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DESCRIPCIÓN 

Cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos para estudios de clonalidad basados en PCR de 
transposiciones en BCL2-IGH 

La presente invención se refiere a estudios de clonalidad basados en PCR para entre otros el diagnóstico precoz de 
trastornos linfoproliferantes. En la mayoría de los pacientes en los que se sospecha la presencia de trastornos 5 
linfoproliferantes, la histomorfología o citomorfología complementada con inmunohistología o inmunofenotipado 
citométrico de flujo puede discriminar entre linfoproliferaciones malignas y reactivas. Sin embargo, en el 5 a 10% de 
los casos, realizar el diagnóstico es más complicado. El diagnóstico de neoplasias malignas linfoides se puede 
apoyar en la determinación de la clonalidad basada en el hecho de que en principio todas las células de una 
neoplasia maligna tienen un origen clonal común. 10 

La mayoría de las neoplasias malignas linfoides pertenece al linaje de linfocitos B (90 a 95%) y sólo una minoría 
pertenece al linaje de linfocitos T (5-7%) o al linaje de linfocitos asesinos naturales (abreviadamente NK por la 
expresión inglesa "natural killer") (<2%). Las leucemias linfoblásticas agudas (abreviadamente ALL por la expresión 
inglesa “acute lymphoblastic leukemia”) se originan en linfocitos T en el 15 a 20% de los casos, pero en el grupo de 
leucemias linfoides maduras y en los linfomas no Hodgkin (abreviadamente NHL por la expresión inglesa “non-15 
Hodgkin lymphoma”) las neoplasias malignas de linfocitos T son relativamente poco frecuentes, excepto en 
subgrupos específicos, tales como linfomas cutáneos (Tabla 1). En consecuencia, la gran mayoría de las neoplasias 
malignas linfoides (>98%) contiene genes de inmunoglobulina (Ig) idénticamente (clonalmente) transpuestos y/o del 
receptor de linfocitos T (abreviadamente TCR por la expresión inglesa “T-cell receptor”) y en el 25 a 30% de los 

casos también se encuentran anomalías cromosómicas bien definidas, los cuales pueden servir como marcadores 20 
para la clonalidad

1,2
. 

Los locus de los genes Ig y TCR contienen muchos y diferentes segmentos génicos variables (V), de diversidad (D) y 
de unión (J), que están sometidos a procesos de transposición durante la diferenciación linfoide temprana

3,4
. Las 

transposiciones de V-D-J son mediadas por un complejo de enzimas recombinasas en el que las proteínas RAG1 y 
RAG2 desempeñan un papel clave reconociendo y cortando el DNA en las secuencias de señal de recombinación 25 
(abreviadamente RSS por la expresión inglesa “recombination signal sequences”), que están situadas aguas abajo 
de los segmentos génicos V, a ambos lados de los segmentos génicos D y aguas arriba de los segmentos génicos J 
(Figura 1). Unas RSS inadecuadas reducen o incluso evitan completamente la transposición. 

El proceso de transposición comienza generalmente con una transposición de D a J seguida de una transposición de 
V a D-J en caso de genes de una cadena pesada de Ig (abreviadamente IGH por la expresión inglesa “Ig heavy”), de 30 
TCR beta (TCRB) y de TCR delta (TCRD)(Figura 1) o se refiere a transposiciones directas de V a J en caso de 
genes de Ig kappa (IGK), de Ig lambda (IGL), de TCR alfa (TCRA) y de TCR gamma (TCRG). Las secuencias entre 
los segmentos génicos transpuestos se eliminan generalmente en forma de un producto de escisión circular, 
denominado también círculo de escisión del TCR (abreviadamente TREC por la expresión inglesa “TCR excision 
circle”) o círculo de escisión del receptor de linfocitos B (abreviadamente BREC por la expresión inglesa “B cell 35 
receptor excision circle”) (Figura 1). 

Las transposiciones de los genes Ig y TCR durante la diferenciación linfoide temprana siguen generalmente un 
orden jerárquico. Durante la diferenciación de linfocitos B: en primer lugar se transponen los genes IGH, a 
continuación IGK, dando potencialmente como resultado la expresión de IgH/κ o seguido por la deleción de IGK y 
transposición de IGL, seguido potencialmente por la expresión de IgH/λ

5
.
 
Esto implica que virtualmente todos los 40 

linfocitos B con Igλ
+ 

tengan deleciones monoalélicas o bialélicas de los genes IGK. Durante la diferenciación de los 
linfocitos T: en primer lugar se transponen los genes TCRD, a continuación TCRG, dando potencialmente como 
resultando la expresión de TCRγδ o seguido de otra transposición de TCRB y deleción de TCRD con subsiguiente 
transposición de TCRA, seguido potencialmente por la expresión de TCRαβ. Los patrones de transposición de los 
genes Ig y TCR en neoplasias malignas linfoides se ajustan en general al orden jerárquico descrito anteriormente, 45 
aunque también se encuentran patrones de transposición inusuales, particularmente en la ALL

6
. 

Las muchas combinaciones diferentes de los segmentos génicos V, D y J representan la llamada variedad 
combinatoria (Tabla 2), que se estima en ~2x10

6 
para las moléculas de Ig, ~3x10

6 
para las moléculas de TCRαβ y 

~5x10
3 

para las moléculas de TCRγδ. En los sitios de unión de los segmentos génicos V, D y J tienen lugar la 
deleción e inserción aleatoria de nucleótidos durante el proceso de transposición, dando como resultado regiones de 50 
unión muy diversas, que contribuyen significativamente a la  variedad total de moléculas de Ig y de TCR, que se 
estima >10

12
.
5
 

Los linfocitos B maduros amplían más su variedad de Ig por el reconocimiento de antígenos en los centros 
foliculares por medio de la hipermutación somática, un proceso que conduce a la maduración por afinidad de las 
moléculas de Ig. El proceso de hipermutación somática se centra en el exón V-(D-)J de los genes IGH y de la 55 
cadena ligera de Ig y afecta a las mutaciones de un solo nucleótido y algunas veces también a las inserciones o 
deleciones de nucleótidos. Los genes Ig mutados somáticamente se encuentran también en las neoplasias malignas 
de linfocitos B maduros de origen folicular o post-folicular

7
. 
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Los genes Ig y TCR transpuestos funcionalmente dan como resultado la expresión en la membrana de superficie de 
las moléculas de Ig, TCRαβ o TCRγδ. Basándose en el concepto de que sólo un único tipo de moléculas de Ig o de 
TCR es expresado por un linfocito o un clon de linfocitos, los genes clonalmente transpuestos de neoplasias 
malignas linfoides maduras podrían ser detectables a nivel de las proteínas. Durante largo tiempo se ha utilizado la 
detección de la expresión de una sola cadena ligera de Ig (Igκ o Igλ) para discriminar entre linfocitos B (policlonales) 5 
reactivos (relación normal Igκ/Igλ: 0,7-2,8) frente a linfocitos B (clonales) anómalos con relaciones Igκ/Igλ >4,0 o 
<0,5

8-10
.
 
En la gran mayoría (>90%) de neoplasias malignas de linfocitos B maduros, la expresión de una sola 

cadena ligera de Ig puede fundamentar el origen clonal de la neoplasia maligna. 

También, el desarrollo de muchos anticuerpos diferentes contra dominios variables de las diversas cadenas de TCR 
permite la detección de los dominios monotípicos Vβ, Vγ y Vδ, en comparación con valores de referencia 10 
apropiados

11-16
.
 
En la interpretación de los resultados de Vβ monotípicos utilizando 20 a 25 anticuerpos contra 

diferentes familias de Vβ (Tabla 2), se debe apreciar que las expansiones de linfocitos T de TCRαβ
+
 clonales 

clínicamente benignas (frecuentemente CD8
+
) se encuentran regularmente en la sangre periférica (abreviadamente 

PB por la expresión inglesa “peripheral blood”) de los individuos de más edad
13, 17

.
 
Estas expansiones de linfocitos T 

clonales en la PB tienen sin embargo un tamaño relativamente pequeño: <40% de linfocitos T de PB y <0,5x10
6
/mL 15 

de PB
13

.
 
Todavía no está claro hasta qué punto dichos clones de linfocitos T clínicamente benignos pueden también 

encontrarse en los tejidos linfoides. 

Los resultados de la expresión de los dominios monotípicos Vγ y Vδ se deben interpretar con cautela, ya que en 
individuos sanos se ha seleccionado una fracción grande de linfocitos T de TCRγδ

+
 policlonales normales

 
para el 

uso de Vγ9-Jγ1.2 y Vδ2-Jδ1
18, 19

.
 
En consecuencia, las altas frecuencias de linfocitos T de Vγ9

+
/Vδ2

+ 
en la PB deben 20 

considerarse como un hallazgo normal, salvo que los recuentos absolutos sean 1 a 2x10
6
/mL de PB. Se debe 

señalar que la mayoría de neoplasias malignas de linfocitos T de TCRγδ
+ 

expresan el segmento génico Vδ1 u otro 
segmento no Vδ2 en combinación con un único dominio Vγ (generalmente no Vγ9)

15, 20
. 

La detección de la expresión restringida de Igκ o Igλ o la expresión de Vβ, Vγ o Vδ monotípico es relativamente fácil 
en los estudios por citometría de flujo de muestras de PB y de médula ósea (abreviadamente BM por la expresión 25 
inglesa “bone marrow”) de pacientes con leucemias de linfocitos B o linfocitos T maduros. Sin embargo, esto parece 
ser más difícil en muestras de tejido en los que se sospecha la presencia de trastornos linfoproliferantes que están 
entremezclados con los linfocitos normales (reactivos). 

En contraste con las técnicas basadas en anticuerpos, las técnicas moleculares son ampliamente aplicables para la 
detección de genes Ig/TCR transpuestos clonalmente así como anomalías cromosómicas bien definidas. Estas 30 
técnicas se referían anteriormente al análisis por transferencia de Southern (abreviadamente SB por la expresión 
inglesa "Southern Blot"), pero hoy en día se utilizan particularmente técnicas de PCR. 

En una proporción de casos (del 5 al 10%) se presentan dificultades para hacer un diagnóstico definitivo de la 
neoplasia maligna linfoide a pesar de una amplio inmunofenotipado. Por tanto, se necesitan más diagnósticos 
(clonalidad molecular) para generar o confirmar el diagnóstico definitivo, tal como en el caso de:  35 

-  que se sospeche una proliferación de linfocitos B donde no son concluyentes la morfología y el 
inmunofenotipado;  

- que se sospechen todas las proliferaciones de linfocitos T (PRECAUCIÓN: B-NHL rico en linfocitos T); 
- linfoproliferaciones en pacientes inmunodeficientes o pacientes trasplantados; 
- evaluación de la relación clonal entre dos neoplasias malignas linfoides en un paciente o discriminación entre 40 

una recaída y una segunda neoplasia maligna; 
- otra clasificación de una neoplasia maligna, por ejemplo por medio de patrones de transposición de genes 

Ig/TCR o anomalías cromosómicas particulares; 
- ocasionalmente: estadificación de linfomas. 

Durante mucho tiempo, el análisis por transferencia de Southern ha sido la técnica de referencia para los estudios de 45 
clonalidad molecular. La transferencia de Southern se basa en la detección de fragmentos de DNA (transpuestos) no 
en la línea germinal, obtenidos después de digestión con enzimas de restricción. Enzimas de restricción bien 
elegidas (que dan como resultado fragmentos de 2 a 15 kb) y sondas de DNA bien posicionadas (particularmente 
sondas para el segmento J aguas abajo) permiten la detección de virtualmente todas las transposiciones de los 
genes Ig y TCR así como de las anomalías cromosómicas que impliquen los segmentos génicos J

21-28
. Debe 50 

observarse que el análisis por transferencia de Southern se centra en la diversidad de transposición de los 
segmentos génicos de Ig/TCR y por tanto se aprovecha de la variedad combinatoria. 

Con la transferencia de Southern se pueden obtener particularmente resultados óptimos para la determinación de la 
clonalidad con los genes IGH, IGK y TCRB, debido a que estos genes tienen una amplia variedad combinatoria, así 
como una estructura génica relativamente sencilla que se puede evaluar sólo con una o dos sondas de DNA

22, 24, 28
.
 

55 
Los genes IGL y TCRA son más complejos y requieren múltiples conjuntos de sondas

25, 26, 29
.
 
Por último, los genes 

TCRG y TCRD tienen una variedad combinatoria limitada, que es menos óptima para la discriminación entre 
monoclonalidad y policlonalidad por medio del análisis por transferencia de Southern

20, 21
. 
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A pesar de la alta fiabilidad del análisis por transferencia de Southern, cada vez se sustituye más por técnicas de 
PCR, debido a varias desventajas inherentes: el análisis por transferencia de Southern es técnicamente exigente y 
lleva más tiempo, requiere de 10 a 20 µg de DNA de alta calidad y tiene una sensibilidad limitada de 5 a 10%. 

La detección de genes Ig/TCR transpuestos y de anomalías cromosómicas por técnicas de PCR requiere un 
conocimiento preciso de los segmentos génicos transpuestos con el fin de diseñar cebadores apropiados en lados 5 
opuestos de las regiones de unión y de las regiones de fusión del punto de rotura, respectivamente. 

En los estudios de clonalidad habituales basados en la PCR, la distancia entre los cebadores debe ser menor de 1 
kb, preferiblemente menor de 500 pb. Esto es particularmente importante para la discriminación entre los productos 
de PCR procedentes de las transposiciones de genes Ig/TCR monoclonales frente a las policlonales, que se basa en 
la diversidad de las regiones de unión (diversidad de tamaño y composición). Hasta ahora, se han usado 10 
principalmente transposiciones de genes IGH y TCRG para estudios de clonalidad basados en PCR, debido al 
número limitado de cebadores necesarios para detectar las transposiciones VH-JH y Vγ-Jγ. 

Las principales ventajas de las técnicas de PCR son su velocidad, las bajas cantidades de DNA requeridas, la 
posibilidad de utilizar DNA de menor calidad y la sensibilidad relativamente buena de 1 a 5%, para algunos tipos de 
transposiciones incluso <1%. En consecuencia, las técnicas de PCR permiten el uso de biopsias pequeñas (por 15 
ejemplo, biopsias por aspiración con aguja fina) o el uso de muestras embebidas en parafina fijadas con 
formaldehído, que generalmente dan como resultado un DNA de menor calidad. Por consiguiente, también podría 
utilizarse, si es necesario, material archivado. 

Los estudios de clonalidad molecular pueden ser muy informativos, pero varias limitaciones y dificultades podrían 
obstaculizar la interpretación de los resultados obtenidos con los métodos de detección convencionales: 20 

1. Sensibilidad limitada, en relación con el fondo policlonal normal 

El límite de detección varía entre 1% y 10% (o incluso 15%), dependiendo de la técnica aplicada (análisis por 
transferencia de Southern o técnicas de PCR) y dependiendo del tamaño relativo del "fondo" de los linfocitos B y T 
(policlonales) normales. Una sensibilidad limitada podría obstaculizar la detección de pequeñas poblaciones de 
células clonales con menos de 5 al 10% de células linfoides clonales. 25 

2. Clonalidad no es equivalente a neoplasia maligna 

La detección de clonalidad no siempre implica la presencia de una neoplasia maligna. Algunas proliferaciones 
clínicamente benignas tienen un origen clonal, tales como muchos casos de linfocitosis T CD8

+ 
(o algunas veces 

CD4
+
), gammapatías monoclonales benignas, fases iniciales de linfoproliferaciones de EBV

+ 
(siendo frecuentemente 

oligoclonales) en pacientes inmunodeficientes y proliferaciones de linfocitos T cutáneas benignas, tales como 30 
papulosis linfomatoide, etc. Esto implica que los resultados de los estudios de clonalidad molecular deben ser 
siempre interpretados en el contexto del diagnóstico clínico, morfológico e inmunofenotípico, es decir, en estrecha 
colaboración con hematólogos, citomorfólogos, patólogos e inmunólogos. 

3. Las transposiciones de genes Ig y TCR no son marcadores para el linaje 

Contrariamente a la suposición inicial, es ahora evidente desde hace más de una década que las transposiciones de 35 
los genes Ig y TCR no están necesariamente restringidas a los linajes de los linfocitos B y linfocitos T, 
respectivamente. Las transposiciones de genes TCR entre linajes ocurren con relativa frecuencia en neoplasias 
malignas de linfocitos B inmaduros, en particular en ALL de B precursores (>90% de los casos)

30
,
 
pero también las 

leucemias mieloides agudas (abreviadamente AML por la expresión inglesa “acute myeloid leukemias”) y las 

neoplasias malignas de linfocitos B maduros podrían contener transposiciones del gen TCR
31-33

.
 
Aunque con menor 40 

frecuencia, también ocurre una transposición del gen Ig entre linajes en neoplasias malignas y AML de linfocitos T, 
implicando principalmente al locus de la cadena pesada de Ig (IGH)

33, 34
. 

Virtualmente todas (>98%) las neoplasias malignas de linfocitos T de TCRαβ
+ 

tienen transposiciones del gen TCRG 

(generalmente bialélico) y muchas neoplasias malignas de linfocitos T de TCRγδ
+ 

tienen transposiciones del gen 
TCRB, lo que implica que la detección de transposiciones de TCRB o TCRG no es tampoco indicativa de linfocitos T 45 
del linaje de linfocitos T αβ o γδ, respectivamente. 

Además de estas transposiciones entre linajes, se ha establecido que varias neoplasias malignas linfoides tienen 
patrones de transposición de genes Ig/TCR inusuales. Esta información está disponible con detalle para ALL de 
precursores B y T, pero no todavía para la mayoría de otras neoplasias malignas linfoides

6
. 

4. Pseudoclonalidad y oligoclonalidad 50 

La detección de una población de células linfoides aparentemente clonales o aparentemente oligoclonales 
(pseudoclonalidad) es rara en el análisis por transferencia de Southern, salvo que se utilicen genes con una variedad 
combinatoria limitada, tales como TCRG o TCRD. Esto podría dar como resultado bandas transpuestas débiles, por 
ejemplo, que representan las transposiciones Vγ9-Jγ1.2 o Vδ2-Jδ1 procedentes de linfocitos T de TCRγδ

+ 
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seleccionado de antígenos. Sin embargo, esta es una dificultad bien conocida del análisis por transferencia de 
Southern y no se obtendrán como resultado bandas transpuestas de alta densidad. 

La pseudoclonalidad en los estudios de clonalidad basados en PCR es más difícil de reconocer. La alta sensibilidad 
de la PCR puede provocar la amplificación de las pocas transposiciones de los genes Ig o TCR procedentes de un 
número limitado de linfocitos B o linfocitos T en la muestra de tejido estudiada. Particularmente, los pocos linfocitos T 5 
(policlonales) reactivos en una biopsia con una aguja pequeña o en una muestra de B-NHL con alta carga tumoral 
podrían dar como resultado productos de PCR (oligo)clonales. Con frecuencia, la cantidad de dichos productos de 
PCR está limitada. Esto se observa particularmente cuando se utilizan genes TCRG como diana de la PCR. Los 
análisis por PCR duplicados o triplicados seguidos por la mezcla de los productos de PCR obtenidos deben ayudar a 
aclarar si los productos de PCR aparentemente clonales proceden en efecto de diferentes linfocitos. 10 

Por último, los ganglios linfáticos reactivos pueden mostrar una diversidad reducida de la variedad de Ig/TCR, 
provocada por el predominio de varios subclones seleccionados del antígeno (oligoclonalidad). Particularmente los 
ganglios linfáticos o muestras de sangre de pacientes con una infección activa por EBV o CMV pueden mostrar una 
gama restringida de TCR u oligoclonalidad de genes TCR. También cuadros clínicos de inmunosupresión se asocian 
frecuentemente con variedades restringidas de TCR, por ejemplo, en pacientes con trasplante o pacientes con 15 
tricoleucemia

35
.
 
La recuperación de un trasplante y de una remisión hematológica va seguida por la restauración de 

la variedad de TCR policlonales
36, 37

. 

5. Resultados positivos falsos 

En el análisis por transferencia de Southern, los resultados positivos falsos son raros y generalmente se pueden 
evitar por la comprobación durante la digestión y por exclusión de sitios de restricción polimórficos

21
. 20 

Los resultados de PCR positivos falsos presentan un grave problema si no se realiza ningún análisis adecuado de 
los productos obtenidos por PCR para discriminar entre los productos de PCR monoclonales o policlonales. Dicha 
discriminación se puede conseguir por análisis por polimorfismo conformacional de una sola cadena 
(abreviadamente SSCP por la expresión inglesa “single-strand conformation polymorphism”)

38
,
 
electroforesis en gel 

con gradiente desnaturalizante (abreviadamente DGGE por la expresión inglesa “denaturing gradient gel 25 
electrophoresis”)

39
,
 
análisis de heterodúplex (HD)

40, 41 
o por GeneScanning (GS)

42, 43
.
 
Estas técnicas aprovechan la 

diversidad de la región de unión para la discriminación entre células monoclonales con regiones de unión idénticas y 
células policlonales con regiones de unión muy diversas. 

