde) +350-390

(Vk2f/Vk4/Vk5-Kde)

IGL Tubo A: 140-165 Tubo A: - analisis de heteroduplex 2 h/45 min
claramente preferido a
GeneScanning (el pequefio
tamano de empalme dificulta
GeneScanning)

TCRB Tubo A: 240-285 Tubo A: (273)° analisis de heteroduplex 2 h/45 min
: : 4 |ligeramente preferido a
Tubo B: 240-285 Tubo B: <150, 221 GeneScanning (repertorio
Tubo C:170-210 (DB2) + 285- | Tubo C: 128, 337¢  limitado, particularmente en caso
325 (DB1) de uso de wVy10 y yVy11)
TCRG Tubo A: 145-255 Tubo A: - GeneScanning y analisis de 2 h/45 min
: : heteroduplex igualmente
Tubo B: 80-220 Tubo B: - adecuados
TCRD Tubo A: 120-280 Tubo A:~ 90 analisis de heteroduplex 2 h/45 min

claramente nreferible a
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PCR Intervalo de tamafrio (pb) Bandas no Método de analisis preferido GeneScan
multiplex especificas (pb) tiempo de
migracion:

gel/capilar

GeneScanning (la baja cantidad
de molde + la variacién de
tamanos de los productos dificulta
GeneScanning)

BCL1-IGH | Tubo A: 150-2000 Tubo A: ~ 550 agarosa NA®
(débil)
BCL2-IGH |Tubo A: variable Tubo A: - agarosa NA®
Tubo B: variable Tubo B: -
Tubo C: variable Tubo C: -

a. La banda de 350 pb no especifica es el resultado de la renaturalizacién cruzada del cebador D42 a una secuencia
en la regién aguas arriba de Ju4. En GeneScanning esta banda no especifica no migraba simultaneamente con los
productos de DJ (véase la Figura 5B).

b. El producto de PCR de 211 pb que representa la banda de fondo mas pequefio derivada de la region Dy7-J41 de
la linea germinal. Cuando la amplificacion por PCR es muy eficaz, también se pueden obtener productos de la PCR
mas largos debido a la renaturalizacion del cebador con reordenamiento del gen Jy aguas abajo, por ejemplo 419 pb
(DH7-Jn2), 1031 pb (Dx7-JH3), etc.

c. La banda de 273 pb (principalmente visible por GeneScanning) se ve particularmente en muestras con bajo
numero de células linfoides contaminantes.

d. La intensidad de la banda no especifica depende de la calidad del cebador.

e. NA, no aplicable
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REIVINDICACIONES

1. Un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de TCRB
VB-JB que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador directo
se selecciona entre los cebadores de la familia VB mostrados en la Fig. 7B, y en donde dicho cebador inverso se
selecciona entre los cebadores JBA y JBB mostrados en la Fig. 7B.

2. El conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el
cebador inverso se selecciona entre los cebadores JBA mostrados en la Fig. 7B.

3. El conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el
cebador inverso se selecciona entre los cebadores JBB mostrados en la Fig. 7B.

4. El conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleicos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, que comprende adicionalmente un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico
capaz de amplificar un reordenamiento de TCRB DB-JB que comprende al menos un cebador directo y al menos un
cebador inverso, en donde dicho cebador directo se selecciona entre los cebadores D1 o D2 mostrados en la Fig.
7B, y en donde dicho cebador inverso se selecciona entre los cebadores JBA y JBB mostrados en la Fig. 7B.

5. Un analisis de amplificacion de acido nucleico, preferiblemente un analisis de PCR, mas preferiblemente un
analisis de PCR multiplex, que utiliza al menos un conjunto de cebadores de acuerdo con la reivindicacion 1, 2, 3, o
4,

6. El analisis de amplificacién de acido nucleico de la reivindicacion 5, caracterizado por que es un analisis de PCR.

7. El analisis de amplificacion de acido nucleico de la reivindicacién 5 o 6, caracterizado por que es un analisis de
PCR muiltiplex, que comprende adicionalmente uno o mas de los conjuntos de cebadores seleccionados del grupo
que consiste en:

a. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de IGH
Vu-Ju que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se
selecciona entre los miembros de la familia de Vi mostrados en la Fig. 3B, y en donde dicho cebador inverso es
el cebador consenso Jy mostrado en la Fig. 3B.

b. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de IGH
Du-Ju que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se
selecciona entre los cebadores de la familia Dy mostrados en la Fig. 4A, y en donde dicho cebador inverso es el
cebador consenso Jy mostrado en la Fig. 4A.

c. un conjunto de cebadores de amplificacién de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de /IGK
Vk-Jk que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador
directo se selecciona entre los cebadores Vk de la familia mostrados en la Fig. 5B, y en donde dicho cebador
inverso se selecciona entre entre los cebadores Jk mostrados en la Fig. 5B.

d. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de /IGK
V/Intron-Kde que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador
directo se selecciona entre los cebadores Vk o el cebador INTR mostrado en la Fig. 5B, y en donde dicho
cebador inverso es el cebador Kde mostrado en la Fig. 5B.

€. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de /GL
VA-JA que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se
selecciona entre los cebadores VA mostrados en la Fig. 6B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador JA
mostrado en la Fig. 6B.

f. un conjunto de cebadores de amplificaciéon de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de TCRG
Vy-Jy que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador
directo se selecciona entre los cebadores de la familia Vy mostrados en la Fig. 8B, y en donde dicho cebador
inverso se selecciona entre los cebadores Jy mostrados en la Fig. 8B.

g. un conjunto de cebadores de amplificacién de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de
TCRD V3-Jd que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho
cebador directo se selecciona entre los cebadores Vb mostrados en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador
inverso se selecciona entre los cebadores J& mostrados en la Fig. 9B.

h. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de
TCRD Db&-Dd que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el
cebador D82 mostrado en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador D83 mostrado en la Fig.
9B.
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i. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de TCRD
D&-Jd que comprende un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el
cebador D52 mostrado en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso se selecciona entre los cebadores Jo
mostrados en la Fig. 9B.

j. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar un reordenamiento de TCRD
V&-D& que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se
selecciona entre los cebadores V& mostrados en la Fig. 9 B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador
D&3 mostrado en la Fig. 9B.

k. un conjunto de cebadores de amplificaciéon de acido nucleico capaz de amplificar una translocacion
cromosomica (11;14)(BCL1-IGH) que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho
cebador directo es el cebador BCL1/MTC como se muestra en la Fig. 10A, y en donde dicho cebador inverso es
el cebador consenso Jy mostrado en la Fig. 10A.

I. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar una translocacion
cromosomica t(14;18)(BCL2-IGH), que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde
dicho cebador directo se selecciona entre los cebadores MBR, los cebadores 3'MBR y los cebadores mcr
mostrados en la Fig. 11A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador consenso Jy mostrado en la Fig. 11A.

m. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar el gen TBXAS71 humano
que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el cebador
TBXAS1/X9U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador TBXAS1/X9L de la Fig. 12A.

n. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar el gen de la proteina
activadora de la recombinacion humana (RAG17) que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en
donde dicho cebador directo es el cebador RAG1/X2U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el
cebador RAG1/X2L de la Fig. 12A.

0. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar proteina de dedo de zinc de
la leucemia promielocitica humana (PLZF) que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde
dicho cebador directo es el cebador PLZF/X1U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador
PLZF/X1L de la Fig. 12A.

p. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar el gen AF4 humano (exon 3)
que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el cebador
AF4/X3U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador AF4/X3L de la Fig. 12A.

g. un conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico capaz de amplificar el gen AF4 humano (ex6n
11) que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el cebador
AF4/X11U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador AF4/X11L de la Fig. 12A.

8. Un método para detectar un reordenamiento de TCRB V(-JB, que comprende el uso de uno o mas conjuntos de
cebadores de acuerdo con las reivindicaciones 1-4 en un analisis de amplificacion de acido nucleico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 5-7.

9. Un método para detectar un reordenamiento TCRB D-JB, que comprende el uso de conjuntos de cebadores de
acuerdo con la reivindicaciéon 4 en un analisis de amplificacién de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5-7.