6. Resultados negativos falsos 

En el análisis por transferencia de Southern, los resultados negativos falsos son raros si se utilizan sondas para los 30 
segmentos génicos J apropiadas. Sin embargo, podrían faltar algunas transposiciones poco comunes (generalmente 
transposiciones no funcionales), tales como las transposiciones o deleciones V-D de las regiones J. El análisis por 
PCR de los genes Ig y TCR podría verse obstaculizado por los resultados negativos falsos debido a la asociación 
inapropiada de los cebadores de PCR aplicados a los segmentos de genes transpuestos. Esta asociación 
inapropiada de cebadores puede ser causada por dos fenómenos diferentes. En primer lugar, la detección precisa 35 
de todos los segmentos génicos V, D y J diferentes requeriría muchos cebadores diferentes (Tabla 1), que en la 
práctica no es factible. En consecuencia, se diseñan cebadores de una familia, que reconozcan específicamente la 
mayoría o todos los miembros de una familia de V, D o J particular. Alternativamente, se utilizan cebadores de 
consenso, que se supone que reconocen virtualmente todos los segmentos génicos V y J del locus en estudio. Los 
cebadores de una familia y en particular los cebadores de consenso son generalmente óptimos para una parte de 40 
los segmentos génicos pertinentes, pero muestran una homología inferior (70 a 80%) con otros segmentos génicos. 
Esto puede conducir finalmente a resultados negativos falsos, particularmente en genes Ig/TCR con muchos 
segmentos génicos diferentes. En los genes TCRG y TCRD este problema es mínimo, debido a su limitado número 

de segmentos génicos diferentes. 

El segundo fenómeno es la presencia de hipermutaciones somáticas en los genes Ig transpuestos de neoplasias 45 
malignas de linfocitos B foliculares y post-foliculares, particularmente neoplasias malignas de linfocitos B con genes 
IGH de clase conmutada. 

Conocimiento y experiencia suficientes pueden evitar las primeras cuatro dificultades, principalmente debido a que 
se refieren a problemas de interpretación. Las dos últimas dificultades se refieren a problemas técnicos, que pueden 
resolverse por la elección de técnicas fiables para el análisis de los productos de PCR y por el diseño de mejores 50 
conjuntos de cebadores. 

La optimización del análisis por transferencia de Southern de los genes Ig/TCR durante los últimos diez años ha 
dado como resultado la selección de combinaciones fiables de enzimas de restricción (fragmentos entre 2 y 15 kb, 
evitando sitios de restricción polimórficos) y sondas (principalmente aguas abajo de los segmentos génicos J). 
Aunque el análisis por transferencia de Southern es una sólida técnica de "referencia", muchos laboratorios han 55 
reemplazado gradualmente el análisis por transferencia de Southern por la tecnología de PCR, debido a que la PCR 
es rápida, requiere cantidades mínimas de DNA de calidad media y tiene una buena sensibilidad global. 
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A pesar de las evidentes ventajas, la sustitución del análisis por transferencia de Southern por técnicas de PCR para 
estudios fiables de Ig/TCR se ve obstaculizada por dos problemas técnicos principales:  

- resultados negativos falsos debido a la asociación inapropiada al cebador; 
- dificultades en la discriminación entre las transposiciones de los genes Ig/TCR monoclonales y policlonales. 

El documento WO 00/28086 describe una PCR múltiple con cebadores de consenso para las regiones principales 5 
con puntos de rotura (abreviadamente MBR por la expresión inglesa "major breakpoint regions"), FR1 y FR3 del gen 

BCL-2 y un cebador de consenso para JH. El de consenso para JH tiene 19 nucleótidos que son idénticos a los 19 
nucleótidos del extremo 3' del cebador para JH mostrado en la Figura 11A. 

Varios laboratorios de diagnósticos individuales trataron de resolver los problemas de los estudios de clonalidad 
basados en PCR, pero hasta ahora no se han obtenido protocolos de PCR estandarizados fiables. Por el contrario, 10 
se están utilizando muchos conjuntos de cebadores diferentes, que todos difieren en su sensibilidad y aplicabilidad. 

La presente invención proporciona ahora conjuntos de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos, como se 
definen en las reivindicaciones y protocolos de PCR estandarizados para detectar esencialmente todos los locus de 
Ig y de TCR relevantes y dos anomalías cromosómicas que se presentan frecuentemente. Los conjuntos de 
cebadores que comprenden un cebador directo y otro inverso son capaces de amplificar transposiciones clonales de 15 
genes de la cadena pesada de Ig (IGH), genes de la cadena kappa de Ig (IGK), genes de la cadena lambda de Ig 
(IGL), genes TCR beta (TCRB), genes TCR gamma (TCRG) y genes TCR delta (TCRD) o de amplificar la 
translocación cromosómica t(11;14)(BCL1-IGH) y t(14;18)(BCL2-IGH). Los cebadores permiten que sean detectables 
tanto las transposiciones completas como las incompletas y que puedan ser reconocidos los segmentos génicos de 
diferentes familias V, (D) y J. 20 

Dos técnicas que se pueden utilizar en un método de la invención para la discriminación entre transposiciones de 
genes Ig/TCR monoclonales y policlonales son el análisis de heterodúplex y por GeneScanning. El análisis de 
heterodúplex utiliza productos de PCR bicatenarios y aprovecha la longitud y composición de las regiones de unión, 
mientras que en GeneScanning los productos de PCR monocatenarios se separan en un gel o polímero de alta 
resolución de acuerdo solamente con su longitud (Figura 2). 25 

Se proporcionan 107 cebadores específicos diferentes para todos los locus de Ig/TCR relevantes así como para 
t(11;14)(BCL1-IGH) y t(14;18)(BCL2-IGH), o sus variantes, (véanse las Figuras 3 a 11). El término "variante" se 

refiere a un cebador que difiere en 1 a 5 nucleótidos, preferiblemente en 1 a 3 nucleótidos, del tamaño y/o de la 
posición del nucleótido de una secuencia de cebador mostrada, siempre que la secuencia de nucleótidos de dicha 
variante del cebador contenga como máximo 2 desapareamientos, como máximo 1 desapareamiento, más 30 
preferiblemente ningún desapareamiento con el locus diana. Además, una variante del cebador comprende un 
cebador marcado (diferencialmente), es decir, un cebador que tiene un marcador que se puede identificar o 
distinguir de otros marcadores por cualquier medio, incluyendo el uso de un instrumento analítico. Ejemplos de 
cebadores marcados diferencialmente son cebadores provistos de un marcador fluorescente, tal como un colorante 
6-FAM, HEX, TET o NED. Los cebadores marcados son particularmente ventajosos para uso en análisis 35 
automatizado de fragmentos de PCR de alta resolución (tecnología GeneScanning) para la detección de productos 
de PCR. Como se ilustra más adelante, los cebadores marcados diferencialmente permiten distinguir diferentes 
productos de amplificación de PCR de aproximadamente la misma longitud (tamaño), usando preferiblemente 
GeneScanning multicolor. Naturalmente, una variante de un cebador para amplificación de ácidos nucleicos, ya sea 

un cebador directo o inverso (marcado con colorante), no debe ser capaz de formar dímeros con cualquier otro 40 
(variante) cebador directo y/o inverso para amplificación de ácidos nucleicos que se utilice en una reacción de 
amplificación, ya que esto puede interferir con la asociación del cebador a un locus diana y por tanto con la 
amplificación de la transposición o translocación de interés. 

En una realización, la invención proporciona un ensayo de amplificación de ácidos nucleicos, preferiblemente un 
ensayo de PCR, que usa al menos un conjunto de cebadores de acuerdo con la invención. Dicho ensayo de PCR 45 
puede ser una PCR simple (monoplex) o múltiple. En una realización preferida, se utiliza un conjunto de cebadores 
de acuerdo con la invención en un ensayo de PCR múltiple estandarizado, usando por ejemplo dos o más 
cebadores directos, o tres o cuatro cebadores directos, o sus variantes (por ejemplo, seleccionados de un grupo de 
"cebadores de una familia", por ejemplo de cebadores de la familia VH), junto con el cebador inverso de consenso. 
Los cebadores de una familia se diseñan de tal manera que reconozcan la mayoría o todos los segmentos génicos 50 
de una familia particular (véase la Tabla 2). En una realización específica, los 107 cebadores se utilizan sólo en 18 
tubos de PCR múltiple: 5 para IGH (3x VH-JH y 2x DH-JH), 2 para IGK, 1 para IGL, 3 para TCRB (2x Vβ-Jβ y 1x Dβ-
Jβ), 2 para TCRG, 1 para TCRD, 3 para BCL2-IGH y 1 para BCL1-IGH (Figuras 3 a 11). Dicho ensayo permite 
evaluar las transposiciones clonales y/o las anomalías cromosómicas. Además, permite la detección de un trastorno 
linfoproliferante. El ensayo de PCR múltiple de los cebadores en aproximadamente 90 linfoproliferaciones definidas 55 
por transferencia de Southern mostró que coincidía en más del 95% de las muestras los resultados de la 
transferencia de Southern y de la PCR. 

En otra realización, se proporciona un método para detectar un transposición, como se define en la reivindicación 8. 
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Se proporciona un conjunto de cebadores para amplificación de ácidos nucleicos capaces de amplificar un gen 
humano seleccionado del grupo que consiste en el gen AF4 humano (exón 3), el gen AF4 humano (exón 11), el gen 
PLZF1 humano, el gen RAG1 humano y el gen TBXAS1 humano (véase la Fig. 12). Usando uno o más de estos 
cinco conjuntos de cebadores que consisten en un cebador directo (o una de sus variantes) y un cebador inverso (o 
una de sus variantes) en un ensayo de amplificación de ácidos nucleicos de la invención, es posible detectar uno o 5 
más "gen(es) de control" seleccionados del grupo que consiste en el gen AF4 humano (exón 3), el gen AF4 humano 
(exón 11), el gen PLZF1 humano, el gen RAG1 humano y el gen TBXAS1 humano. Dicho método de detección se 
utiliza ventajosamente para determinar la calidad (por ejemplo, integridad y amplificabilidad) de una muestra de 
ácido nucleico (DNA) extraída o aislada de una muestra biológica, por ejemplo DNA extraído de una muestra 
embebida en parafina (véase el Ejemplo 10). 10 

La capacidad de los diferentes conjuntos de cebadores para amplificar transposiciones clonales y/o anomalías 
cromosómicas (translocaciones) ha sido analizada en muchos tipos diferentes de linfomas malignos, entre los que se 
encuentran linfoma folicular, linfoma de linfocitos B grandes difusos y mieloma múltiple. Se encontró que un conjunto 
de cebadores es muy útil para determinar las transposiciones clonales y/o translocaciones cromosómicas. Parecía 
que la tasa de detección de las transposiciones clonales utilizando los tubos de cebadores múltiples es 15 
inauditamente alta, es decir, al menos 95%. 

Ensayos en paralelo de tejidos embebidos en parafina disponibles de las muestras anteriores revelaron resultados 
esencialmente idénticos, si la calidad del DNA de estos tejidos era suficientemente alta, lo que significaba que 
fragmentos de al menos 300 pb podrían ser amplificados en una PCR de genes de control especialmente diseñada. 

La aplicabilidad de los ensayos de PCR múltiple desarrollados se evaluó en series de 50 a 100 casos por tipo de 20 
neoplasia maligna linfoide. Siguiendo la revisión de los expertos nacionales en patología y la revisión de los expertos 
centrales en patología en caso de dificultades, todos los casos incluidos se definieron según la clasificación de la 
Organización Mundial de la Salud (OMS). Las categorías de diagnóstico estudiadas incluían neoplasias malignas, 
tales como linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, linfoma de linfocitos B 
grandes difusos, linfoma de linfocitos T angioinmunoblásticos, linfoma de linfocitos T periféricos y linfoma de células 25 
grandes anaplásicas, así como lesiones reactivas. Los resultados muestran un nivel muy alto de detección de la 
clonalidad, incluso en entidades que se sabe que llevan hipermutaciones somáticas, tales como linfoma folicular y 
linfoma de linfocitos B grandes difusos. Particularmente, el uso de los tres tubos con VH-JH de IGH, complementados 
con los dos tubos con DH-JH de IGH y los dos tubos con IGK parecía que era altamente eficaz en la detección de 
transposiciones clonales de genes Ig. Esta alta eficiencia se obtiene por la complementariedad de los tubos con Ig, 30 
así como por el hecho de que las transposiciones DH-JH e IGK-Kde no están (o rara vez) mutadas somáticamente. 
Esta complementariedad también se encontró para los cebadores para TCRB y TCRG en caso de neoplasias 
malignas de linfocitos T. 

Además, se observaron patrones de transposición interesantes e inesperados, tales como transposiciones inusuales 
entre linajes. Notablemente, en aproximadamente 10% de lesiones reactivas se detectaron transposiciones clonales. 35 
Estas linfoproliferaciones reactivas incluían linfoproliferaciones relacionadas con EBV e hiperplasias atípicas, como 
la enfermedad de Castleman, así como lesiones en las que se sospechaba la presencia de un clon de linfocitos B o 
T. 

Se proporciona un método para la detección de la enfermedad mínima residual (abreviadamente MRD por la 
expresión inglesa "minimal residual disease"). El término enfermedad mínima residual (MRD) describe la situación 40 
en la que, después de quimioterapia para la leucemia aguda (AL), una médula ósea morfológicamente normal puede 
albergar todavía una cantidad relevante de células malignas residuales. La detección de la enfermedad mínima 
residual (MRD) es una nueva herramienta práctica para una medida más exacta de la inducción de la remisión 
durante la terapia debido a que se pueden detectar hasta 10

-4
-10

-6 
blastocitos leucémicos. El análisis de la MRD 

basado en la PCR conocido utiliza transposiciones clonales de los receptores de antígenos detectables en ~90-95% 45 
de las muestras de los pacientes investigados. Sin embargo, la amplificación de los productos policlonales conduce 
con frecuencia a amplicones de PCR positivos falsos no adecuados para el análisis de la MRD. La descripción 
proporciona ahora un método para la detección de genes Ig y TCR idénticamente (clonalmente) transpuestos o para 
la detección de anomalías cromosómicas bien definidas y frecuentes, tales como t(11;14) y t(14;18). Por tanto, las 
transposiciones y translocaciones detectadas usando un conjunto de cebadores de la invención no sólo sirven como 50 
marcadores para la clonalidad en el diagnóstico, sino también como dianas de PCR para la detección de la MRD 
durante su seguimiento. 

En un aspecto adicional, la invención proporciona un kit (de diagnóstico) para la detección de una translocación 
t(14;18)(BCL2-IGH), que comprende al menos un conjunto de cebadores de acuerdo con la invención. Un kit de la 
invención es muy adecuado para el diagnóstico de la clonalidad basado en la PCR. Opcionalmente, dicho kit 55 
comprende también al menos un conjunto de cebadores capaces de amplificar un "gen de control" humano como se 
ha mencionado anteriormente. La inclusión de uno, preferiblemente al menos dos, más preferiblemente al menos 
tres, de estos conjuntos de cebadores de genes de control en un tubo de control puede ser útil en la estimación de la 
calidad de la muestra de DNA que se va a diagnosticar, por ejemplo el DNA extraído de tejido embebido en parafina. 

Se describe un método para la discriminación rápida de diferentes tipos de transposiciones de genes Ig/TCR en el 60 
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mismo tubo de PCR múltiple. El GeneScanning permite la aplicación de múltiples cebadores diferentes conjugados 
con fluorocromo en un solo tubo. Dicho marcado diferencial de cebadores se puede utilizar para la discriminación 
extra entre diferentes tipos de transposiciones de genes Ig o TCR. 

El marcado diferencial de los cebadores para V ha limitado generalmente el valor añadido, pero el marcado 
diferencial de los cebadores aguas abajo puede ayudar a la identificación rápida y fácil del tipo de transposición de 5 
los genes Ig/TCR, que es útil para la detección basada en la PCR de la enfermedad mínima residual

44, 45
.
 
El marcado 

de los cebadores para J no se considera informativo de IGH (VH-JH o DH-JH), IGK (Vκ-Jκ) o IGL (Vλ-Jλ). Para una 
rápida identificación de las transposiciones IGK-Kde, podría ser interesante discriminar entre las transposiciones Vκ-
Kde y del intrón RSS-Kde por marcado diferencial de los cebadores para Kde y para el intrón RSS (véase la Figura 
5B). 10 

El GeneScanning multicolor más informativo puede ser diseñado para transposiciones de genes TCR, lo que facilita 
el reconocimiento rápido de los diferentes tipos de transposiciones de los genes TCRB, TCRG y TCRD. Por ejemplo, 
el marcado diferencial de los cebadores para Jβ1 y Jβ2 en el tubo A con TCRB (véase la Figura 7B) permite una fácil 
identificación de las transposiciones policlonales y monoclonales Vβ-Jβ1 frente a Vβ-Jβ2 (Figura 13A). El marcado 
diferencial de los cebadores para Jγ1.3/2.3 y Jγ1.1/2.1 (Figura 8B) da como resultado una fácil identificación de los 15 
diferentes tipos de transposiciones del gen TCRG (Figura 13B). El marcado diferencial de los cebadores para Jδ, del 
cebador para Dδ2 y del cebador para Dδ3 en el tubo con TCRD (Figura 9B) da como resultado una fácil 
identificación de las transposiciones del gen TCRD más relevantes, tales como transposiciones Dδ2-Jδ, Vδ-Jδ, Dδ2-
Dδ3 y Vδ2-Dδ3 (Figura 13C). 

Estos tubos de PCR múltiple de multicolores parece que son fáciles y convenientes en la práctica diaria de 20 
diagnostico de la clonalidad basado en la PCR. 

Leyendas de las figuras 

Figura 1. Diagrama esquemático de las etapas secuenciales de transposiciones, la transcripción y la 
traducción del gen TCRB. En este ejemplo se produce en primer lugar una transposición de Dβ2 a Jβ2.3, seguida 

por transposición de Vβ4 a Dβ2-Jβ2.3, dando como resultado la formación de una unión codificadora Vβ4-Dβ2-25 
Jβ2.3. El gen TCRB transpuesto es transcrito en RNAm precursor, empalmado en RNAm maduro y finalmente 
traducido en una cadena proteica del TCRβ. También se indican los dos círculos de escisión del TCR 
extracromosómicos (TREC) que se forman durante este proceso de recombinación; dichos círculos contienen la 
unión de señal D-J y la unión de señal V-D, respectivamente. 

Figura 2. Diagrama esquemático de análisis de heterodúplex y por GeneScanning de productos de PCR, 30 
obtenidos a partir de genes Ig y TCR transpuestos. A. Los genes Ig y TCR transpuestos (IGH en el ejemplo) 

muestran regiones de unión heterogénas respecto al tamaño y composición de nucleótidos. Los nucleótidos de la 
línea germinal de los segmentos génicos V, D y J se representan con letras mayúsculas grandes y los nucleótidos 
insertados aleatoriamente con letras versalitas. Se emplea la heterogeneidad de la región de unión en análisis de 
heterodúplex (tamaño y composición) y en GeneScanning (sólo tamaño) para discriminar entre los productos 35 
derivados de poblaciones de células linfoides monoclonales y policlonales. B. En el análisis de heterodúplex, los 

productos de PCR son desnaturalizado por calor (5 minutos, 94ºC) y posteriormente enfriados rápidamente (1 hora, 
4°C) para inducir la formación del dúplex (homo- o hetero-dúplex). En muestras de células que consisten en células 
linfoides clonales, los productos de PCR de genes IGH transpuestos dan lugar a homodúplex después de la 

desnaturalización y renaturalización, mientras que en muestras que contienen poblaciones de células linfoides 40 
policlonales los fragmentos monocatenarios de PCR formarán principalmente heterodúplex, que dan como resultado 
una mancha en fondo negro de fragmentos que migran lentamente por electroforesis. C. En GeneScanning los 
productos de PCR marcados con fluorocromo de genes IGH transpuestos se desnaturalizan antes del análisis de 

fragmentos por alta resolución de los fragmentos monocatenarios resultantes. Las muestras de células 
monoclonales darán lugar a productos de PCR de tamaño idéntico (pico único), mientras que en las muestras 45 
policlonales se formarán muchos productos de PCR de diferentes IGH, que muestran una distribución gaussiana de 
tamaños característica. 

Figura 3. Análisis por PCR de transposiciones (VH-JH) en IGH. A. Diagrama esquemático de un complejo de 

genes IGH sobre la banda cromosómica 14q32.3 (adaptado de la base de datos ImMunoGeneTics)
46, 47

.
 
Sólo están 

incluidos segmentos génicos VH no polimórficos transponibles en azul (VH funcional) o en gris (pseudogenes 50 
transponibles). No se indican pseudogenes VH (generalmente truncados) recientemente descubiertos. B. Diagrama 
esquemático de una transposición VH-JH en IGH con tres conjuntos de cebadores para VH y un cebador de consenso 

para JH, combinados en tres tubos múltiples. La posición relativa de los cebadores para VH y para JH se da de 
acuerdo con la mayoría de nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. El segmento 
génico VH usado como miembro representativo de la familia VH para diseño del cebador se indica entre paréntesis. 55 
C, D y E. Análisis de heterodúplex y por GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y 

monoclonales, que muestran las manchas de heterodúplex y bandas homodúplex típicas (paneles de la izquierda) y 
las curvas gaussianas policlonales y los picos monoclonales típicos (paneles de la derecha). La distribución 
aproximada de las curvas gaussianas policlonales se indica en nucleótidos (nt). 
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Figura 4. Análisis por PCR de transposiciones (DH-JH) en IGH. A. Diagrama esquemático de una transposición 
(DH-JH) en IGH con siete cebadores para la familia DH y un cebador de consenso para JH, divididos en dos tubos 
(tubos D y E con IGH). El cebador para DH7 (7-27) estaba separado de los otros seis cebadores para DH, debido a 
que el cebador de consenso para DH7 y JH dará un producto de PCR de la línea germinal de 211 nt. La posición 
relativa de los cebadores para DH y JH se da de acuerdo con la mayoría de nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas 5 
abajo (+) de la RSS implicada. El segmento génico DH utilizado como miembro representativo de la familia DH para 
diseño del cebador se indica entre paréntesis. B y C. Análisis de heterodúplex (paneles de la izquierda) y por 
GeneScanning (paneles de la derecha) de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales. Se indica 
la distribución aproximada de los picos policlonales y monoclonales. La banda/pico de fondo potencial en el tubo D 
se indica con un asterisco y se encuentra fuera del intervalo esperado de transposiciones DH-JH. También se indica 10 
con un asterisco la banda DH7-JH de la línea germinal del tubo E. 

Figura 5. Análisis por PCR de transposiciones de genes IGK. A. Diagrama esquemático del complejo de genes 
IGK sobre la banda cromosómica 2p11.2 (adaptado de la base de datos ImMunoGeneTics)

46, 47
.
 
Sólo están 

indicados segmentos génicos Vκ no polimórficos transponibles en azul (Vκ funcional) o en gris (Vκ no funcional). La 
agrupación de segmentos génicos Vκ invertidos (codificados con la letra D) está situada ~800 kb aguas arriba de los 15 
segmentos génicos Vκ no invertidos. Estos segmentos génicos Vκ aguas arriba se presentan como una imagen 
especular de sus equivalentes no invertidos correspondientes. B. Diagramas esquemáticos de una transposición Vκ-

Jκ y los dos tipos de transposiciones de Kde (Vκ-Kde e intrón RSS-Kde). La posición relativa de los cebadores para 
Vκ, Jκ, Kde e intrón RSS (INTR) se da de acuerdo con la mayoría de nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas abajo 
(+) de la RSS implicada. El segmento génico Vκ utilizado como miembro representativo de las familias Vκ1, Vκ2 y 20 
Vκ3 está indicado entre paréntesis. Vκ4, Vκ5 y Vκ7 son familias Vκ de un solo miembro. Los cebadores se dividen 
en dos tubos: tubo A con cebadores para Vκ y Jκ y tubo B con cebadores para Vκ, intrón RSS y Kde. C y D. Análisis 
de heterodúplex y por GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que 

muestran las manchas de heterodúplex y bandas homodúplex típicas (paneles de la izquierda) y las curvas 
gaussianas y los picos monoclonales típicos (paneles de la derecha). La distribución aproximada de las curvas 25 
gaussianas policlonales se indica en nt. 

Figura 6. Análisis por PCR de transposiciones de genes IGL. A. Diagrama esquemático de un complejo de 

genes IGL sobre la banda cromosómica 22q11.2 (adaptado de la base de datos de ImMunoGeneTics)
46, 47

.
 
Sólo 

están incluidos segmentos génicos Vλ no polimórficos transponibles en azul (Vλ funcional) o en gris (Vλ no 
funcional). B. Diagrama esquemático de la transposición Vλ-Jλ con dos cebadores para la familia Vλ y un cebador de 30 

consenso para Jλ. Sólo dos cebadores para Vλ fueron diseñados para Vλ1 más Vλ2 y para Vλ3, debido a que estas 
tres familias Vλ abarcan aproximadamente el 70% de los segmentos génicos Vλ transponibles y debido a que 
aproximadamente el 90% de todas las transposiciones de genes IGL implican los segmentos génicos Vλ1, Vλ2 o 
Vλ3

48
.
 
Aunque cinco de los siete segmentos génicos Jλ pueden transponerse, sólo se diseñó un único cebador de 

consenso para Jλ para Jλ1, Jλ2 y Jλ3, debido a que el 98% de todas las transposiciones de genes IGL implican uno 35 

de estos tres segmentos génicos
49

.
 
La posición relativa de los cebadores para Vλ y Jλ se da de acuerdo con la 

mayoría de nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C. Análisis de heterodúplex y 
por GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran las manchas 
de heterodúplex y bandas homodúplex típicas (panel de la izquierda) y las curvas gaussianas policlonales y los picos 
monoclonales (panel de la derecha). La posición aproximada de las curvas gaussianas policlonales se indica en nt. 40 

Figura 7. Análisis por PCR de transposiciones de genes TCRB. A. Diagrama esquemático del locus de TCRB 

humano. La designación de los segmentos génicos se realizó según Arden et al.,
50

 estando entre paréntesis la 
designación según Rowen et al.,

51 
y Lefranc et al. 

46, 47
. La figura está adaptada de la base de datos 

ImMunoGeneTics internacional
46, 47

.
 

Sólo los segmentos génicos Vβ no polimórficos transponibles están 
representados en azul (Vβ funcional), en medio azul/medio gris (funcional potencial, pero no se encontró expresión 45 
proteínica) y en gris (Vβ no funcional). B. Diagrama esquemático de las transposiciones Vβ-Jβ y Dβ-Jβ. Los 23 

cebadores para Vβ, 13 cebadores para Jβ y dos cebadores para Dβ se combinan en tres tubos: tubo A con 23 
cebadores para Vβ y nueve cebadores para Jβ, tubo B con 23 cebadores para Vβ y cuatro cebadores para Jβ y tubo 
C con dos cebadores para Dβ y 13 cebadores para Jβ. Los 23 cebadores para Vβ y los 13 cebadores para Jβ están 
alineados con el fin de obtener productos de PCR de tamaño comparable (véanse los paneles C y D). Los 50 
cebadores para Vβ abarcan aproximadamente el 90% de todos los segmentos génicos Vβ. La posición relativa de 
los cebadores para Vβ, Dβ y Jβ se da en de acuerdo con la mayoría de los nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas 
abajo (+) de la RSS implicada. C, D y E. Análisis de heterodúplex y por GeneScanning de las mismas poblaciones 

de células policlonales y monoclonales, que muestran las manchas de heterodúplex y bandas homodúplex típicas 
(paneles de la izquierda) y las curvas gaussianas policlonales y los picos monoclonales típicos (paneles de la 55 
derecha). La distribución aproximada de las curvas gaussianas policlonales se indica en nt. 

Figura 8. Análisis por PCR de transposiciones de genes TCRG. A. Diagrama esquemático del locus de TCRG 

humano sobre la banda cromosómica 7p14. Sólo los segmentos génicos Vγ transponibles están representados en 
azul (Vγ funcional) o en gris (Vγ no funcional). Para los segmentos génicos Jγ, se utilizan ambas nomenclaturas 

46, 47, 

52
. B. Diagrama esquemático de una transposición Vγ-Jγ de TCRG con cuatro cebadores para Vγ y dos cebadores 60 

para Jγ, que se dividen en dos tubos. La posición relativa de los cebadores para Vγ y Jγ se indica de acuerdo con la 
mayoría de los nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C y D. Análisis de 
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heterodúplex y por GeneScanning de las mismas poblaciones de células policlonales y monoclonales, que muestran 
las manchas de heterodúplex y bandas homodúplex típicas (paneles de la izquierda) y las curvas gaussianas 
policlonales y los picos monoclonales típicos (paneles de la derecha). La distribución aproximada de las curvas 
gaussianas policlonales se indica en nt. 

Figura 9. Análisis por PCR de transposiciones de genes TCRD. A. Diagrama esquemático del locus de TCRD 5 

humano sobre la banda cromosómica 14q11.2. Los seis segmentos génicos Vδ "clásicos" están indicados en azul, 
dispersados entre los segmentos génicos Vα en negro. Desde Vδ4, Vδ5 y Vδ6 se reconocen también como 
segmentos génicos Vα, su código genético Vα está entre paréntesis. B. Diagrama esquemático de las 

transposiciones Vδ-Jδ, Dδ2-Jδ, Dδ2-Dδ3 y Vδ-Dδ3, que muestra la posición de seis cebadores para Vδ, cuatro para 
Jδ y dos para Dδ, todos combinados en un solo tubo. La posición relativa de los cebadores para Vδ, Dδ y Jδ se 10 
indica de acuerdo con la mayoría de nucleótidos en 5’ aguas arriba (-) o aguas abajo (+) de la RSS implicada. C. 
Análisis de heterodúplex (panel de la izquierda) y por GeneScanning (panel de la derecha) de las mismas 
poblaciones de células policlonales y monoclonales. Las poblaciones de células policlonales muestran una mancha 
difusa en el análisis de heterodúplex y un patrón de picos complejos y anchos en GeneScanning. Las bandas y los 
picos monoclonales son claramente visibles. En GeneScanning se indica la posición aproximada de los productos de 15 

PCR de los diferentes tipos de transposiciones. 

Figura 10. Detección de transposiciones en BCL1-IGH. A. Diagrama esquemático del gen CCND1 y la región del 
punto de rotura MTC (del inglés “major translocation cluster”) en el BCL1 sobre la banda cromosómica 11q13 así 
como el segmento génico JH sobre la banda cromosómica 14q32. Para el diseño del cebador en la región BCL1-
MTC se compuso una secuencia de unión BCL1-MTC/JH4 artificial (como se documentó parcialmente para JVM2

53
): 20 

los primeros 50 nucleótidos documentados por Williams
54 

estaban unidos a los nucleótidos 1-439 de la secuencia de 
MTC presente en NCBI (número de acceso S77049

55
); se añadió la región "GCCC" en el extremo N de JVM2

53 

seguida por los nucleótidos 1921-3182 que representan la región genómica JH4-JH6 (número de acceso J00256). B. 

Electroforesis en gel de agarosa de una serie de productos BCL1-IGH de PCR de diferentes pacientes con linfoma 
de células del manto (abreviadamente MCL por la expresión inglesa "mantle cell lymphoma") y la línea de células de 25 
control positivo JVM2. Los productos de PCR difieren en tamaño, lo que indica diferentes posiciones de los puntos 
de rotura en BCL1-MTC. Las bandas mayores de menor densidad representan productos de PCR que se extienden 

hasta el siguiente segmento génico JH en la línea germinal aguas abajo. 

Figura 11. Detección por PCR de transposiciones en BCL2-IGH. A. Diagrama esquemático del gen BCL2 sobre 
la banda cromosómica 18q21. La mayoría de los puntos de rotura del BCL2 se agrupan en tres regiones: MBR, 3' 30 
MBR y mcr. En consecuencia, los cebadores múltiples han sido diseñados para que abarquen los puntos de rotura 
potenciales en estas tres regiones: dos cebadores para MBR, cuatro cebadores para 3' MBR y tres cebadores para 
mcr. La posición relativa de los cebadores para BCL2 se indica de acuerdo con la mayoría de los nucleótidos en 5' 
aguas arriba (-) o aguas abajo (+) hasta el extremo 3' del exón 3 de BCL2 (de acuerdo con el nº de acceso 
AF325194S1 en NCBI), excepto para dos cebadores para BCL2-mcr; su posición se indica aguas abajo del primer 35 
nucleótido de la secuencia de AF275873. B, C y D. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de 
diferentes pacientes con linfoma de células foliculares (abreviadamente FCL por la expresión inglesa "follicular cell 
lymphoma") y diversas líneas celulares de control positivo (DoHH2, K231, OZ y SC1). Los paneles B y D contienen 
las mismas muestras y presentan complementariedad en la positividad, ilustrando que el tubo C (tubo con mcr) tiene 
un valor añadido. Los productos de PCR difieren en tamaño, en relación con la diferente posición de los puntos de 40 
rotura en BCL2. Las bandas mayores de menor densidad en las mismas pistas representan productos de PCR que 
se extienden hasta el siguiente segmento génico JH en la línea germinal aguas abajo o hasta el siguiente cebador 
para BCL2 aguas arriba. 

Figura 12. PCR con genes de control para la determinación de la amplificabilidad e integridad de muestras 
de DNA. A. Diagrama esquemático de cinco exones de genes de control y los cinco conjuntos de cebadores para la 45 

obtención de productos de PCR de 600 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb y 100 pb. La posición relativa de los cebadores 
para genes de control se da de acuerdo con la mayoría de nucleótidos en 5' aguas abajo del sitio de empalme en 5' 
del exón del gen de control implicado. B. Los productos de PCR con genes de control de seis muestras de DNA, se 

separaron en un gel de poliacrilamida al 6%. Dos muestras de control contenían DNA de alto peso molecular (pistas 
externas) y se obtuvieron cuatro muestras de DNA de muestras de tejido embebido en parafina, que muestran una 50 
amplificabilidad reducida (por ejemplo, 50 ng de GBS-4 frente a 500 ng de GBS-4) o una integridad reducida del 
DNA (PT-4). 

Figura 13. GeneScanning multicolor para ayudar a la identificación rápida y fácil de transposiciones de 
genes TCR. A. Análisis bicolor del tubo A con TCRB con marcado diferencial de los cebadores para Jβ1 (marcados 

con TET; verde) y cebadores para Jβ2 (marcados con FAM; azul). El panel superior muestra claramente los dos 55 
patrones de las transposiciones Jβ1 y Jβ2 policlonales (véase la Figura 7C), mientras que los otros dos paneles 
muestran las transposiciones Jβ2 clonales. B. Análisis bicolor del tubo A con TCRG con marcado diferencial del 

cebador para Jγ1.3/2.3 (marcado con FAM; azul) y el cebador para Jγ1.1/2.1 (marcado con TET; verde). El panel 
superior muestra claramente los patrones de transposiciones policlonales (véase la Figura 8C), mientras que los 
otros dos paneles muestran las transposiciones Jγ1.3/2.3 clonal y Jγ1.1/2.1 clonal, respectivamente. C. Análisis 60 

tricolor de transposiciones de genes TCRD con marcado diferencial de cebadores para Jδ (marcados con FAM; 
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azul), cebador para Dδ2 (marcado con HEX; verde) y cebador para Dδ3 (marcados con NED; negro). Dentro de los 
patrones de transposiciones complejas del tubo con TCRD (Figura 9C), el análisis tricolor permite la detección 

directa de las transposiciones Vδ-Jδ (picos azules), las transposiciones Dδ2-Jδ (picos azules y verdes, que no 
migran conjuntamente por completo debido a las diferencias en la velocidad de migración de los dos 
fluocromosomas), la transposición Vδ2 -Dδ3 (picos negros) y la transposición Dδ2-Dδ3 (picos verdes y negros que 5 
migran conjuntamente). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Selección de dianas para PCR: teniendo como objetivo la complementariedad 

Se decidió tener como objetivo la disponibilidad de al menos una diana de clonalidad detectable por PCR en cada 
neoplasia maligna linfoide. En las neoplasias malignas de linfocitos B maduros este objetivo podría verse 10 
obstaculizado por la presencia de hipermutaciones somáticas en los genes Ig, que se encuentran particularmente en 
neoplasias malignas de linfocitos B foliculares y post-foliculares. Por lo tanto, se decidió incluir dianas para PCR que 
tuvieran algún grado de complementariedad. 

Se aplicaron varios criterios para la selección de dianas:  

- genes IGH: no sólo se incluyeron como dianas para PCR transposiciones VH-JH completas sino también 15 

transposiciones DH-JH incompletas, debido a que las transposiciones DH-JH probablemente no son afectadas  
por hipermutaciones somáticas; 

-  genes IGK e IGL: ambos genes de la cadena ligera de Ig fueron incluidos como dianas para PCR, debido a 
que aumentaban la probabilidad de encontrar una transposición de genes Ig detectable por PCR en cada 
neoplasia maligna de linfocitos B maduros; 20 

- genes IGK: no sólo se incluyeron las transposiciones Vκ-Jκ, sino también las transposiciones del elemento 
delecionante kappa (Kde), debido a que se producen en uno o ambos alelos en (virtualmente) todas las 
neoplasias malignas de linfocitos B con Igλ

+ 
y en un tercio de las neoplasias malignas de linfocitos B con Igκ

+ 

y debido a que las transposiciones de Kde probablemente no se ven afectadas por la hipermutación 
somática; 25 

- genes TCRB: tanto las transposiciones Vβ-Jβ completas como las transposiciones Dβ-Jβ incompletas, debido 
a que las transposiciones de genes TRCB completas e incompletas se producen en todas las neoplasias 

malignas de linfocitos T maduros con TCRαβ
+ 

y también en muchas neoplasias malignas de linfocitos T con 
TCRγδ

+
; 

- genes TCRG: esta diana de clonalidad para PCR clásica es útil en todas las neoplasias malignas de linfocitos 30 
T de los linajes TCRγδ y TCRαβ. 

- genes TCRD: estos son una diana potencialmente útil en neoplasias malignas de linfocitos T inmaduros así 
como en neoplasias malignas de linfocitos T con TCRγδ

+
; 

- gen TCRA: este gen no se incluyó como diana para PCR, debido a su alto grado de complejidad con los 
segmentos génicos ~50 V y 61 J. Además, todas las neoplasias malignas de linfocitos T con transposiciones 35 
de genes TCRA contienen transposiciones de genes TCRB y generalmente también tienen transposiciones 
de genes TCRG; 

- segmentos génicos funcionales: la mayoría de linfoproliferaciones sospechosas se refieren a linfocitos 
maduros, que tienen por lo tanto transposiciones de genes Ig o TCR funcionales. Por consiguiente, el diseño 
del cebador para PCR tiene como objetivo la inclusión de (virtualmente) todos los segmentos génicos Ig/TCR 40 
funcionales. 

- anomalías cromosómicas bien definidas: se incluyeron como dianas adicionales t(11;14) con BCL1-IGH y 
t(14;18) con BCL2-IGH, debido a que estas dos anomalías son detectables por PCR con frecuencias 

relativamente altas en linfomas, es decir, en 30% de linfoma de células del manto (MCL) y en 60 a 70% de 
linfomas de células foliculares (FCL), respectivamente. 45 

Diseño de cebadores para PCR múltiple 

La detección precisa de todos los segmentos génicos V, D y J en genes Ig y TCR transpuestos requerirían muchos 
cebadores diferentes (Tabla 2). Para algunos complejos de genes esto podría ser posible (por ejemplo, TCRG y 
TCRD), pero para otros locus esto es imposible en la práctica debido al alto número de segmentos génicos 
diferentes. Para resolver este problema, se pueden diseñar cebadores de familia, que reconocen la mayoría de 50 
todos los segmentos génicos de una familia particular (Tabla 2). Alternativamente, se pueden preparar cebadores de 
consenso, que reconocen secuencias conservadas que se presentan en muchos o todos los segmentos génicos 
implicados. 
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El diseño de cebadores de familia y cebadores de consenso mantiene el equilibrio entre un número l imitado de 
cebadores y la homología máxima con todos los segmentos génicos relevantes. En este estudio, los inventores 
pretendieron la homología máxima con todos los segmentos génicos relevantes (particularmente segmentos génicos 
funcionales) con el fin de evitar la asociación subóptima de cebadores, que podría dar resultados negativos falsos. 
Además, los inventores tenían como objetivo el diseño de cebadores específicos de familia sin asociación cruzada 5 
con otras familias. 

Con el fin de limitar el número de tubos para PCR por locus, llegó a ser importante por razones prácticas el uso de 
múltiples cebadores para PCR. En consecuencia, se elaboraron directrices especiales para garantizar las 
posibilidades máximas para el diseño de cebadores útiles en tubos para PCR múltiple. Para este propósito el Dr. W. 
Rychlick (Molecular Biology Insights, Cascade, CO, EE.UU.) proporcionó su programa informático OLIGO 6.2 10 
especialmente adaptado y apoyó el desarrollo de las directrices para el diseño óptimo de cebadores. 

Las directrices generales para el diseño de cebadores fueron las siguientes:  

- la posición de los cebadores debe elegirse de tal modo que el tamaño de los productos de PCR fuera 
preferiblemente <300 pb (preferiblemente de 100 a 300 pb) con el fin de poder utilizar material embebido en 
parafina; 15 

- debe tenerse en cuenta una distancia mínima a la región de unión preferiblemente >10-15 pb (con el fin de 
evitar la negatividad falsa debido a la imposibilidad de que el extremo 3' del cebador se asocie a la diana 
transpuesta a causa de la deleción de nucleótidos de la secuencia de la línea germinal); 

- los cebadores no deben ser preferiblemente demasiado largos (por ejemplo, <25 nucleótidos). 

Se utilizaron los siguientes parámetros para el diseño de cebadores con el programa OLIGO 6.2:  20 

- la búsqueda de cebadores se debe realizar con rigor moderado; 

- el valor de la eficacia del cebador (abreviadamente PE por la expresión inglesa “primer efficiency”) debe ser 
preferiblemente ~400 (y >630, si el cebador se utiliza como cebador de consenso también para otros 
segmentos génicos); 

- el dímero en 3’ más estable de cebadores superior/superior, inferior/inferior o superior/inferior no debe 25 
exceder de -4 Kcal (estrategia de búsqueda moderada); siendo el dímero más estable global menos 
importante; 

- en vista de la PCR múltiple, se tuvieron en cuenta las siguientes directrices: habría que diseñar un cebador 
común en la mayoría de las regiones de consenso (es decir, alta PE en busca de consenso), mientras que los 
cebadores individuales (familia o miembro) han de ser diseñados en la mínima región de consenso (es decir, 30 
bajo valor de PE de dicho cebador para segmentos génicos que no deben ser abarcados) para evitar 
asociaciones cruzadas con otros segmentos génicos y con ello múltiples productos de PCR (no deseados). 

Protocolo para PCR 

Se elaboró un protocolo para PCR normalizado basándose en la experiencia ya existente de los anteriores estudios 
europeos de colaboración. Después de los ensayos y la aprobación iniciales, se aceptó el protocolo que se resume 35 
en la Tabla 3. 