10. Un método para detectar dos o0 mas reordenamientos, dos o mas translocaciones o al menos un reordenamiento
y al menos una translocacion, seleccionados del grupo que consiste de un reordenamiento de /IGH Vu-Ju, un
reordenamiento de /GH DnJn, un reordenamiento de /IGK Vk-Jk, un reordenamiento de /IGK Vk/Intrén-Kde, un
reordenamiento de IGL VA-JA, un reordenamiento de TCRB VB-JB, un reordenamiento de TCRB Dp-JB, un
reordenamiento de TCRG Vy-Jy, un reordenamiento de TCRD V©&-J®, un reordenamiento de TCRD D&-D§, un
reordenamiento de TCRD D&-J3, un reordenamiento de TCRD V3-D9, una translocacion t(11, 14)(BCL1-IGH) y una
translocacion t(14;18)(BCL2-IGH), utilizando un analisis de amplificacion nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7,
en donde dicho reordenamiento comprende al menos un reordenamiento de TCRB V[3-J3.

11. Un método para evaluar reordenamientos clonales, que comprende al menos un reordenamiento de TCRB V[3-
JB, y/o aberraciones cromosomicas utilizando al menos el conjunto de cebadores de acuerdo con la reivindicacion 1,
y opcionalmente al menos un conjunto de cebadores como se define en las reivindicaciones 4 y 7a-7q.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11 para la deteccion de enfermedad residual minima (ERM) o para
la identificaciéon de dianas de la PCR que se van a utilizar para la deteccion de ERM a través de PCR cuantitativa en
tiempo real.
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13. Un método de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12, en donde un acido nucleico amplificado se detecta
utilizando un analisis de fragmentos de PCR de alta resolucion automatizado.

14. Un kit para la deteccion de al menos un reordenamiento de TCRB V[B-JB y opcionalmente un reordenamiento
seleccionado del grupo que consiste en, un reordenamiento de IGH Vu-Ju, un reordenamiento de /GH Dndu, un
reordenamiento de /IGK Vk-Jk, un reordenamiento de /IGK V/Intron-Kde, un reordenamiento de IGL VA-JA, un
reordenamiento de TCRB Df-JB, un reordenamiento de TCRG Vy-Jy, un reordenamiento de TCRD V&-J, un
reordenamiento de TCRD D®&-Dd, un reordenamiento de TCRD D&-Jd, un reordenamiento de TCRD V3-D9, y una
translocacion seleccionada entre t(11,14)(BCL1-IGH) y t(14;18)(BCL2-IGH), que comprende el uso de al menos el
conjunto de cebadores de acuerdo con la reivindicacion 1, y opcionalmente al menos un conjunto de cebadores
como se define en las reivindicaciones 4 y 7a-71.

15. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende adicionalmente al menos un conjunto de cebadores
como se define en la reivindicaciéon 7m-7q.

16. El uso de un método de acuerdo con la reivindicacion 11 para evaluar la calidad de una muestra de ADN
extraido de una muestra bioldgica, preferiblemente una muestra biolégica incluida en parafina.

17. El conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende
adicionalmente cebadores directos que comprenden los cebadores DB1 y DB2 mostrados en la Fig. 7B, los
cebadores de la familia V4 mostrados en la Fig. 3B, los cebadores de la familia Dy mostrados en la Fig. 4A, los
cebadores de la familia Vk e INTR mostrados en la Fig. 5B, los cebadores VA mostrados en la Fig. 6B, los cebadores
de la familia Vy mostrados en la Fig. 8B, los cebadores V& y D82 mostrados en la Fig. 9B, el cebador BCL1/MTC
mostrado en la Fig. 10A, y los cebadores 3'MBR y mcr mostrados en la Fig. 11A y cebadores inversos que
comprenden los cebadores JBA y JBB mostrados en la Fig. 7B, el cebador consenso J4 mostrado en las Figs. 3B,
4A, 10A, y la Fig. 11A, los cebadores Jk y Kde mostrados en la Fig. 5B, el cebador JA mostrado en la Fig. 6B, los
cebadores Jy mostrados en la Fig. 8B y los cebadores J& y D83 mostrados en la Fig. 9B.

18. El conjunto de cebadores de amplificacion de acido nucleico de acuerdo con cualquiera de la reivindicacion 1 o la
reivindicacién 17, que comprende adicionalmente cebadores directos que comprenden los cebadores TBXAS1/X9U,
RAG1/X2U, PLZF/X1U, AF4/X3U, AF4/X11U de la Fig. 12A y los cebadores inversos que comprenden los cebadores
TBXAS1/X9L, RAG1/X2L, PLZF/X1L, AF4/X3L, AF4/X11L de la Fig. 12A.
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