Técnicas para el análisis de productos de PCR obtenidos a partir de transposiciones de genes Ig/TCR  

Los productos de PCR obtenidos de las transposiciones de genes Ig y TCR han de ser analizados para discriminar 
entre las células linfoides monoclonales con regiones de unión idénticas y las células linfoides policlonales con 
regiones de unión muy diversas. 40 

Basándose en la experiencia combinada de los laboratorios participantes, se seleccionaron dos técnicas: análisis de 
heterodúplex (HD) y análisis por GeneScanning (GS). El análisis de HD utiliza productos de PCR bicatenarios y 
aprovecha la longitud y composición de las regiones de unión, mientras que en GS los productos de PCR 
monocatenarios se separan en un gel o polímero de alta resolución de acuerdo solo con su longitud (Figura 2). 

Análisis de heterodúplex de productos de PCR 45 

Productos de PCR obtenidos con cebadores sin marcar se desnaturalizan a alta temperatura (~95ºC durante 5 
minutos), seguido por una rápida renaturalización aleatoria a baja temperatura (preferiblemente a 4°C durante 1 
hora). Esta formación de dúplex impuesta da como resultado muchos heterodúplex diferentes con diferente 
velocidad de migración en caso de linfoproliferaciones policlonales, pero da como resultado homodúplex con una 
rápida migración idéntica en caso de linfoproliferaciones monoclonales. La electroforesis de los homodúplex en un 50 
gel de poliacrilamida al 6% da como resultado una única banda de tamaño predecible, mientras que los heterodúplex 
forman una mancha en una posición más alta (Figura 2). La técnica de heterodúplex es rápida, sencilla y barata 
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(véase la Tabla 4 para los detalles técnicos) y tiene un límite de detección de ~5%
40, 41

.
 
El límite de detección está 

influenciado por la frecuencia de linfocitos policlonales, debido a que la formación de muchos heterodúplex también 
consumirá una parte de los productos de PCR monoclonales

41
. 

Análisis por GeneScanning de productos de PCR 

Los cebadores para PCR para el análisis por GeneScanning necesitan ser marcados con un fluorocromo para 5 
permitir la detección de los productos de PCR con un equipo de secuenciación automatizado (Figura 2). 

Los productos de PCR (desnaturalizados) monocatenarios marcados con fluorocromo se separan por tamaños en un 
gel de secuenciación de poliacrilamida desnaturalizante o un polímero de secuenciación capilar y se detectan por un 
escaneo automatizado con un láser (véase la Tabla 5 para los detalles técnicos). Esto da como resultado una 
distribución gaussiana de múltiples picos, que representan muchos productos de PCR diferentes en caso de 10 
linfoproliferaciones policlonales, pero da un solo pico que consiste en un tipo de producto de PCR en el caso de una 
linfoproliferación totalmente monoclonal (Figura 2). 

El análisis por GeneScanning es rápido y relativamente sencillo, pero necesita un equipo costoso. El GeneScanning 
es generalmente más sensible que el análisis de heterodúplex y puede alcanzar sensibilidades de 0,5 a 1% de 
células linfoides clonales. 15 

Genes de control y tejidos embebidos en parafina 

En varios países europeos, el material de tejido fresco no está fácilmente disponible para diagnósticos moleculares, 
tales como estudios de clonalidad basados en PCR. Por lo tanto uno de los objetivos del presente estudio fue 
desarrollar una estrategia para estudios de clonalidad basados en PCR en tejidos embebidos en parafina. 

Para controlar la calidad y amplificabilidad del DNA de un material embebido en parafina, se desarrolló una PCR con 20 
un gen de control múltiple especial, dando como resultado una escala de cinco fragmentos (100 pb, 200 pb, 300 pb, 
400 pb y 600 pb). De 45 de los 90 casos anteriormente descritos se disponía de suficiente tejido embebido en 
parafina para la extracción de DNA. Estas muestras de DNA se analizaron en paralelo con las muestras de DNA 
obtenidas recientemente, utilizando el tubo múltiple de los genes de control así como los tubos múltiples de 
Ig/TCR/BCL1/BCL2 para diagnósticos de la clonalidad (véase Ejemplo 10). 25 

Ejemplo 1. Transposiciones completas de genes IGH: VH-JH 

Fundamento 

La transposición funcional del gen IGH, en primer lugar DH a JH y posteriormente V a DH-JH, va seguida por la 
expresión de anticuerpos, el distintivo de los linfocitos B maduros. El  gen IGH está situado en el cromosoma 
14q32.3 en un área que abarca aproximadamente 1250 kilobases. Se han identificado de 46 a 52 segmentos VH 30 
funcionales (dependiendo del haplotipo individual), que pueden agruparse de acuerdo con su homología en seis o 
siete subgrupos de VH. Además se han descrito aproximadamente 30 segmentos VH no funcionales. Además, se han 
encontrado consistentemente 27 segmentos DH y seis segmentos JH funcionales (Tabla 2 y Figura 3A)

56
. 

Los segmentos VH contienen tres marcos (abreviadamente FR por la expresión inglesa “framework”) y dos regiones 
determinantes de la complementariedad (abreviadamente CDR por la expresión inglesa “complementarity determinig 35 
regions”) (Figura 3B). Los FR se caracterizan por su similitud entre los diversos segmentos VH mientras que las CDR 
son muy diferentes incluso dentro de la misma familia de VH. Además, las CDR representan las secuencias diana 
preferidas para hipermutaciones somáticas en el curso de la reacción del centro germinal, que aumentan la 
variabilidad dentro de esas regiones. Aunque los FR están generalmente menos afectados por las mutaciones 
somáticas, dentro de estas regiones también pueden producirse sustituciones de nucleótidos, especialmente en los 40 
linfocitos B bajo un proceso mutacional pesado. 

Las regiones V-D-JH muy variables pueden ser amplificadas por PCR para detectar poblaciones de linfocitos B 
clonales indicativos de la presencia de un trastorno maligno de linfocitos B. Los linfocitos B clonales se pueden 
discriminar de los linfocitos B policlonales (es decir, tejidos linfoides normales o reactivos) basados en el tamaño y 
composición idénticos de los productos de PCR clonales en comparación con los muchos productos de PCR 45 
policlonal diferentes con un intervalo de tamaños de aproximadamente 60 pb, dispuestos en una distribución 
gaussiana. Las estrategias basadas en PCR para la detección de poblaciones de linfocitos B clonales en cortes 
histológicos y suspensiones celulares han sido ya establecidas en los primeros años de la década de los noventa. 
Sin embargo, los protocolos de PCR iniciales usaron cebadores individuales de consenso para VH que eran capaces 
de unirse a una de las tres regiones de los marcos, principalmente FR3. Dichos cebadores de consenso no eran 50 
adecuados para amplificar todos los segmentos VH con la misma eficacia conduciendo a la no detectabilidad de un 
número significativo de transposiciones clonales. Además, las mutaciones somáticas introducidas en el curso de la 
reacción del centro germinal no están restringidas a las CDR, sino que pueden producirse también en los FR, 
impidiendo con ello la asociación del cebador y en consecuencia conduciendo a la ausencia de productos de PCR 
clonales a pesar de la presencia de una población de linfocitos B neoplásicos. Esto es especialmente cierto para 55 
linfomas foliculares, linfomas de linfocitos B grandes difusos y mielomas múltiples que contienen generalmente altos 
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números de mutaciones somáticas. 

Para aumentar más la tasa de detección por PCR de IGH, se han realizado varios intentos de diseñar cebadores 

específicos de familias para superar las limitaciones de los cebadores de consenso. Sin embargo, estos cebadores 
específicos de familias se basan en gran parte en las secuencias de los cebadores de consenso previos. Aunque 
estas estrategias de PCR han ayudado a mejorar la tasa de detección, todavía se necesitan sistemas de cebadores 5 
que sean menos sensibles a las hipermutaciones somáticas, permitiendo de este modo la amplificación de 
(virtualmente) todas las transposiciones V-D-JH posibles. 

Diseño de cebadores 

Se diseñaron tres conjuntos de cebadores para VH con la ayuda del programa OLIGO-6.2 correspondientes a las 
tres regiones del marco VH (FR1, FR2 y FR3) (Figura 3B). Cada conjunto de cebadores consistía en seis o siete 10 
oligonucleótidos capaces de asociarse a sus segmentos VH correspondientes (VH1 a VH7) sin desapareamientos 
para la mayoría de los segmentos VH y uno o como máximo dos desapareamientos para algunos segmentos VH 
raros. El diseño era tal que los desapareamientos estarían situados en el mismo extremo 5' del cebador. Estos 
conjuntos de cebadores para VH se utilizaron junto con un único cebador de consenso para JH, diseñado para 
asociarse al extremo 3' más homólogo de los seis segmentos JH, aproximadamente 35 pb aguas abajo de la RSS de 15 
JH. Esto garantiza que todos los segmentos JH sean detectables con la misma eficacia de unión y que la unión del 
cebador no estará afectada fácilmente por la extensa deleción de nucleótidos en el curso del proceso de 
transposición. Además, no se produjo asociación transversal entre los cebadores para VH y el cebador para JH como 
se evaluó por el programa OLIGO-6.2. 

El cebador para JH se diseñó también para ser usado para la amplificación de otras dianas de PCR, tales como 20 
transposiciones DH-JH incompletas así como t(11;14)(BCL1-IGH) y t(14;18)(BCL2-IGH). Esto permite la detección de 
diferentes productos de PCR mediante análisis por GS empleando el mismo cebador marcado para JH. 

Resultados de la fase de ensayo inicial 

El ensayo inicial por PCR de VH-JH recientemente diseñado se realizó por aplicación por separado de cada cebador 
para VH junto con el cebador para JH en una PCR individual. Para este fin, se utilizó DNA extraído de líneas de 25 
linfocitos B así como muestras clonales de pacientes bien definidos. Además, se analizaron las transposiciones 
clonales para determinar la sensibilidad por dilución en serie en DNA extraído de amígdalas reactivas. Para cada 
posible transposición en IGH no había disponible muestras de control clonales, pero en la fase de ensayo inicial se 
han incluido todos los segmentos VH principales y varios segmentos VH raramente transpuestos. 

Todos los pares de cebadores actuaron con alta eficacia y sensibilidad. Se detectaron las transposiciones VH 30 
clonales esperadas y la sensibilidad fue al menos 1% (10

-2
). En el intervalo de tamaños esperado no se produjo 

fondo y la amplificación del DNA amigdalino dio la curva de distribución gaussiana esperada (Figuras 3C, D y E). 

Basándose en estos resultados los inventores comenzaron la siguiente fase de ensayo inicial del cebador 
combinando los cebadores para VH en tres conjuntos, cada uno específico para una de las tres regiones de marcos, 
que se utilizaron junto con el cebador para JH común (Figura 3B). Los resultados fueron los mismos que los 35 
obtenidos con los pares de cebadores individuales, pero con una sensibilidad ligeramente inferior. Además, no se 
amplificaron productos no específicos en el intervalo de tamaños esperado, con la excepción de un producto de PCR 
de 340 pb que aparecía en la PCR múltiple de FR1. Este producto de PCR se generó con independencia de la 
fuente del DNA (linfoide y no linfoide) utilizada para la PCR, mientras que no se obtuvo producto de PCR cuando no 
se aplicó DNA molde. Además, este amplicón fue sólo detectable por análisis de heterodúplex, no por 40 
GeneScanning. Esto indica que el cebador para JH marcado con un agente fluorescente no estaba implicado en la 
generación de este producto de PCR. El análisis de las secuencias de este producto de PCR reveló un fragmento de 
VH4 amplificado por el cebador para FR1 de VH4 junto con el cebador para FR1 de VH2 que actuó aparentemente 
como un cebador aguas abajo por unión a la secuencia de VH4 intrónica. Este problema podría resolverse diseñando 
un nuevo cebador para FR1 de VH2 que estuviera localizado 25 pb aguas arriba del sitio de unión al cebador 45 
anterior. 

Resultados de la fase de ensayo general  

Se aplicó la PCR de IGH a las 90 muestras de DNA definidas por transferencia de Southern, que procedían de 

casos bien caracterizados. Seis de los 11 laboratorios implicados en la fase de ensayo general realizaron análisis 
por GS de los productos de PCR y cinco realizaron análisis de HD. Además, se incluyeron como controles varias 50 
muestras policlonales así como monoclonales (DNA de la línea celular). 45 de estos casos presentaron productos de 
PCR dominantes después de análisis por GS y 40 casos después de la detección por HD, lo que indica la presencia 
de una población de linfocitos B monoclonales. Las transposiciones clonales fueron detectables con los tres grupos 
de cebadores para FR en 33 de los 45 casos clonales (GS) y en los 12 restantes con uno o dos de los tres conjuntos 
de cebadores para FR. Se llegó a la conclusión de que la mayoría de los resultados negativos eran causados por 55 
hipermutaciones somáticas en el sitio de unión del cebador, impidiendo la asociación del cebador y por tanto su 
amplificación. 
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La comparación de los resultados de PCR de VH-JH con los resultados por transferencia de Southern reveló un alto 
grado de concordancia. 85% (46 de 55) y 76% (42 de 55) de las muestras con genes VH transpuestos por análisis de 
transferencia de Southern mostraron un producto de amplificación dominante por análisis por GS y análisis de HD, 
respectivamente. Viceversa, todas menos dos muestras que albergaban genes VH de la línea germinal por 
transferencia de Southern presentaron un patrón policlonal por análisis por GS y por HD. 5 

Conclusión 

En conclusión, las tres PCR múltiples para la detección de transposiciones VH-JH clonales proporcionan un ensayo 
nuevo y fiable para identificar proliferaciones de linfocitos B clonales. El uso combinado de cebadores 
estandarizados en los tres FR diferentes ayuda a disminuir la tasa de resultados negativos falsos debido a la 
hipermutación somática en los sitios de unión a los cebadores de los segmentos génicos VH implicados.  10 

Ejemplo 2. Transposiciones incompletas de genes IGH: DH-JH 

Fundamento 

La formación de transposiciones V-D-J completas en el locus de IGH en el cromosoma 14q32.3 es un proceso 
secuencial que se produce en dos etapas: el acoplamiento de VH está precedido generalmente por una transposición 
inicial entre los segmentos génicos DH y JH en linfocitos B precursores tempranos (revisado por 

57
). Además de los 15 

muchos segmentos génicos VH distintos y los seis segmentos génicos JH funcionales (véase el Ejemplo 1), el locus 
de IGH humano contiene también 27 segmentos génicos DH

58
.
 
Basándose en la homología de secuencias, los 27 

segmentos DH se pueden agrupar en siete familias: DH1 (anteriormente conocido como DM), DH2 (DLR), DH3 (DXP), 
DH4 (DA), DH5 (DK), DH6 (DN) y DH7 (DQ52); todas las familias comprenden al menos cuatro miembros, a excepción 
de la séptima que consiste en el único segmento DH7-27 justo aguas arriba de la región JH (Figura 3A)

58, 59
. 20 

La recombinación entre cualquiera de los segmentos DH y JH dará como resultado la formación de uniones DH-JH 
incompletas, que se pueden detectar fácilmente en linfocitos B precursores CD10

+
/CD19

-
 derivados de la médula 

ósea
 60, 61 

y por lo tanto también en un subconjunto (20-25%) de leucemias linfoblásticas agudas de linfocitos B 
precursores, que muestran un genotipo inmaduro

62
.
 
La secuenciación reveló un predominio de los segmentos 

génicos DH2 (DH2-2), DH3 (DH3-9) y DH7-27 en las leucemias linfoblásticas agudas de linfocitos B precursores, que 25 
comprendía 36%, 33% y 19% de todos los segmentos identificados, respectivamente

62
. 

Sin embargo, también en neoplasias malignas de linfocitos B maduros se han documentado transposiciones DH-JH 
incompletas

61, 63
.
 
Por otra parte, incluso en un subconjunto de mielomas múltiples negativos a IgH, que se pueden 

considerar como el tipo más maduro de neoplasia maligna del linaje B, se observaron uniones DH-JH
64

.
 
Estas 

transposiciones DH-JH procedían del segundo alelo no codificante e implicaban segmentos de las familias DH1 a 30 
DH4

64
.
 
Basándose en la descripción de las uniones DH-JH en las leucemias linfoblásticas agudas de linfocitos B 

precursores y mielomas múltiples, se supone que están también presentes transposiciones DH-JH incompletas en 
otros tipos de leucemias de linfocitos B y linfomas. En neoplasias malignas de linfocitos T inmaduros se han 
identificado acoplamientos DH-JH como transposiciones entre linajes

34
;
 
curiosamente, estos acoplamientos se 

produjeron casi exclusivamente en el subconjunto T-ALL no-TCRαβ
+
 más inmaduro e implicaba principalmente los 35 

segmentos DH6-19 y DH7-27 más aguas abajo. Este último segmento se usa frecuentemente (hasta 40%) en 
linfocitos B fetales pero rara vez en linfocitos B adultos

65, 66
.
 
Los linfocitos B maduros y precursores adultos humanos 

parece que utilizan principalmente segmentos de las familias DH2 y DH3, como demuestran las secuencias de 
transposiciones VH-DH-JH completas

66
. 

Aunque las frecuencias exactas de los acoplamientos DH-JH incompletos en diferentes tipos de neoplasias malignas 40 
de linfocitos B maduros son en gran parte desconocidas, es evidente que serán al menos inferiores a las de las 
uniones VH-JH. Sin embargo, las transposiciones DH-JH todavía podrían representar una diana complementaria 
importante para la determinación de la clonalidad basada en PCR. Esta presunta contribución de transposiciones 
DH-JH como diana de PCR se basa en la suposición de que las transposiciones incompletas en el locus de IGH no 
contendrán hipermutaciones somáticas, debido a que no se produce la transcripción que comienza en los 45 
promotores en los segmentos génicos V, que se considera un requisito esencial previo a tener en cuenta para la 
hipermutación somática

67, 68
.
 
Especialmente en aquellos tipos de proliferaciones del linaje B en los que son 

frecuentes las hipermutaciones somáticas, el análisis por PCR de un posible producto de recombinación DH-JH 
podría ser por tanto relevante y algunas veces incluso la única posibilidad para detectar el clon de linfocitos B. 

Diseño de cebadores  50 

Basándose en el alto grado de homología dentro de cada familia DH, se diseñaron siete cebadores para DH 
específicos de familia (Figura 4) en combinación con el cebador de consenso para JH que también se utiliza para la 
detección de transposiciones 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 diseñaron de tal manera que la asociación cruzada a otros segmentos de la familia DH sería 
mínima o preferiblemente estaría ausente, dando como resultado distintas posiciones para los diferentes cebadores 55 
de familia con relación a los elementos de la RSS (Figura 4). Los tamaños de los productos de PCR esperados de 
las uniones DH-JH varían desde 110-130 pb (para uniones DH7-JH) hasta 395-415 pb (para transposiciones DH3-JH). 
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Es digno de mención, debido a la posición del segmento DH7-27 próximo a los segmentos en la región JH, que los 
productos de PCR de 211 pb (y también de 419, 1031,1404, 1804 y 2420 pb en el caso de cebadores que se 
asocien a segmentos génicos JH aguas abajo) se amplificaran a partir de alelos no transpuestos y se detectaran 
virtualmente en cada muestra como una escala de bandas en la línea germinal. 

Resultados de la fase de ensayo inicial 5 

Para el ensayo inicial de los cebadores individuales para DH, se utilizaron muestras de leucemias linfoblásticas 
agudas de linfocitos B precursores o leucemias linfoblásticas agudas de linfocitos T precursores de alta carga 
tumoral con transposiciones DH-JH clonales bien definidas. Bajo condiciones estándar de PCR utilizando MgCl2 1,5 
mM y tampón AmpliTaq de referencia, las siete combinaciones de cebadores parecían detectar las dianas DH-JH 
clonales con longitudes de producto dentro de los intervalos de tamaños esperados. La asociación cruzada de los 10 
cebadores para DH a segmentos génicos transpuestos de otras familias de DH era sólo muy débil o no se observaba 
en absoluto. Además, también se observaron en productos de PCR de DNA de MNC o amigdalino de control sano 
de los intervalos de tamaños correctos. No se observó asociación no específica de los cebadores para virtualmente 
todos los conjuntos de cebadores, usando DNA de control específico no molde; sólo en el caso del conjunto de 
cebadores para DH2/JH se observó en el DNA de células HeLa un (a veces débil) producto de 340-350 pb. Además 15 
la secuenciación reveló que este producto no específico era debido a un falso cebado del cebador para DH2 a una 
secuencia de DNA aguas arriba del segmento JH4. Sin embargo, como el tamaño de este producto no específico era 
tan diferente de los tamaños de cualquiera de los productos verdaderos de PCR de DH-JH, se decidió no diseñar un 
nuevo cebador para DH2. En efecto, la banda no específica de 350 pb se puede emplear como un marcador interno 
para la amplificación con éxito de DNA y por tanto la calidad del DNA molde, siendo difícil o sólo ligeramente visible 20 
cuando está disponible suficiente molde de DH-JH clonal o policlonal (por ejemplo, en DNA amigdalino o DNA de 
muestras de leucemias particulares), pero siendo especialmente fuerte en muestras que contienen pocas células 
linfoides con transposiciones DH-JH. 

Diluciones en serie de DNA de las muestras de referencia clonales en DNA amigdalino dieron generalmente como 
resultado sensibilidades de 5% o inferior (0,5-1% en el caso de las transposiciones DH6-JH) utilizando el análisis de 25 
HD; las sensibilidades en el análisis por GS fueron generalmente mejores en 1-2 etapas de dilución, es decir, 1% o 
inferior. La diana DH7-JH clonal sólo se pudo detectar con una sensibilidad de ~10%, que es producida más 
probablemente por el consumo del cebador en amplicones de PCR que implican los segmentos génicos DH7 y JH en 
la línea germinal no transpuestos. 

Aunque la estrategia múltiple inicial, como sugería el diseño de cebador asistido por OLIGO 6.2, fue dividir los 30 
diversos cebadores para DH en dos tubos, se decidió después de analizar varias propuestas múltiples combinar 
todos los cebadores en un tubo múltiple (tubo D del ensayo de clonalidad de IGH), excepto para el cebador para 
DH7, que estaba incluido en un tubo separado (tubo E del ensayo de clonalidad de IGH). La razón para excluir el 
cebador para DH7 era el complicado patrón en la línea germinal, debido a la fácil amplificación de alelos con 
segmentos DH7 no transpuestos. Usando esta propuesta múltiple de dos tubos, eran todavía detectables todas las 35 
muestras de referencia clonales. En condiciones múltiples, los límites de detección para estas diversas dianas 
clonales fueron lógicamente menos óptimos en comparación con los ensayos sencillos, que variaban desde ~5% 
(DH3, DH4 y DH6) hasta ~10% (DH2 y DH5). Para la muestra de referencia clonal DH1 que estaba disponible, se 
observó una sensibilidad de ~20%; en una etapa posterior se encontró que la transposición DH1-JH de la línea celular 
KCA era detectable por debajo del 10% en el ensayo múltiple. Puesto que el tubo E sólo contiene el cebador para 40 
DH7, la sensibilidad del 10% para este tubo era la misma que se ha mencionado antes. El mismo análisis múltiple 
realizado con 500 ng en lugar de 100 ng de DNA de las diluciones en serie, dio como resultado sensibilidades 
ligeramente mejores. El uso de diluciones en serie de DNA de MNC en lugar de DNA amigdalino no afectó 
claramente los límites de detección de los ensayos para recombinaciones DH-JH. 

Resultados de la fase de ensayo general 45 

[0091]  Después del ensayo inicial en los tres laboratorios implicados en el diseño de cebadores, se evaluaron 
adicionalmente los ensayos de PCR múltiples desarrollados en DH-JH de IGH usando las 90 muestras definidas por 
transferencia de Southern. Cada muestra se analizó en paralelo en cuatro laboratorios por análisis de HD y en cinco 
laboratorios por análisis por GS; en otros dos laboratorios todas las muestras se analizaron por ambas técnicas. 
Juntando todos los resultados se obtuvo un total de seis análisis de HD y siete por GS por muestra y por tubo. A 50 
pesar de los resultados concordantes (>80% de los laboratorios con resultados idénticos) en la gran mayoría de las 
muestras, nueve mostraron discordancias entre laboratorios en el tubo D. Análisis posteriores revelaron que estas 
discordancias podrían explicarse por la presencia bien de un pequeño clon con productos clonales débiles o de 
productos de gran tamaño (~390 y mayores). En algunos casos los productos eran tan grandes, que sólo después 
de secuenciación se hizo evidente que se referían a transposiciones DH-JH verdaderas pero extendidas, bien desde 55 
segmentos génicos DH aguas arriba (por ejemplo, DH6-25-DH1-26-JH en NL-12) o JH aguas abajo (por ejemplo, DH6-
25-JH4-JH5 en PT-14). En los tres casos (NL-17, micosis fungoide; FR-1, B-CLL, FR-5, FCL) en los que se 
encontraron productos clonales usando el tubo E, los resultados fueron totalmente concordantes entre laboratorios. 

Al evaluar los resultados de los análisis de HD y por GS, parecía que estos eran comparables, aunque en general el 
número de laboratorios que mostraron resultados idénticos fue ligeramente mayor para los análisis de HD en 60 
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comparación con los realizados por GS (Figuras 4B y C). 

La comparación directa de los resultados de PCR múltiple de DH-JH con los datos de transferencia de Southern es 
virtualmente imposible, puesto que la hibridación con una única sonda (IGHJ6) en la región JH no permite la 
discriminación entre las transposiciones VH-JH y DH-JH. En tres muestras fue evidente que la detección de productos 
clonales de los ensayos combinados de VH-JH y DH-JH no estaba de acuerdo con la configuración del locus de IGH 5 
en el análisis por transferencia de Southern. Notablemente, no se observaron productos de PCR con DH-JH clonales 
en las neoplasias malignas de linfocitos B pre-foliculares. Por el contrario, 11/16 muestras de B-CLL y 12/25 
muestras de neoplasias malignas de linfocitos B (post-)foliculares contenían productos de PCR con DH-JH 
clonalmente transpuestos. En tres de los dieciocho casos de neoplasias malignas de linfocitos T se observaron 
transposiciones DH-JH clonales; estos casos se referían a T-LBL (ES-9) y micosis fungoide (NL-17) con 10 
transposiciones en IGH detectadas por transferencia de Southern y un caso de T-NHL/EATL (PT-4) sin 
transposiciones en IGH detectadas por transferencia de Southern, debido probablemente a la baja carga tumoral 
<15%. Los 15 casos positivos sólo mostraron productos de PCR con DH-JH policlonales, de acuerdo con los 
resultados de la transferencia de Southern. En la categoría D con diagnósticos difíciles, tres muestras (PT-12, GBS-
10 y GBN-8) mostraron productos de PCR con DH-JH en IGH clonales, que estaban de acuerdo con los datos de la 15 
transferencia de Southern así como con los datos de PCR de IGK en dos de los tres casos; en otras dos muestras 
(PT-6 y GBS-9), ambos casos de B-NHL rico en linfocitos T, se encontraron productos clonales de DH-JH además de 
productos clonales de IGK y/o IGL, pero sin evidencia de clonalidad en el análisis por transferencia de Southern, lo 
que podría ser explicado mejor por el pequeño tamaño del clon de linfocitos B en estas muestras. 

Con el fin de determinar el valor adicional del análisis por PCR de DH-JH, los resultados se compararon con los del 20 
análisis por PCR de VH-JH. En cinco neoplasias malignas de linfocitos B (NL-4, PT-14, GBN-2, FR-7, NL-12) se 
encontraron productos clonales de PCR con DH-JH, mientras que sólo se observaron productos policlonales de PCR 
con VH-JH. 

Conclusión 

[0095]  En conclusión, basándose en las fases de ensayo inicial y general, el análisis por PCR de DH-JH parece ser 25 
un valor añadido para la determinación de la clonalidad. Aunque los resultados del análisis de HD podrían 
interpretarse un poco más fácilmente, no hay ninguna preferencia clara por el análisis de HD o por GS puesto que 
ambos son adecuados para analizar productos de PCR amplificados. Una dificultad potencial en el análisis por PCR 
de DH-JH es el intervalo de tamaños relativamente grande de los productos de PCR esperados, debido a las 
posiciones dispersas de los cebadores y a las amplificaciones extendidas desde los segmentos génicos DH aguas 30 
arriba o JH aguas abajo, lo que implica que se recomiendan largas operaciones para el análisis por GS. Por último, la 
posición notable del segmento génico DH7-27 en el locus de IGH provoca una escala de productos de amplificación 
en la línea germinal en el tubo E, siendo los productos clonales fácilmente reconocibles como bandas/picos mucho 
más pequeños. 

Ejemplo 3. Transposiciones de genes IGK: Vκ-Jκ, Vκ-Kde/intrónRSS-Kde 35 

Fundamento 

El locus en la cadena ligera de IGK humano (en el cromosoma 2p11.2) contiene muchos segmentos génicos Vκ 
distintos, agrupados en siete familias de genes Vκ, así como cinco segmentos génicos Jκ aguas arriba de la región 
Cκ. Originalmente, los segmentos génicos Vκ se designaron según la nomenclatura descrita por Zachau et al.

69
.
 
Una 

nomenclatura alternativa agrupa los segmentos génicos Vκ en siete familias y se utiliza en la base de datos 40 
ImMunoGeneTics

46
.
 
Los inventores siguieron esta última nomenclatura. Las familias Vκ1, Vκ2 y Vκ3 son familias de 

múltiples miembros incluyendo segmentos tanto funcionales como pseudogénicos, mientras que las otras familias 
sólo contienen un solo segmento (Vκ4, Vκ5, Vκ7) o unos cuantos segmentos (Vκ6)

70
.
 
Notablemente, todos los 

segmentos génicos Vκ están dispersos en dos grandes agrupaciones duplicadas, una inmediatamente aguas arriba 
y en la misma orientación que los segmentos Jκ y la otra más alejada y en una orientación invertida (Figura 5A)

71
.
 

45 
Esto último implica que se requieren las llamadas transposiciones de inversión para formar uniones Vκ-Jκ que 
impliquen genes Vκ de la agrupación alejada. Además de los segmentos Vκ y Jκ, existen otros elementos en el locus 
de IGK que pueden estar implicados en la recombinación. El elemento de deleción kappa (Kde), aproximadamente 

24 kb aguas abajo de la región Jκ-Cκ, puede transponerse a los segmentos génicos Vκ (Vκ-Kde), pero también a 
una RSS aislada en el intrón Jκ-Cκ (intrónRSS-Kde)

24, 72
.
 
Ambos tipos de transposiciones conducen a la inactivación 50 

funcional del alelo de IGK, por deleción del exón Cκ (transposición intrónRSS-Kde) o la zona completa Jκ-Cκ 
(transposición Vκ-Kde).  

Como la recombinación en IGK humano comienza en los linfocitos B precursores de la médula ósea, las 
transposiciones en IGK también se pueden detectar en leucemias agudas de linfocitos B precursores (30-45% de 
alelos, dependiendo de la edad). Aunque estén presentes uniones Vκ-Jκ, estas transposiciones en IGK se refieren 55 
principalmente a recombinaciones que implican Kde (25-35% de alelos). En la leucemia linfoblástica aguda de 
linfocitos B precursores de la infancia predomina la recombinación Vκ-Kde sobre la intrón-Kde, mientras que en la 
ALL en adultos las deleciones implican exclusivamente acoplamientos Vκ-Kde

24, 73, 74
.
 
En las leucemias de linfocitos 

B crónicas las transposiciones en IGK son incluso más frecuentes, siendo detectables en el 75% (casos Igκ
+
) o 
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incluso el 95% (casos Igλ
+
) de todos los alelos de IGK. Por definición, las transposiciones Vκ-Jκ funcionales se 

encuentran en al menos un alelo en leucemias de linfocitos B Igκ
+
; el segundo alelo no codificante está en 

configuración en la línea germinal o inactivado por la recombinación Vκ-Kde (8% de alelos) o intrónRSS-Kde (8% de 
alelos). Las transposiciones Kde son frecuentes en leucemias de linfocitos B Igλ

+ 
(~85% de alelos), con un ligero 

predominio de las recombinaciones intrónRSS-Kde sobre las transposiciones Vκ-Kde. Esto implica que virtualmente 5 
todas las leucemias Igλ

+ 
contienen una transposición Kde, mientras que son relativamente raros los acoplamientos 

Vκ-Jκ potencialmente funcionales
24, 75

.
 
Diversos estudios han demostrado que el uso del segmento génico Vκ es casi 

idéntico entre varias poblaciones normales y malignas de linfocitos B y refleja ampliamente el número de segmentos 
génicos disponibles dentro de cada familia. Tanto en las transposiciones Vκ-Jκ como en las Vκ-Kde, predominan los 
segmentos génicos Vκ procedentes de las primeras cuatro familias (Vκ1 a Vκ4). Parece que el uso de los genes Vκ2 10 
es mayor en la leucemia linfoblástica aguda de linfocitos B precursores que en las linfoproliferaciones de linfocitos B 
más maduros o linfocitos B normales. Notablemente, la agrupación Vκ invertida alejada se utilizó rara vez en 
transposiciones Vκ-Jκ, mientras que los segmentos pseudogénicos Vκ nunca estuvieron implicados, tampoco en los 
casos Igλ

+76
.
 
Poco se sabe sobre el uso de los segmentos génicos Jκ, pero los escasos datos muestran que Jκ1, Jκ2 

y Jκ4 son los segmentos génicos Jκ más frecuentemente utilizados
75

. 15 

Las transposiciones Vκ-Jκ pueden ser una diana para PCR complementaria para aquellos tipos de proliferaciones de 
linfocitos B en los que las hipermutaciones somáticas pueden obstaculizar la amplificación de la diana VH-JH, pero 
las recombinaciones que implican Kde son probablemente incluso más valiosas. La deleción de secuencias 
intercaladas en el intrón Jκ-Cκ da como resultado la eliminación del potenciador de IGK, que se piensa que es 

esencial para que se produzca el proceso de hipermutación somática. Se supone por tanto que las transposiciones 20 
que implican Kde están libres de hipermutaciones somáticas y por tanto deben ser amplificadas con bastante 
facilidad. 

Diseño de cebadores 

Utilizando el programa informático OLIGO 6.2, se diseñaron seis cebadores para Vκ específicos de familia para 
reconocer los diferentes segmentos génicos Vκ de las siete familias Vκ; los segmentos génicos de la familia Vκ-6 25 
estaban abarcados por el cebador de familia Vκ1 (Figura 5B). En el caso de las familias Vκ1, Vκ2 y Vκ3 
relativamente grandes, sólo se tomaron en consideración los segmentos génicos Vκ funcionales, puesto que los 
segmentos pseudogénicos menos homólogos complicaban demasiado el diseño óptimo de los cebadores. Los 
cebadores para Vκ específicos de familia se diseñaron para ser utilizados en combinación con un conjunto de dos 
cebadores para Jκ (Jκ1-4, que abarcan los cuatro primeros segmentos Jκ y Jκ5 que abarca el quinto) o un cebador 30 
para Kde (Figura 5B). Para el análisis de transposiciones Kde se preparó un cebador directo adicional que reconocía 
una secuencia aguas arriba del intrónRSS. Con el fin de mostrar las mínimas asociaciones cruzadas a otros 
segmentos de la familia Vκ y ser útiles todavía en reacciones múltiples, los diversos cebadores no se podrían 
diseñar en posiciones similares con relación a los elementos de las RSS (Figura 5B). Los tamaños de los productos 
de PCR esperados de las uniones Vκ-Jκ varían desde ~115-135 pb (para las uniones Vκ7-Jκ) hasta ~280-300 pb 35 
(transposiciones Vκ2-Jκ). Para las transposiciones Kde, los intervalos de tamaños de los producto son desde ~195-
215 pb (Vκ7-Kde) hasta ~360-380 pb (Vκ2-Kde), mientras que los productos de intrónRSS-Kde son de ~275-295 pb. 

Resultados de la fase de ensayo inicial  

Para el ensayo inicial de los cebadores individuales, se usaron varias líneas celulares y muestras de pacientes con 
transposiciones Vκ-Jκ o Vκ-Kde/intrónRSS-kde clonales exactamente definidas. Las muestras de pacientes con 40 
uniones Vκ-Jκ implicaban en su mayoría leucemias crónicas de linfocitos B, que fueron seleccionadas, además, 
sobre la base de una alta carga tumoral para la detección fácil y sensible de la transposición implicada. 
Desafortunadamente, las muestras de referencia clonales no estaban disponibles para todas las dianas Vκ-Jκ; 
especialmente los tipos más raros de transposiciones que implicaban Vκ5, Vκ7 y/o Jκ5 no estaban representadas en 
las series de muestras de referencia. Para estas dianas y también para los dianas para las que las muestras de 45 
referencia clonales estaban disponibles, se emplearon muestras de DNA agmidalino o de MNC de controles sanos, 
en las que se observaron realmente productos de PCR de los tamaños esperados correctos. La única excepción fue 
la combinación de cebadores para Vκ7/Jκ5; más probablemente las uniones Vκ7-Jκ5 son tan raras en los linfocitos B 
normales, que estos productos de PCR eran difícilmente detectables o no lo eran en las amígdalas. Los productos 
transpuestos comprendidos en los intervalos de tamaño esperados podían ser detectados en todas las muestras de 50 
referencia clonales, en condiciones de PCR estándares utilizando MgCl2 1,5 mM y bien sea el tampón ABI de 
referencia o bien sea tampón ABI II. Sin embargo, en algunos casos se observó una débil amplificación de 
transposiciones Vκ-Jκ particulares con otros conjuntos de cebadores para la familia Vκ/Jκ, debido a la ligera 
asociación cruzada del cebador para Vκ3 a unos cuantos segmentos génicos Vκ1. Además, en unas cuantas de las 
muestras de referencia clonales se observaron productos clonales de PCR claros adicionales con otros conjuntos de 55 
cebadores para Vκ/Jκ o incluso Vκ/Kde e intrónRSS/Kde; en la mayoría de las muestras esto podía explicarse por la 
configuración completa de los dos alelos de IGK. Esta aparición de múltiples productos de PCR clonales ilustra la 
complejidad de los patrones de las transposiciones en IGK en una muestra de células dada, causada principalmente 
por la aparición potencial de dos transposiciones clonales en un alelo (Vκ-Jκ e intrónRSS-Kde). Esta complejidad no 
impide, sino que apoya la discriminación entre policlonalidad y monoclonalidad. 60 

No se observó asociación no específica de los cebadores para ninguno de los conjuntos de cebadores para Vκ-Jκ y 
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Vκ-Kde/intrónRSS-Kde, cuando se utiliza el DNA de células HeLa como control específico que no es molde. 
Diluciones seriadas de DNA de las muestras de referencia clonales en el DNA amígdalino dieron como resultado en 
general sensibilidades de 5-10% para las transposiciones Vκ-Jκ y 1-10% para las transposiciones Vκ-Kde, usando 
análisis de HD. En general, las sensibilidades en el análisis por GS fueron aproximadamente una mejor etapa de 
dilución. La diana solo ligeramente problemática era la diana intrónRSS-Kde que sólo podía ser detectada hasta la 5 
dilución seriada del 10% en la muestra del paciente empleada. Esto es causado probablemente por el hecho de que 
los transposiciones de intrónRSS-Kde son abundantes en DNA de linfocitos B agmidalinos tanto Igκ

+ 
 como Igλ

+  
, 

que se utilizaron en los experimentos de dilución. 

La estrategia múltiple que se eligió después de probar varios enfoques consistía en dos tubos de reacción de PCR 
múltiples diferentes. En el tubo con Vκ-Jκ (tubo A) todos los cebadores para Vκ se combinaron con ambos 10 
cebadores para Jκ, mientras que el tubo B contenía todos los cebadores para Vκ más el cebador para intrónRSS en 
combinación con el cebador inverso para Kde (Figura 5B). Todas las muestras de referencia clonales antes 
mencionadas fueron detectables usando este método múltiple de dos tubos. Hay que destacar la observación de 
que en las muestras de amígdalas no clonales se detectó una banda aparentemente clonal predominante de ~150 
pb usando el análisis de tubo A múltiple con Vκ-Jκ. La presencia de este producto, que se observa en el análisis de 15 
HD, pero especialmente en el análisis por GS, puede explicarse por la heterogeneidad limitada de regiones de unión 
Vκ-Jκ que conducen a una alta frecuencia de productos de un tamaño medio de ~150 pb. Además, en algunas 
muestras se observó en el tubo B algunas veces una banda débil no específica de 404 pb. Aunque las 
sensibilidades fueron por término medio ligeramente mejores en otros enfoques múltiples en los que los cebadores 
para Vκ estaban más subdivididos en tubos múltiples, la viabilidad de tener sólo dos tubos para analizar todas las 20 
transposiciones en IGK pertinentes, finalmente, era el argumento más importante para la elección de la estrategia 
múltiple de dos tubos como se indica en la Figura 5B. Los límites de detección para las diversas dianas clonales en 
el enfoque múltiple de dos tubos fueron ~10% para la mayoría de los transposiciones Vκ-Jκ clonales (Vκ1-Jκ4, Vκ2-
Jκ4, Vκ3-Jκ4) procedentes de muestras informativas con una alta carga tumoral; varias de las dianas Vκ-Kde fueron 
detectables con una sensibilidad todavía razonable de ~10%, pero algunas otras muestras que contenían dianas 25 
Vκ2-Kde, Vκ5-Kde, y también intrónRSS-Kde mostraron límites de detección superiores a 10%. Incluso el uso de 
500 ng de DNA diluido en serie en lugar de 100 ng difícilmente dio como resultado mejores sensibilidades, mientras 
que las diluciones seriadas de DNA de MNC tampoco afectaron a los límites de detección. Sin embargo, los límites 
de detección de diluciones seriadas en agua de DNA de referencia eran todos del orden de 0,5-1%, lo que muestra 
que es bueno el ensayo por PCR de IGK múltiple tal cual. Es importante tener en cuenta que las potenciales 30 
poblaciones de células clonales en los ganglios linfáticos o en la sangre periférica en la práctica tendrán que ser 
detectadas dentro de un fondo de células policlonales, que puede obstaculizar la detección de clonalidad sensible, 
especialmente en muestras con un fondo relativamente alto de linfocitos B policlonales. 

Resultados de la fase de ensayo general 

[0103] Después del ensayo inicial en los cuatro laboratorios implicados en el diseño de cebadores se evaluó 35 
adicionalmente el ensayo de PCR múltiple de IGK desarrollado utilizando 90 muestras definidas por transferencia de 
Southern. Cada muestra se analizó en paralelo por análisis de HD (cinco laboratorios) y por GS (dos laboratorios); 
en otros cuatro laboratorios todas las muestras fueron analizadas por ambas técnicas. Considerados en conjunto, 
estaban disponibles por muestra y por tubo ocho resultados de análisis de HD y cinco por GS. En la gran mayoría de 
las muestras >80% de los laboratorios produjo resultados idénticos, es decir, bandas/picos clonales o 40 
manchas/curvas policlonales en uno o ambos tubos. Sin embargo, en nueve muestras (~10%) se encontraron 
discordancias entre los laboratorios, que se mantenían después de análisis repetitivos de estas muestras. Un 
análisis más detallado reveló que en al menos seis casos los tamaños de aproximadamente 150 y 200 pb de los 
productos clonales en el tubo A no podían ser discriminados fácilmente de los productos policlonales de 
aproximadamente el mismo tamaño. Esta es una dificultad inherente especialmente en el análisis de Vκ-Jκ, que es 45 
causada por la heterogeneidad de unión relativamente limitada de estas transposiciones. En dos muestras los 
resultados del tubo B fueron sin embargo tan claros en todos los laboratorios con ambas técnicas que, de hecho, no 
hubo discrepancia. En una muestra (ES-8) un producto grande de alrededor de 500 pb parecía ser la razón de los 
resultados discrepantes entre laboratorios; más secuenciación reveló que la amplificación que comienza desde el 
segmento Jκ aguas abajo causaba la producción de un producto de PCR extendido, Vκ1-Jκ3-Jκ4. 50 

Cuando se evaluaron los resultados del análisis de HD y por GS, pareció que estos eran bastante comparables, 
aunque en general el número de laboratorios que mostraron resultados idénticos fue ligeramente mayor por análisis 
de HD, en comparación con por GS (Figuras 5C y D). Notablemente, en una muestra (GBS-4) el análisis de HD 
reveló un producto claro en ambos tubos, mientras que el análisis por GS sólo mostró policlonalidad. La clonación 
del producto de HD mostró un producto de PCR, Vκ3-Vκ5 peculiar, que no se observó en ninguna de las otras 55 
muestras; la configuración Vκ-Vκ de este producto explicaba por qué no se detectó con los cebadores para Jκ 
marcados en el análisis por GS. 

La comparación de los resultados de PCR con los datos de transferencia de Southern (SB) no reveló discrepancias 
entre SB y PCR en las neoplasias malignas de linfocitos B pre-foliculares y las muestras de B-CLL; en línea con la 
presencia de bandas de IGK  transpuestas en el análisis por SB, todas las muestras contenían productos de PCR de 60 
IGK clonales. Por el contrario, las 25 muestras de neoplasias malignas de linfocitos B (pos)foliculares carecían de 
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productos de PCR de IGK clonales en cuatro casos de linfoma de células grandes difusas (abreviadamente DLCL 
por la expresión inglesa Diffuse Large-Cell Lymphoma) (ES-5, PT-13, PT-14, FR-7) y una leucemia de células 
plasmáticas (abreviadamente PC por la expresión Plasma Cell) (NL-19) con ambas técnicas y en otro caso de DLCL 
(GBS-4, véase antes) con análisis por GS solo. En todos los casos, esto fue causado muy probablemente por 
hipermutación somática. Interesantemente, en un caso de linfoma centrofolicular (abreviadamente FCL por la 5 
expresión inglesa Follicle Center Lymphoma)(NL-4), se encontró un producto de PCR clonal, mientras que el análisis 
por SB reveló una banda en la línea germinal en el caso de los genes IGK y bandas clonales débiles por análisis de 
IGH. En todos los 18 casos de neoplasia maligna de linfocitos T y en todos los 15 casos reactivos (categoría C) se 
encontraron productos de PCR de IGK policlonales de acuerdo con los resultados de SB, con la excepción para un 
caso de T-NHL periféricos (FR-10). A continuación de los productos TCR l e IGK clonales esta muestra también 10 
mostró productos de PCR de IGH e IGL clonales, pero no transposiciones de Ig clonales en el análisis por SB, lo que 
refleja probablemente la presencia de un pequeño clon de linfocitos B adicional en esta muestra. Por último, en la 
categoría con diagnóstico difícil (D), dos muestras (GBS-10 y GBN-8) mostraron productos de PCR de IGK clonales, 
en línea con los datos de SB; sin embargo, en otras dos muestras (PT-6 y GBS-9), ambos casos de B-NHL ricas en 
linfocitos T, se encontraron productos de PCR de IGK clonales, así como productos de IGH y/o IGL clonales, pero 15 

sin pruebas de clonalidad en el análisis por SB. También esta discrepancia puede ser explicada probablemente por 
el pequeño tamaño del clon de linfocitos B en estas dos muestras de pacientes. 

Para determinar el valor adicional de analizar el locus de IGK, los inventores compararon los resultados del análisis 
por PCR de IGK con los del análisis por PCR de IGH. En cinco (ES-2, NL-4, PT-8, GBN-2, ES-8) de las nueve 

muestras en las que no se encontraron productos de PCR de VH-JH clonales, se observaron fácilmente productos 20 
clonales en análisis de IGK. Cuando se tienen en cuenta tanto el análisis de VH-JH como de DH-JH, el análisis por 
PCR de IGK era todavía complementario al análisis por PCR de IGH en tres de estos casos en la detección de 
productos de PCR de Ig clonales. 

Conclusión 

En conclusión, basándose en las fases de ensayo inicial y general, así como en la prueba preliminar del uso de 25 
estos ensayos múltiples en series patológicamente bien definidas de linfoproliferaciones, los análisis por PCR del 
locus de IGK tienen un claro valor (adicional) para la detección de la clonalidad. No obstante, se debe tener cuidado 

con la interpretación de las bandas aparentemente clonales especialmente en el tubo A, debido a la heterogeneidad 
inherente de unión en IGK restringida. Puesto que este problema es especialmente evidente en el análisis por GS, el 
análisis de HD se prefiere ligeramente al análisis por GS, aunque debe advertirse que en algunos casos el análisis 30 
por GS puede facilitar la correcta interpretación de los resultados. Otro inconveniente potencial es el intervalo de 
tamaños relativamente grande de los productos de IGK transpuestos esperados, debido a las posiciones dispersas 
de los cebadores, y a las amplificaciones extendidas desde los segmentos génicos Jκ aguas abajo. Esto implica que 
se recomienden operaciones largas para el análisis por GS. Por último, la complejidad inherente de transposiciones 
múltiples en el locus de IGK (transposiciones Vκ-Jκ y Kde en el mismo alelo), junto con un bajo nivel de asociación 35 

cruzada de los cebadores para Vκ, puede dar como resultado en ocasiones patrones con múltiples bandas o picos, 
que se asemejan a la oligoclonalidad. Sin embargo, teniendo en cuenta estas consideraciones, el sistema de PCR 
múltiple de IGK de dos tubos puede ser valioso para el diagnóstico de la clonalidad basado en PCR. 

Ejemplo 4. Transposiciones  en los genes IGL 

Fundamento  40 

Las transposiciones en los genes IGL están presentes en 5 a 10% de las neoplasias malignas de linfocitos B Igκ
+ 

y 
en todas las neoplasias malignas de linfocitos B Igλ

+ 75
. Por lo tanto, las transposiciones Vλ-Jλ representan 

potencialmente una diana de PCR atractiva adicional para los estudios de clonalidad para compensar resultados de 
PCR negativos falsos de VH-JH en IGH, causados principalmente por mutaciones somáticas. El locus de IGL abarca 
1 Mb en el cromosoma 22q11.2

77-79
. Hay 73 a 74 genes Vλ de más de 900 kb, entre los cuales 30-33 son 45 

funcionales (Figura 6A). Por homología de secuencias los genes Vλ se pueden agrupar en 11 familias y tres clanes. 
Los miembros de la misma familia tienden a estar agrupados en el cromosoma. Los genes Jλ y Cλ están 
organizados en tándem con un segmento Jλ que precede a un gen Cλ. Típicamente hay 7 segmentos génicos  J-Cλ, 
de los cuales J-Cλ1, J-Cλ2, J-Cλ3 y J-Cλ7 son funcionales y codifican los cuatro isotipos Igλ (Figura 6A)

80,81
. Sin 

embargo, existe una variación polimórfica en el número de segmentos génicos J-Cλ, ya que algunos individuos 50 
pueden llevar hasta 11 de ellos, debido a una amplificación de la región Cλ2-Cλ3

82,83
. 

Varios estudios han demostrado que está sesgada la gama de genes IGL de linfocitos B tanto normales como 

malignos
48.49.84.85

. Por lo tanto, más del 90% de los genes Vλ utilizados por los linfocitos B normales pertenecen a las 
familias Vλ1, Vλ2 y Vλ3, que comprenden 60% de los genes funcionales. Además, tres genes (2-14, 1-40, 2-8) 
representan alrededor de la mitad de la gama expresada. Mientras que los linfocitos B normales utilizan los 55 
segmentos génicos J-Cλ1, J-Cλ2 y J-Cλ3 en proporciones aproximadamente equivalentes, los linfocitos B 
neoplásicos tienden a usar predominantemente los segmentos génicos J-Cλ2 y J-Cλ3

49
. En los linfocitos B tanto 

normales como malignos se utiliza muy raramente (1% el J-Cλ7). Sin embargo, este último hallazgo fue cuestionado 
por un estudio en una sola célula de los linfocitos normales que encontró que más de la mitad de las transposiciones 
empleaban los segmentos génicos J-Cλ7

86
. Por el contrario, para ratones hay una cierta diversidad de unión debido 60 
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a la actividad de exonucleasa y la adición de nucleótidos N en transposiciones en los genes IGL humano
82,85-87

. Sin 
embargo, es mucho menos extensa que la del locus de IGH y resulta un número de transposiciones del 
acoplamiento directo de los segmentos génicos Vλ y Jλ en la línea germinal. No obstante, el locus de IGL podría 
representar un locus complementario alternativo al de IGH para estudios de la clonalidad de linfocitos B. 

Diseño de cebadores 5 

Teniendo en cuenta la gama de Vλ sesgada, los inventores eligieron amplificar sólo transposiciones que utilizaran 
los segmentos génicos Vλ1, Vλ2 y Vλ3. Se diseñaron un único cebador de consenso que reconociera tanto los 
segmentos génicos Vλ1 como Vλ2, así como un cebador para Vλ3, en regiones de alta homología entre miembros 
de la misma familia (Figura 6B). Los experimentos iniciales mostraron que trabajaron bien tanto en ensayos múltiples 
como por separado. De hecho, se pudo observar una asociación cruzada del cebador para Vλ3 que se hibrida con 10 
algunos de los genes Vλ1 o Vλ2 (o viceversa) cuando se usaron separadamente cebadores para Vλ; sin embargo no 
se observó en la PCR múltiple. 

Se diseñó un único cebador de consenso para los segmentos génicos Jλ1, Jλ2 y Jλ3 que tenía un desapareamiento 
en su porción central en comparación con cada una de las secuencias de la línea germinal. En experimentos 
preliminares se encontró que da mejores resultados que una combinación de cebadores para Jλ1 y Jλ2-Jλ3 15 
perfectamente apareados. Puesto que un solo estudio informó del uso frecuente del gen Jλ7 en linfocitos B 
normales

86
, los inventores también diseñaron un cebador específico para Jλ7. Cuando se analizaron varias muestras 

de linfocitos B policlonales, los inventores casi no pudieron detectar ninguna señal en el análisis de HD, en contraste 
con las amplificaciones realizadas en las mismas muestras utilizando los cebadores para Jλ1, Jλ2-Jλ3 o cebadores 
de consenso para Jλ. Del mismo modo, los inventores no pudieron detectar ninguna transposición con este cebador 20 
cuando analizaron una colección de tumores de linfocitos B monoclonales. Basándose en estos resultados, así como 
en otros informes de la bibliografía

49
, llegaron a la conclusión de que la alta frecuencia no confirmada de 

transposiciones en Jλ7 (en un solo estudio)
86 

había sido causada por una obstáculo técnico y, en consecuencia, 
decidieron no incluir el cebador para Jλ7. El ensayo de PCR para la detección de transposiciones en los genes IGL 
en el estudio de la clonalidad, se realiza por lo tanto en un solo tubo que contiene tres cebadores (Figura 6B). Se 25 
esperaba que este único tubo detectara la gran mayoría de los transposiciones. 

Resultados de la fase de ensayo inicial 

El ensayo inicial de un conjunto de muestras monoclonales y policlonales mostró que podían ser muy bien 
diferenciadas en el análisis de HD de los productos PCR por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (Figura 
6C). Se observaron transposiciones en IGL clonales en la región homodúplex, con uno o algunas veces dos bandas 30 
más débiles en la región heterodúplex, mientras que aparecieron transposiciones policlonales como una mancha en 
la región heterodúplex (Figura 6C). No se observaron bandas no específicas. Debe señalarse que, debido al tamaño 
limitado de la región de unión, es extremadamente difícil distinguir transposiciones policlonales de monoclonales 
realizando un desplazamiento en un gel de poliacrilamida simple sin realizar una formación de heterodúplex. Junto a 
esta línea, el análisis de productos de PCR por GS demostró ser menos directo (Figura 6C). Mientras que las 35 
transposiciones monoclonales fueron claramente identificadas, el patrón de transposiciones policlonales tenía un 
aspecto oligoclonal debido a la diversidad de unión limitada. La interpretación fue más difícil, particularmente para 
distinguir los casos policlonales de aquellos casos con una población de linfocitos B clonales de menor importancia 
en un fondo de linfocitos B policlonales. Por lo tanto, los inventores recomendaron el análisis de HD como el método 
de elección para analizar transposiciones en los genes IGL. 40 

La sensibilidad del ensayo, realizado en varios casos, demostró que era aproximadamente 5% (2,5% - 10%) cuando 
la dilución de DNA del tumor se hizo en PB-MNC y aproximadamente 10% (5% - 20%) cuando se diluyó en  DNA de 
los ganglios linfáticos. 

Resultados de la fase de ensayo general 

Se evaluó el ensayo por PCR de IGL en un solo tubo en las serie de 90 proliferaciones linfoides definidas por 45 
transferencia de Southern. Este ensayo fue realizado por nueve laboratorios, cuatro HD solamente por análisis de, 
uno sólo por análisis por GS, y cuatro usando ambas técnicas. En 19 casos se detectaron transposiciones en genes 
IGL clonales. En 15 de ellos se obtuvo más de 70% de concordancia en los nueve laboratorios. En cuatro casos se 
obtuvo menos de 70% de concordancia, lo que podía ser explicado por transposiciones en genes IGL clonales de 
menos importancia en tres de ellos (ES-12, GB-10 y FR-10). Esta discordancia en el cuarto caso (PT-11) permanece 50 
sin explicación, particularmente debido a que no se detectaron transposiciones en genes IGL por transferencia de 
Southern. Como conclusión del ensayo inicial, la interpretación del análisis por GS era más difícil que la del análisis 
de HD, especialmente en el caso de poblaciones clonales de menor entidad. De estos 19 casos de genes IGL 
clonales, 17 fueron proliferaciones de linfocitos B (16 de linfocito B maduros y una de linfocitos B precursor). Un caso 
(ES-12) correspondía a la enfermedad de Hodgkin y  otro (FR-10) a un T-NHL. Ambos tenían solamente una 55 
transposición en los genes IGL clonales de menor entidad, y FR-10 también mostraban una transposición en los  
genes IGL clonales. 

La comparación con los datos de la transferencia de Southern mostró algunas discrepancias. Seis casos con 
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transposiciones en los genes IGL clonales por PCR parecían policlonales por análisis de transferencia de Southern. 
Tres de ellos (PT-6, ES-12, FR-10) correspondían a poblaciones clonales de menor entidad que pueden haber 
estado por debajo del nivel de sensibilidad de la técnica transferencia de Southern. En los otros tres casos (NL-19, 
ES-1, PT-11) puede haber desaparecido una banda clonalmente transpuesta por el patrón de transposición bastante 
complejo del locus de IGL en la transferencia de Southern

26.49
. Por el contrario, el ensayo de PCR no detectó 5 

transposiciones clonales que fueron observadas por el análisis por transferencia de Southern en dos casos (GBS-6, 
FR-5). Sin embargo, estos eran linfomas foliculares en los que un alto grado de hipermutaciones somáticas puede 
haber impedido la asociación de cebadores para los genes IGL. 

Conclusión 

En conclusión, un ensayo de PCR de un solo tubo para la detección de transposiciones en los genes IGL que 10 
empleaba sólo tres cebadores (Figura 6B) permite detectar la gran mayoría de transposiciones en los genes IGL ( 
las transposiciones de los genes Vλ1, Vλ2 y V3). El análisis de heterodúplex (HD) es el método analítico preferido, 
aunque se puede utilizar el análisis por GeneScan (GS), pero se recomienda máxima precaución para evitar la 
sobre-interpretación de clonalidad debido a la diversidad de unión limitada. 

Ejemplo 5: Transposiciones en los genes TCRB: Vβ-Jβ, Dβ-Jβ 15 

Fundamento 

El análisis molecular de los genes TCRB es una herramienta importante para la determinación de la clonalidad en 
proliferaciones sospechosas de linfocitos T. Las transposiciones en genes TCRB se producen no sólo en casi todas 
las neoplasias malignas de linfocitos T maduros, sino también en aproximadamente el 80% de las leucemias 
linfoblásticas agudas de linfocitos T (T-ALL) negativas a CD3 y el 95% de las T-ALL positivas a CD3

28
. Las 20 

transposiciones en TCRB no se limitan a neoplasias malignas de linaje T puesto que aproximadamente un tercio de 
precursor-B-ALL aloja los genes TCRB transpuestos

30
. Su frecuencia es mucho menor (0 a 7%) en la proliferación 

de linfocitos B maduros
21

. 

El locus de TCRB humano se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, en la banda 7q34 y abarca una región 
de 685 kb. Por el contrario, para los locus de TCRG y TCRD la agrupación de genes de la región V del locus TCRB 25 
es mucho más compleja (Figura 7A)

1
.
 
Contiene alrededor de 65 elementos  génicos Vβ para los que se utilizan dos 

nomenclaturas diferentes: una resumida por Arden et al.,
50 

sigue la designación del gen de Wei et al.,
88 

y agrupa los 
genes Vβ en 34 familias. La nomenclatura alternativa propuesta por Rowen et al.,

51 
subdivide en 30 subgrupos el 

gen Vβ y más tarde fue adoptada por IMGT, la base de datos internacional ImMunoGenTics, http://imgt.cines.fr 
(Iniciadora y coordinadora: Marie-Paule Lefranc, Montpellier, Francia). [Lefranc, 2003 # 212; Lefranc, 2003 # 219].  30 
Las familias mayores, Vβ5, Vβ6, Vß8 y Vβ13 (nomenclatura de Arden) alcanzan un tamaño de siete, nueve, cinco y 
ocho miembros, respectivamente. Doce familias Vβ contienen sólo un único miembro. En general, las familias están 
claramente delimitadas unas de las otras

50
. En este informe los inventores siguieron la nomenclatura de Arden

50
. 

39-47 de los elementos génicos Vβ se califican como funcionales y pertenecen a 23 familias. 7-9 de los elementos 
Vβ no funcionales tienen un marco de lectura abierto, pero contienen alteraciones en los sitios de empalme, señales 35 
de recombinación y/o elementos reguladores. 10-16 se clasifican como pseudogenes. Además, se ha informado de 
una agrupación de seis genes Vβ huérfanos no funcionales que está localizada en el brazo corto del cromosoma 9 
(9p21)

89.90
. Dichos genes no se detectan en los transcritos

50.51
. Todos menos uno de los genes Vβ están situados 

aguas arriba de dos agrupaciones Dβ-Jβ-Cβ. La Figura 7A ilustra que ambos segmentos génicos Cβ (Cβ1 y Cβ2) 
están precedidos por un gen Dβ (Dβ1 y Dβ2) y una agrupación Jβ que comprende seis (Jβ1.1 a Jβ1.6) y siete (Jβ2.1 40 
a Jβ2.7) segmentos Jβ funcionales. Los locus de la región Jβ se clasifican en dos familias de acuerdo con su 
localización genómica, no con la similitud de secuencias

51. 88. 91
. 

Debido a la gran gama codificada por la línea germinal, la diversidad combinatoria de transposiciones en genes 
TCRB es extensa en comparación con las transposiciones en TCRG y TCRD. La gama principal de las moléculas 
TCRβ se extiende aún más por una  adición por término de 3,6 (unión  V-D) y 4,6 (unión D-J) nucleótidos y la 45 
deleción de por término medio de 3,6 (V), 3,8 (5' de D), 3,7 (3' de D) y 4,1 (J) nucleótidos

51
. La región hipervariable 

completa resultante de la unión de los segmentos V, D y J comprende característicamente nueve o diez codones. La 
variación de tamaños es limitada, puesto que 7 a 12 residuos explican más del 80% de todas las transposiciones 
funcionales en contraste con la amplia gama de longitudes de la región CDR3 de IGH 

92
. 

Durante el desarrollo temprano de los linfocitos T la transposición en el gen TCRB consta de dos etapas 50 
consecutivas: transposición de Dβ a Jβ y transposición de Vβ a D-Jβ con un intervalo de uno a dos días entre estos 
dos procesos

93
. El segmento génico Dβ1 puede unirse a cualquiera de los segmentos génicos Jβ1 o Jβ2, pero el 

segmento génico Dβ2 generalmente se une solamente a segmentos génicos Jβ2 debido a su posición en el locus 
del gen TCRB

28.51
. Debido a la presencia de dos agrupaciones D-J consecutivas en TCRB, también es posible que 

dos transposiciones sean detectables en un alelo: una transposición Dβ2-Jβ2 incompleta en TCRB, además de una 55 
transposición completa o incompleta en la región Dβ1-Jβ1 deTCRB

1
. 

En las transposiciones de los genes TCRB, se observa una distribución no aleatoria de uso del segmento génico. En 
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individuos sanos, algunas familias de Vβ predominan en la gama de linfocitos T de la sangre periférica (por ejemplo 
Vβ1-Vβ5), mientras que otras solo se utilizan raras veces (por ejemplo, Vβ11, Vβ16, Vβ18, Vβ23). Parece que los 
valores medios de la gama Vβ son estables durante el envejecimiento, aunque la desviación típica aumenta en los 
ancianos

13.94
. También en el timo humano dominan algunos segmentos génicos  Vβ: los siete genes Vβ más 

prevalentes (Vβ3-1, Vβ4-1, Vβ5-1, Vβ6-7, Vβ7-2, Vß8-2, Vβ13-2) cubre casi la mitad de toda la gama de TCRB 5 
funcional

95
. La representación de segmentos J también está lejos de ser uniforme. La familia Jβ2 se utiliza con más 

frecuencia que la familia Jβ1 (72% frente a 28% de transposiciones de TCRB)
96

. En particular, la proporción de 
Jβ2.1 es mayor de lo esperado (24%) seguido por Jβ2.2 (11%) y Jβ2.3 y Jβ2.5 (10% cada uno)

95
. 

Los patrones de las transposiciones en genes TCRB difieren entre las categorías de las neoplasias malignas de 
linfocitos T. Las transposiciones Vβ3-Jβ1 en TCRB completas y los alelos transpuestos incompletamente en la 10 
agrupación  Dβ-Jβ2 de TCRB se observan con mayor frecuencia en T-ALL TCRαβ

+ 
en comparación con T-ALL CD3

-

T-ALL TCRγδ
+28

 .En el grupo total de T-ALL la región Dβ-Jβ1 de TCRB está implicada con relativa frecuencia en las 
transposiciones en contraste con las  transposiciones de los genes TCRB de linaje cruzado en precursor B-ALL que 
implica exclusivamente la región Dβ-Jβ2 de TCRB

30,73
. 

El desarrollo de anticuerpos monoclonales contra la mayoría de los dominios Vβ ha ayudado a identificar las 15 
expansiones de la familia Vβ

13 
.Sin embargo, el análisis de transposiciones de genes TCR es esencial para la 

determinación de la clonalidad en los trastornos linfoproliferantes de los linfocitos T. Como la gama codificada por la 
línea germinal restringida de los locus de TCRG y TCRD facilita los métodos de PCR basados en DNA, se han 
establecido varios métodos de PCR para la detección de transposiciones de genes TCRG y TCRD

97-99
 .No obstante, 

la diversidad de unión limitada de las transposiciones de TCRG conduce a una alta amplificación de fondo de 20 
transposiciones similares en linfocitos T normales (Ejemplo 6). Por otro lado el gen TCRD está suprimido en la 
mayoría de las neoplasias malignas de linfocitos T maduros

21
. Por lo tanto, son necesarias técnicas de PCR para 

TCRB basadas en DNA para la determinación de la clonalidad. Además, las transposiciones de TCRB son de gran 

interés para los estudios de seguimiento de los trastornos linfoproliferantes, debido a la extensa gama combinatoria 
de transposiciones de TCRB y a que la gran región hipervariable permite una detección altamente específica de 25 
células tumorales residuales clínicamente ocultas. Sin embargo, la gama codificada por la línea germinal extensa 
hace que los ensayos de PCR sean más difíciles. Algunos métodos de PCR publicados usan el procedimiento 
consumidor de tiempo de los métodos de múltiples tubos con un panel de cebadores específico de familias o sub-
familias

96,100
 .El uso de cebadores de consenso altamente degenerados limita el número de transposiciones 

detectables que están teóricamente cubiertas por los cebadores, porque no hay una única secuencia común de 30 
identidad suficiente que permita una amplificación fiable de todas las transposiciones posibles

42,101,102
. Algunos 

ensayos publicados utilizan una PCR anidada que requiere una reacción de PCR adicional
42,102

. Otros ensayos se 
centran en el análisis de los transcritos Vβ-Dβ-Jβ-Cβ de TCRB para limitar el número de cebadores 
necesarios

16,100,103
. Sin embargo, una desventaja importante de estos métodos basados en mRNA es la necesidad 

de material fresco o congelado y una etapa de transcripción inversa antes de la amplificación por PCR. 35 

Los inventores trataron de superar estas limitaciones mediante la creación de una PCR de TCRB basado en DNA 
conveniente y completamente nueva. Los inventores diseñaron múltiples cebadores para Vβ y Jβ, que cubrían todos 
los segmentos génicos Vβ y Jβ funcionales y que eran apropiados para combinación en reacciones de PCR 
múltiples. Además, el ensayo es aplicable para análisis de HD y por GS y también detecta las transposiciones Dβ-Jβ 
en TCRB incompletas con el mismo conjunto de cebadores para Jβ. Con el fin de evitar problemas debidos a 40 
cebamiento cruzado los inventores decidieron diseñar todos los cebadores para Vβ y Jβ en la misma región 
conservada de cada segmento génico. 

Diseño de cebadores 

Inicialmente se diseñaron un total de 23 cebadores para Vβ, 2 para Dβ (Dβ1 y Dβ2) y 13 para Jβ (Jβ1.1 a 1,6 y 
Jβ2.1 a 2,7) estando todos los cebadores para Vβ y Jβ situados en la misma región conservada de cada segmento 45 
génico Vβ y Jβ de manera que podían despreciarse los efectos de la asociación cruzada en una reacción múltiple. 
Además, no podrían confundirse las transposiciones V-J en TCRB policlonales raras con un transposición clonal 
incluso si no producen un patrón de picos de gaussianos completamente policlonal, debido a que los productos de 
PCR de todas las transposiciones posibles se encuentran en el mismo intervalo de tamaños. 

Para el diseño de cebadores, se tuvieron en cuenta siempre que fue posible los pseudogenes transponibles o genes 50 
de marco de lectura abierto con alteraciones en los sitios de empalme, señales de recombinación y/o elementos 
reguladores o cambios de aminoácidos conservados. Sin embargo, el objetivo principal era abarcar todos los genes 
Vβ funcionales. La eficacia de cebado de cada cebador para Vβ se comprobó para cada gen Vβ usando el programa 
informático OLIGO 6.2. Esto condujo a cebadores que no eran estrictamente específicos de la familia Vβ y algunos 
de los cuales abarcaban segmentos génicos Vβ de más de una familia (Figura 7B). Puesto que los 13 cebadores 55 
para Jβ se asociaban al mismo segmento de cada cebador para el gen Jβ, la dimerización hizo necesario dividir los 
cebadores para J en dos tubos. Inicialmente, se planeó utilizar los cebadores en cuatro conjuntos de reacciones 
múltiples de la siguiente manera: todos los 23 cebadores para Vβ en combinación con los seis cebadores para la 
familia Jβ1 (240-285 pb), los 23 cebadores para Vβ con los siete cebadores para la familia Jβ2 (240-285 pb), Dβ1 
(280-320 pb) con los seis cebadores para Jβ1 y Dβ1 (280-320 pb) más Dβ2 (170-210 pb) con los siete cebadores 60 
para la familia Jβ2. 
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Resultados de la fase de ensayo inicial 

Se realizó un ensayo sencillo inicial de cada posible combinación de cebadores utilizando muestras con 
transposiciones en TCRB monoclonales conocidas y controles policlonales. Se generaron productos de PCR del 
intervalo de tamaños esperada con diferencias en la intensidad de los productos y perfil de las señales para las 
muestras policlonales dependiendo de la frecuencia de uso de los distintos segmentos génicos Vβ y Jβ. Sin 5 
embargo, cuando los cebadores se combinaron en una reacción múltiple se perdieron en particular algunas 
transposiciones en Jβ2 y se observaron en los tubos B y D productos no específicos. Además, el cebado cruzado 
entre los cebadores para Jβ1 y Jβ2 dio como resultado problemas de interpretación. Como consecuencia tuvieron 
que ser rediseñados los cebadores para Jβ2 y tuvieron que ser transpuestas las combinaciones de cebadores en los 
diferentes tubos: Los cebadores para Jβ, Jβ2.2, 2.6 y 2.7, fueron ligeramente modificados y añadidos al tubo A. La 10 
localización de los cebadores para Jβ2.1, 2.3, 2.4 y 2.5 fue desplazada 4 pb aguas abajo para evitar la dimerización 
de los cebadores y el cebado cruzado con los restantes cebadores para Jβ. Sólo persistieron bandas no específicas 
con intensidad variable fuera del intervalo de tamaños esperada en el tubo B (bandas <150 pb, 221 pb) y el tubo C 
(128 pb, 337 pb) utilizando DNA molde específico. Sin embargo, debido a que todos los productos de amplificación 
no específicos estaban fuera de los intervalos de tamaños de los productos específicos de TCRB, no afectaron a la 15 

interpretación y se consideró que no eran un problema. Sin embargo, utilizando controles molde no específicos fue 
visible en el tubo A por análisis por GS un débil pico específico adicional de 273 pb. Este producto está suprimido 
por completo cuando el DNA contiene suficientes en TCRB transposiciones clonales o policlonales, pero pueden 
aparecer en muestras que comprenden un número pequeño de células linfoides. En la fase de ensayo inicial se 
generaron productos de PCR V-D-J relativamente débiles. Por lo tanto, los inventores optimizaron las condiciones de 20 
PCR para transposiciones VDJ completas aumentando la concentración de MgCl2 y la cantidad de polimerasa Taq. 
También resultó ser muy importante el uso de cebadores altamente purificados y la aplicación del tampón ABI II en 
lugar del tampón de referencia ABI. Para la detección de las transposiciones Dβ-Jβ incompletas, fue finalmente 
posible mezclar todos los cebadores para Jβ en un tubo sin pérdida de sensibilidad o información. En consecuencia, 
el número total de reacciones múltiple podría reducirse a tres tubos. 25 

El conjunto de cebadores finalmente aprobado es (Figura 7B):  

Tubo A: 23 cebadores para Vβ y 9 cebadores para Jβ: Jβ1.1-1.6, 2.2, 2.6 y 2.7 

Tubo B: 23 cebadores para Vβ y 4 cebadores para Jβ: Jβ2.1, 2.3, 2.4 y 2.5 

Tubo C: Cebadores para Dβ1, Dβ2 y los 13 cebadores para Jβ. 

 
Como los tubos A y C contienen los cebadores para Jβ1 y Jβ2, el marcado diferencial de los cebadores para Jβ1 y 
Jβ2 con diferentes colorantes (TET para los cebadores para Jβ1.1-1.6 y FAM para los cebadores para Jβ2.1-2.7) 
permite la discriminación por GS del uso de Jβ1 o Jβ2 en las reacciones de los tubos A y C (véase la Figura 13A). 30 

El ensayo de sensibilidad se realizó por experimentos de dilución con varias líneas celulares y muestras de 
pacientes con genes TCRB clonalmente transpuestos en MNC. Los experimentos de dilución de PCR sencilla 
alcanzaron generalmente niveles de sensibilidad de al menos 0,1% a 1%. Como era de esperar, la sensibilidad 
disminuyó en los ensayos múltiples, debido probablemente a un aumento de la amplificación de fondo. 
Especialmente en el análisis por GS este fondo obstaculizaba la interpretación debido a la pequeña variación de la 35 
longitud relativa de los productos de PCR de TCRB. No obstante, en 40 de 46 controles positivos analizados se 
alcanzó una sensibilidad de al menos 1% a 10% utilizando análisis de heterodúplex o por GeneScanning (Tabla 6). 

Resultados de la fase de ensayo general 

Once grupos participaron en el análisis del DNA de una serie de 90 neoplasias malignas y trastornos linfoprolifrantes 
reactivos definidos por transferencia de Southern utilizando el protocolo múltiple de TCRB. Cada muestra fue 40 

analizada por HD en dos laboratorios y en seis laboratorios utilizando el análisis por GS. Otros tres laboratorios 
utilizaron ambas técnicas para el análisis por PCR (Figuras 7C, D y E). Esta fase de ensayos, así como la 
experiencia del uso de estos ensayos de PCR de TCRB plantearon algunas cuestiones generales sobre el protocolo 
que se encontraba en parte ya descrito en la fase de ensayo inicial: 1. La variación de la longitud limitada de la 
productos de PCR de TCRB puede dificultar la detección por GS de señales clonales en un fondo policlonal. 2. Sólo 45 
bandas/picos dentro del intervalo de tamaños esperado representan transposiciones clonales en el gen TCRB. 
Especialmente para el tubo A se debe incluir un DNA de control no específico para definir el pico de 273 pb 
específico que puede presentarse en situaciones sin competencia. 3. Es extremadamente importante utilizar 
cebadores altamente purificados y tampón ABI II (y no tampón de referencia ABI) para obtener buenos resultados de 
PCR, así como el protocolo de preparación de productos de PCR recomendado para el análisis de HD. De los 90 50 
casos definidos por transferencia de Southern presentados, 29 fueron positivos por SB  para transposiciones 
monoclonales en TCRB. 25 de estas transposiciones clonales (86%) también fueron detectables por PCR de TCRB. 
23 transposiciones fueron reveladas por análisis por GS y de HD, dos casos más sólo por HD. Uno de los casos 
negativo por GS  y positivo por HD  (FR-9) se interpretó como monoclonal en el análisis por GS por cuatro de los 
nueve laboratorios implicados en la fase de ensayo general (Figura 7C). Sin embargo, debido a un fondo policlonal 55 
significativo, la interpretación de los patrones de GS fue difícil en este caso particular. El otro caso negativo por GS y 
positivo por HD presentó un producto de PCR atípico en el tubo C con un tamaño de aproximadamente 400 pb 
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(Figura 7E). El producto de PCR fue claramente visible en geles de agarosa y en el análisis de HD, pero no por GS. 
Después de la secuenciación de DNA de este fragmento se identificó un producto de amplificación Dβ1-Dβ2 de 
TCRB que explicaba el producto de  PCR no marcado. Cuatro casos positivos por SB (NL-15, NL-16, GBN-2 y FR-6) 
nunca fueron detectados por análisis por GS ni por HD, todos ellos con una neoplasia maligna linfoide B subyacente. 
Las posibles explicaciones para este fallo son transposiciones atípicas (por ejemplo, transposiciones Vβ-Dβ 5 
incompletas)

28,104
, variaciones de secuencias de los segmentos génicos Vβ transpuestos

51 
o una falta de sensibilidad 

para transposiciones particulares. 

62 de las muestras se consideraron policlonales por SB. Para 61 (98%) de estos casos, los resultados de PCR 
fueron concordantes con al menos un método de análisis, para 57 (92%) casos los resultados fueron concordantes 
usando ambos métodos. Una muestra negativa por SB (ES-14) encontrada monoclonal por análisis de HD y por GS 10 
mostró una transposición Dβ2 incompleta. Para cuatro muestras se obtuvieron resultados no uniformes: una muestra 
fue considerada como clonal por GS, pero sólo por el 50% de los laboratorios que analizaron los productos de PCR 
por HD (GBS-4). Se encontraron tres muestras que producían señales clonales débiles sólo por el análisis de HD 
(ES-6, GBS-9 y DE-2). Los subclones transpuestos de TCRB que eran demasiado pequeños para ser detectados 
por el análisis por SB sólo pueden ser observados por la metodología de la PCR más sensible. En las neoplasias 15 
malignas de linfocitos B, las transposiciones detectadas también pueden representar expansiones clonales u 
oligoclonales de linfocitos T residuales

105
 . En este caso, estos productos de PCR clonales débiles no deben 

considerarse como prueba de un trastorno de linfocitos T clonales. Esto resalta la importancia de la interpretación de 
los resultados de PCR en el contexto de otras pruebas diagnósticas y el cuadro clínico de los pacientes. La 
determinación de PCR óptima de transposiciones en TCRB se obtiene por el uso combinado de análisis de HD y por 20 

GS. La sensibilidad puede diferir entre los dos métodos de detección en función del tamaño del producto de PCR 
clonal en comparación con la distribución del tamaños policlonal: por un lado el análisis de HD dispersa el fondo 
policlonal de los productos clonales y por otro lado los productos de PCR fuera del intervalo de tamaños principal 
permiten una detección más sensible por GS. También, el riesgo de resultados positivos falsos se reduce por el uso 
combinado de análisis de HD y por GS. Además, el análisis de HD permite la detección de algunas transposiciones 25 
Dβ1-Dβ2 en TCRB atípicas adicionales que no pueden ser detectadas por análisis por GS del producto de PCR 
puesto que ningún cebador marcado está implicado en la amplificación. Sin embargo, el análisis por GS es, en 
general, el método más informativo para las muestras con una alta carga tumoral debido a que se indica el tamaño 
exacto del producto de PCR monoclonal, que puede ser usado para fines de monitorización y los cebadores para Jβ 
marcados diferencialmente proporcionan información adicional sobre el uso de genes Jβ. 30 

Conclusión 

En conclusión, el sistema de PCR múltiple TCRB de tres tubos proporciona un ensayo nuevo y conveniente para la 

determinación de la clonalidad en proliferaciones de linfocitos T sospechosas con una tasa de detección sin 
precedentes de alta clonalidad. 

Ejemplo 6: Transposiciones en genes TCRG 35 

Fundamento 

Las transposiciones en genes TCRG hace tiempo que se utilizan para la detección por PCR de DNA de clonalidad 

linfoide y representan el "prototipo" de dianas de gama restringido. Son dianas preferentes para análisis de la 
clonalidad, puesto que se transponen en una etapa temprana del desarrollo linfoide de linfocitos T, probablemente 
justo después de TCRD

106
, en precursores del linaje tanto TCRαβ como TCRγδ. Están transpuestas en más del 90% 40 

de T-ALL, T-LGL y T-PLL, en 50-75% de T-NHL periféricos y fungoides de micosis, pero no en verdaderas 
proliferaciones de células NK. También están transpuestas en una parte importante de las ALL de linaje B, pero 
mucho menos en B-NHL

1,30,73
. A diferencia de varios otros locus de Ig/TCR, la estructura genómica completa es 

conocida desde hace muchos años. Contiene un número limitado de segmentos Vγ y Jγ. Es posible la amplificación 
de las principales combinaciones Vγ-Jγ con un número limitado de cuatro cebadores para Vγ y tres para Jγ. 45 

El locus de TCRG humano en el cromosoma 7p,14 contiene 14 segmentos Vγ, de los cuales sólo diez han mostrado 
haber experimentado transposición (Figura 8A). La gama Vγ expresada incluye sólo seis genes Vγ (Vγ2, Vγ3, Vγ4, 
Vγ5, Vγ8 y Vγ9) pero la transposición también ocurre con los segmentos ψVγ7, ψVγ10, γψVγ11

107, 108
. La 

transposición de ψVγB (también conocida como Vγ12)
107 

es tan excepcional que raramente se utiliza en las 
estrategias de PCR para diagnóstico. Las transposiciones de segmentos Vγ pueden subdividirse en las que 50 
pertenecen a la familia VγI (VγfI: Vγ2, Vγ3, Vγ4, Vγ5, ψVγ7 y Vγ8; homología global> 90% y las más altas entre Vγ2 
y Vγ4 y entre Vγ3 y Vγ5) y las familias de un solo miembro Vγ9, ψVγ10, ψVγ11. El locus de TCRG contiene cinco 
segmentos Jγ: Jγ1.1 (JγP1), Jγ1.2 (JγP), Jγ1.3 (Jγ1), Jγ2.1 (JγP2), Jγ2.3 (Jγ2), de los cuales Jγ1.3 y Jγ2.3 son 
altamente homólogos, como lo son Jγ1.1 y Jγ2.1

109
. 

Mientras la gama de la línea germinal de TCRG restringida facilita la amplificación por PCR, la diversidad de unión 55 
limitada de las transposiciones en TCRG complica la distinción entre productos de PCR clonales y policlonales. El 
locus de TCRG no contiene segmentos D y demuestra adiciones de nucleótidos relativamente limitadas. Por lo tanto, 
la longitud de la unión VJ de TCRG varía en 20-30 pb, en comparación con aproximadamente 60 pb para IGH y 
TCRD. La capacidad de distinguir transposiciones en TCRG clonales de policlonales depende de la complejidad de 
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la gama policlonal. En general, las poblaciones clonales de menor entidad que utilizan transposiciones Vγ-Jγ 
frecuentes, tales como VγfI-Jγ1.3/2.3, corren el riesgo de ser perdidas entre la gama policlonal, mientras que las 
combinaciones raras se detectarán con mayor sensibilidad. Sin embargo, los linfocitos T policlonales ocasionales 
que demostraron transposiciones Vγ-Jγ raras pueden ser confundidos con una transposición clonal, debido a la 
ausencia de un fondo policlonal para ese tipo de transposición. Otra posible fuente de positividad falsa resulta de la 5 
presencia de TCRγδ que expresa linfocitos T que demuestra transposiciones en TCRG "canónicas", que no 
demuestren N adiciones de nucleótidos. La transposición en TCRG canónica humana más comúnmente reconocida 
implica los segmentos Vγ9-Jγ1.2 y se presenta en aproximadamente el 1% de los linfocitos T de la sangre

110,111
. Por 

lo tanto, es extremadamente importante analizar los productos de PCR de TCRG utilizando técnicas electroforéticas 
de alta resolución o separar los productos de PCR por criterios distintos de los basados puramente en el tamaño, 10 
con el fin de reducir el riesgo de resultados positivos falsos. También es importante ser consciente del perfil de 
transposiciones canónicas y las situaciones en las que se presentan más comúnmente. Las transposiciones Vγ9-
Jγ1.2 canónicas, por ejemplo, se encuentran predominantemente en la sangre periférica y aumentan en frecuencia 
con la edad, puesto que resultan de la acumulación de linfocitos T TCRγδ

+19
. 

A diferencia de TCRD, TCRG no está suprimido en las células de linaje TCRαβ. Puesto que las transposiciones  en 15 
TCRG se presentan en precursores de linaje tanto TCRαβ como TCRγδ, su identificación no se puede utilizar para la 
determinación del tipo de linaje de linfocitos T. Similarmente, las transposiciones en TCRG  se presentan en 60% de 
las ALL de linaje B

30
,
  

lo que implica que no pueden ser utilizadas para la determinación del linaje de linfocitos B 
frente a T en proliferaciones inmaduras. Sin embargo, dichas transposiciones ocurren con mucha menos frecuencia 
en los trastornos linfoproliferantes de linfocitos B maduros, incluyendo la mayoría de los B-NHL, y por lo tanto 20 
podrían ser utilizadas en combinación con los datos clínicos e inmunofenotípicos, para determinar la participación 
del linaje en trastornos linfoproliferantes maduros. 

La gama limitada de la línea germinal permite la determinación de la utilización de los segmento Vγ y Jγ, ya sea por 
transferencia de Southern o análisis por PCR. La identificación del uso de Vγ y Jγ no es de interés puramente 
académico, puesto que se requiere amplificación específica para el análisis de MRD

112,
 25 

Los inventores comenzaron a desarrollar un número mínimo de estrategias múltiples para TCRG que mantendrían la 
sensibilidad y la informatividad óptima, minimizarían el riesgo de resultados positivos falsos y permitirían  la 
identificación sencilla de Vγ y Jγ, incluyendo un análisis de HD o estrategias por GS monofluorescentes. Los 
inventores decidieron incluir cebadores para Vγ que detectaran todos los segmentos transponibles distintos de  
ψVγB (ψVγ12), dada su rareza. Con el fin de reducir el riesgo de identificar falsamente transposiciones canónicas 30 
como productos clonales, los inventores excluyeron el cebador para Jγ1.2, ya que está implicado raras veces en 
neoplasias linfoides y está generalmente, aunque no siempre, asociado con una transposición en TCRG en el otro 
alelo

113
.
 

Diseño de cebadores 

Los inventores desarrollaron inicialmente 3 cebadores para Vγ y 2 cebadores para Jγ, para ser usados en dos 35 
reacciones múltiples, como sigue: un tubo con Jγ1.3/2.3 con Vγ9 específico (160-190 pb), VγfI de consenso (200-
230 pb) y Vγ10/11 de consenso (220-250 pb) y un segundo tubo con Jγ1.1/2.1 con Vγ9 específico (190-220 pb), VγfI 
de consenso (230-260 pb) y Vγ10/11 de consenso (250-280 pb). El uso de Vγ fue para ser identificado por tamaño 
de productos de PCR por análisis de HD. No se intentó distinguir entre Jγ1.3 y Jγ2.3 o Jγ1.1 y Jγ2.1. 

Resultados de la fase de ensayo inicial 40 

Mientras que todas las combinaciones Vγ-Jγ dieron los perfiles esperados en una sola amplificación por PCR, la 
amplificación múltiple condujo a la competencia de productos de PCR mayores, con la amplificación preferente de 
fragmentos más pequeños, y el fallo en detectar algunas transposiciones VγfI y Vγ10/11. Esto se complicó aún más 
por la formación de dímeros de cebadores significativos entre el cebador de consenso para Vγ10/11 y los cebadores 
para VγfI. La competencia entre los fragmentos de diferentes tamaños y la formación de dímeros de cebadores 45 
condujo tanto a una sensibilidad como a una informatividad insatisfactorias y, por tanto, esta estrategia fue 
abandonada. 

Los inventores razonaron que la competencia se minimizaría separando los cebadores para Vγ (VγfI y Vγ9) más 
frecuente usados y combinándolos con los cebadores específicos para Vγ10 y Vγ11, respectivamente. Estas últimas 
transposiciones son raramente utilizadas y por lo tanto minimizan la competencia entre las gamas predominantes. 50 
Por tanto, el cebador de consenso para Vγ10/11 fue reemplazado por dos cebadores específicos para Vγ que 
generaron productos de PCR de menor tamaño (Figura 8B). Mezclando Jγ1.3/2.3 y Jγ1.1/2.1 fue posible mantener 
un ensayo múltiple en dos tubos que permite la identificación aproximada basada en el tamaño del producto de uso 
de Vγ por análisis de HD y el uso tanto de Jγ como Vγ por análisis por GS. 

55 
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El conjunto aprobado de tubos múltiples de PCR para TCRG con cuatro cebadores para Vγ y dos cebadores para Jγ 
incluye (Figura 8B):  

Tubo A: VγfI + Vγ10 +  Jγ1.1/2.1 + Jγ1.3/2.3 
Tubo B: Vγ9 + Vγ11  + Jγ1.1/2.1 + Jγ1.3/2.3 

 

La posición y la secuencia de los cebadores se muestran en la Figura 8B. Estos cebadores dieron una amplificación 
satisfactoria en los formatos de PCR tanto sencillo como múltiple y permitieron la detección de todas las 5 
combinaciones Vγ-Jγ virtualmente conocidas. La competencia entre los fragmentos mayores de PCR ya no fue 
observada, aunque no puede excluirse que pueda ocurrir una cierta competencia entre transposiciones Vγ9 o VγfI si 
estas están presentes en una población minoritaria. La sensibilidad de la detección varió entre 1% y 10%, en función 
de la complejidad de la gama policlonal y la posición de la transposición clonal con relación respecto al pico 
gaussiano policlonal

114
. La interpretación de las transposiciones ψVγ11 puede ser difícil, puesto que la gama normal 10 

está extremadamente restringida, y puesto que estas transposiciones primitivas frecuentemente están presentes en 
subclones. 

Debido a que el segmento Vγ4 es aproximadamente 40 pb más largo que los otros miembros VγfI y las 
transposiciones en Vγ4 son relativamente comunes en células linfoides, tanto fisiológicas como patológicas, la gama 
policlonal puede estar sesgada hacia los fragmentos de mayor tamaño, y las transposiciones clonales Vγ4-Jγ1.3/2.3 15 
podían teóricamente ser confundidas con las transposiciones VγfI-Jγ1.1/2. La proximidad de las diferentes gamas 
también hace mucho más fiable la identificación de Vγ y Jγ si se utilizan cebadores para Jγ marcados de manera 
diferente. Por ejemplo, se analizó el uso de un Jγ1.1/2.1 marcado con TET y un Jγ1.3/2.3 marcado con FAM en un 
solo centro y mostró dar resultados satisfactorios (Figura 13B). Sin embargo, es posible estimar el uso de Vγ y Jγ 
siguiendo el análisis por GS basado solo el tamaño (Figuras 8C y D). 20 

Resultados de la fase de ensayo general 

Dada la limitada gama de TCRG de la línea germinal y la diversidad de unión restringida, los linfocitos T reactivos 
que han sido sometidos a transposiciones en TCRG utilizando un solo segmento Vγ y Jγ con secuencias CDR3 

variables que tienen longitud uniforme, migrarán como una población clonal aparente por análisis por GS. La 
formación de HD dispersará más fácilmente estas transposiciones y por lo tanto evitará su interpretación errónea 25 
como prueba de clonalidad linfoide. Por el contrario, el análisis por GS proporciona una mejor resolución y 
sensibilidad en comparación con el análisis de HD. Por estas razones, la determinación óptima de las 
transposiciones en TCRG requiere tanto el análisis de HD como por GS. Si esto no es posible, el análisis de HD solo 
es probablemente preferible, puesto que podría estar asociado con un riesgo de resultados negativos falsos, 
mientras que el análisis por GS por sí solo aumentará el riesgo de resultados positivos falsos. 30 

De las 18 transposiciones en TCRG detectadas por transferencia de Southern en los 90 casos, 16 fueron también 

detectadas por PCR. La transposición Vγfl-Jγ1.3/2.3 secundaria de menor entidad detectada por transferencia de 
Southern en el caso oligoclonal NL-1, sólo se detectó por PCR en una proporción de laboratorios que realizaron 
análisis por GS. En todos los laboratorios se encontró que una transposición Vγ9-Jγ1.3/2.3 importante detectada en 
GBS-6 era policlonal tanto por HD como por GS y, como tal, representa probablemente un resultado negativo falso. 35 

La comparación de la identificación de alelos mostró que, para todos los alelos identificados por transferencia de  
Southern, la identificación de Vγ y Jγ por PCR basada en tamaños dio resultados concordantes. Se detectaron siete 
transposiciones por transferencia de Southern, pero no fue posible la identificación precisa de los alelos. Seis de 
éstas fueron debidas al uso de Jγ1.1/2.1, lo que sugiere que la PCR permite la detección preferible de este tipo de 
transposición. 40 

Se consideraron que setenta y dos muestras eran policlonales por transferencia de Southern. Dieciséis (22%) de 
éstas demostraron un total de 24 transposiciones por PCR de TCRG. De éstas, 13 (81%) fueron proliferaciones 
linfoides B. Dieciséis de las 24 transposiciones clonales eran de menor entidad, siendo detectadas en la mayoría de 
los laboratorios sólo 15 por GS. Merece la pena señalar que, de estas transposiciones de menor entidad, nueve 
(39%) implicaban el segmento ψVγ10 y ocho (33%) el Vγ9. No se detectaron transposiciones ψVγ11. No se 45 
detectaron transposiciones ψVγ10 por análisis de transferencia de Southern. Por lo tanto, la PCR permitió la 
detección más sensible de las transposiciones ψVγ10 clonales de menor entidad, en particular por análisis por GS. 
Es probable que estas transposiciones representen linfocitos residuales T, predominantemente el linaje TCRαβ, con 
una gama restringida, que pueden o no pueden estar relacionados con la neoplasia maligna linfoide B subyacente. 
Estos picos secundarios no deben obviamente ser interpretados como una prueba de un trastorno de los linfocitos T 50 
clonales. Esto pone énfasis en la importancia de comprender la naturaleza de las transposiciones en TCRG antes de 
utilizar este locus como una diana de PCR en el establecimiento de diagnóstico de clonalidad linfoide. En 
consecuencia, también es extremadamente importante para interpretar los resultados de los genes TCRG en su 
contexto clínico. 

55 

ES 2 442 791 T3

 



28 

 

Conclusión 

En conclusión, los dos tubos múltiples con TCRG permiten la detección de la gran mayoría de las transposiciones en 
TCRG clonales. El riesgo potencial de resultados positivos falsos debido a la sobre-interpretación de picos clonales 
de menor entidad puede ser minimizado por el uso combinado de análisis de heterodúplex y por GeneScanning y 
por la interpretación de los resultados en su contexto clínico, particularmente cuando la clonalidad evidente 5 
implicaba los segmentos ψVγ10 y ψVγ11. Deben estudiarse de forma prospectiva los méritos relativos del análisis 
de TCRG en comparación con el de TCRB para la detección de trastornos linfoproliferantes clonales T. Es probable 
que representen estrategias complementarias. 

Ejemplo 7. Transposiciones en genes TCRD: Vδ-Dδ-Jδ, Dδ-Dδ, Vδ-Dδ y Dδ-Jδ 

Fundamento 10 

El locus de los genes TCRD humanos está localizado en el cromosoma 14q11.2 entre los segmentos génicos Vα y 
Jα. La parte principal del locus de TCRD (Dδ-Jδ-Cδ) está flanqueada por elementos supresores TCRD, ψJα y δREC, 
de tal manera que la transposición de los elementos supresores entre sí o la transposición de los segmentos génicos 
Vα a Jα causa la deleción del locus intermedio de los genes TCRD (Figura 9A). El locus de TRCD codificados en la 
línea germinal consiste en los segmentos génicos 8Vδ, 4Jδ y 3Dδ, de los cuales al menos cinco de los ocho 15 
segmentos génicos Vδ también puede transponerse a los segmentos génicos Jα

115
. En raros casos también se 

pueden utilizar otros segmentos génicos Vα en transposiciones en genes TCRD. La nomenclatura de la World 
Hearth Organization-International Union of Immunological Societies (WHO-IUIS)

116 
para los segmentos génicos de 

TCR utiliza un sistema de numeración diferente para los genes V utilizados principal o exclusivamente en las 
cadenas de TCRδ de los que pueden ser utilizados en las cadenas de TCRα o TCRδ. Así, en las transposiciones de 20 
TCRD se utilizan casi exclusivamente TCRDV101S1 (Vδ1), TCRDV102S1 (Vδ2) y TCRDV103S1 (Vδ3), mientras 
que pueden usarse TCRADV6S1 (Vδ4), TCRADV21S1 (Vδ5) y TCRADV17S1 (Vδ6) bien sea  en  las cadenas de 
TCRδ o bien sea α. En las transposiciones en TCRD se usan muy raras veces TCRADV28S1 (Vδ7) y TCRADV14S1 

(Vδ8). 

La gama codificada por la línea germinal de los linfocitos T TCRγδ
+
 es pequeña en comparación con la de los 25 

linfocitos T TCRαβ
+
 y la gama combinatoria es aún más limitada debido a la recombinación preferente en la sangre 

periférica y los linfocitos T TCRγδ
+
. En el nacimiento, la gama de linfocitos T Tryγδ

+ 
de la sangre del cordón umbilical 

es amplia, sin restricciones evidentes ni expresión preferida de combinaciones Vγ/Vδ particulares. Durante la 
infancia, sin embargo, se forma sorprendentemente la gama de linfocitos T TCRγδ

+
 de la sangre periférica

 
de modo 

que en adultos dominan claramente las células Vγ9/Vδ2
117

. Ciertos estudios han mostrado que las gamas de Vδ1 y 30 
Vδ2 se van restringiendo con la edad lo que conduce a la aparición de células Vδ1

+
y Vδ2

+
 oligoclonales en la sangre 

y el intestino
118

. Los linfocitos T TCRγδ
+ 

se distribuyen uniformemente en todos los tejidos linfoides humanos, pero 
hay una expresión preferente de segmentos Vδ particulares en localizaciones anatómicas específicas. 
Notablemente, la mayoría de las linfocitos T TCRγδ intraepiteliales que están presentes en el intestino delgado y en 
el colon expresan Vδ1. Similarmente, Vδ1 es expresado por los linfocitos T TCRγδb

+ 
del bazo normal, pero los 35 

linfocitos T TCRγδ
+
 en la piel expresan el gen Vδ2. 

Aunque el pequeño número de segmentos génicos V, D y J disponible para la recombinación limita la diversidad 
combinatoria potencial, la diversidad de unión o de CDR3 es extensa debido a la adición de regiones N, regiones P y 
la deleción aleatoria de nucleótidos por recombinasas. Esta diversidad se extiende también por la recombinación de 
hasta tres segmentos Dδ y, por lo tanto, hasta cuatro regiones N dentro del locus de TCRD transpuesto. Esta 40 
diversidad en la línea germinal limitada codificada en el locus de TCRD junto con la diversidad de unión extensa da 
como resultado una diana útil para el análisis por PCR y los eventos de recombinaciones en TCRD se han utilizado 
muy ampliamente como marcadores clonales, tanto en la leucemia linfoblástica aguda (ALL) de linfocitos T como 
B

119,120
. El locus de TCRD es el primero de todos los locus de TCR para transponerse durante la ontogenia de 

linfocitos T. El primer evento es una transposición Dδ2-Dδ3, seguida por una transposición Vδ2-(Dδ1-Dδ2)-Dδ3, y 45 
finalmente la transposición Vδ-Dδ-Jδ. Las transposiciones inmaduras (Vδ2-Dδ3 o Dδ2-Dδ3) se presentan en el 70% 
de precursor B-ALL (y por lo tanto el linaje no está restringido), mientras que hay un predominio de transposiciones 
maduras que comprenden Dδ2-Jδ1 incompleta y Vδ1, Vδ2, Vδ3 a Jδ1 completas encontradas en T-ALL

23,121
. Por lo 

tanto, se pueden utilizar conjuntos de cebadores específicos para identificar diferentes tipos de transposiciones 
completas e incompletas que corresponden a diferentes tipos de ALL

122
. 50 

Las T-ALL de TCRγδ
+
 forman un subgrupo relativamente pequeño de ALL, lo que representa 10-15% de las T-ALL, 

pero aún así sólo constituye el 2% de todas las ALL. Las transposiciones Vδ1-Jδ1 predominan en las T-ALL de 
TCRγδ

+
; curiosamente Vδ1 nunca se encuentra en combinación con segmentos Jδ distintos de Jδ1

15,20
. Otras 

recombinaciones se presentan en menos del 25% de los alelos. Además, las cadenas de Vδ1-Jδ1-Cδ están casi 
siempre unidas por disulfuro a las familias de genes VγI o VγII recombinadas a Jγ2.3-Cγ2. Dicho uso de los genes 55 
está de acuerdo con el origen tímico inmaduro de estas células leucémicas. 

La mayoría de los linfomas de linfocitos T expresan TCRαβ mientras que la minoría expresa TCRγδ y comprenden 
varias entidades distintas. Los linfomas de linfocitos T periféricos (abreviadamente PTCL por la expresión inglesa 
Peripheral T Cell Lymphomas) que expresan TCRγδ comprenden 8-13% de todos los PTCL y se han documentado 
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recombinaciones Vδ1-Jδ1, así como otras Vδ a Jδ1
123,124

.
 
El linfoma de linfocitos T 

 
γδ hepatoesplénicos proceden 

de linfocitos T TCRγ8 esplénicos que normalmente expresan Vδ1. Es una entidad poco frecuente que exhibe 
características clínico-patológicas distintivas y el análisis de uso de genes ha indicado transposiciones Vδ1-Jδ1 
clonales asociadas con estos linfomas

125
. Por otra parte, el raro tipo de linfomas de linfocitos T TCRγδ

+
 cutáneos 

expresa Vδ2 y por lo tanto parece representar una expansión clonal de linfocitos T TCRγδ
+ 

que normalmente residen 5 
en la piel

126
. Otras proliferaciones de TCRγδ clonales incluyen proliferaciones de linfocitos granulares grandes (LGL) 

CD3
+ 

TCRγδ
+ 

que comprenden aproximadamente 5% de todos LGL CD3
+
 y frecuentemente muestran 

transposiciones Vδ1-Jδ1
127

. 

El desarrollo de anticuerpos monoclonales para regiones de marco de TCRγδ y más recientemente para segmentos 
génicos Vδ específicos ha ayudado a identificar poblaciones de linfocitos T TCRγδ

+
 por análisis de citometría de 10 

flujo
15

, pero todavía se requieren estudios de clonalidad por PCR para identificar si estas poblaciones representan 
expansiones clonales o policlonales

128
. 

Diseño de cebadores 

Los segmentos génicos de TCRD, que consisten en ocho segmentos génicos Vδ, cuatro Jδ y tres Dδ, muestran 
poca o ninguna homología entre sí y por tanto se diseñaron cebadores específicos para cada segmento que no se 15 
asociaran cruzadamente con otros segmentos génicos. El uso de los segmentos génicos Vδ7 y Vδ8 se consideró 
demasiado raro para justificar la inclusión de cebadores para estos segmentos y por tanto, siguiendo las directrices 
generales para el diseño de cebadores, se diseñaron un total de 16 cebadores: para 6 segmentos génicos Vδ, 4 
segmentos génicos Jδ y los extremos 5' y 3' de los 3 segmentos génicos Dδ (Figura 9B). Todos los cebadores fueron 
diseñados para usar juntos múltiples en cualquier combinación, pero originalmente se planificó tener un tubo (A) con 20 
todos los cebadores para V y todos los cebadores para J que amplificarían toda las transposiciones V (D) J 
completas y un segundo tubo (B) con los cebadores para Vδ2, Dδ2-5', Dδ3-3' y Jδ1 para amplificar las 
transposiciones parciales importantes (Vδ2-Dδ3, Dδ2-Dδ3 y Dδ2-Jδ1). Juntos estos tubos deben amplificar 95% de 
las transposiciones conocidas. Los otros cebadores (para Dδ1-5', Dδ3-5', Dδ1-3' y Dδ2-3') podrían ser utilizados 
para amplificar otras transposiciones D8-J8, Vδ-Dδ o Dδ-Dδ, pero siempre se intentó que fueran opcionales. 25 

Resultados de la fase de ensayo inicial  

Se analizaron todas las combinaciones de pares de cebadores utilizando DNA policlonal (amigdalino y MNC). La 
mayoría dieron productos del tamaño esperado, pero algunos (Dδ1-5', Dδ1-3' y Dδ2-3') dieron productos no visibles 
en combinación con cualquier otro cebador. Los transposiciones que implican estas regiones de cebadores son 
probablemente extremadamente raras por lo que estos, y Dδ3-5', fueron excluidos de los ensayos posteriores. Se 30 
analizaron inicialmente casos clonales para las seis principales transposiciones (Vδ1-Jδ1, Vδ2-Jδ1, Vδ3-Jδ1, Dδ2-
Dδ3, Vδ2-Dδ3 y Dδ2-Jδ1) en PCR en un solo tubo y luego en tubos múltiples A y B (véase antes). Diluciones en 
serie de DNA clonal en DNA policlonal (amígdalino o MNC) mostraron sensibilidades de detección de al menos 5% 
en todos los casos. Sin embargo, en los casos clonales con transposiciones bialélicas, que se detectaron claramente 
en las reacciones de PCR en un solo tubo, el segundo alelo, por lo general mayor, frecuentemente no se amplificaba 35 
en tubos múltiples. Además, se encontró, usando un conjunto diferente de casos clonales, que varias de las 
transposiciones Vδ2-Jδ1 no se amplificaban. Se identificó posteriormente un sitio polimórfico en la posición del 
cebador para Vδ2 original

129;
 la frecuencia de este polimorfismo en la población general no se conoce, y por tanto 

este cebador se volvió a diseñar para una nueva región del segmento génico Vδ2, se volvió a analizar y se encontró 
que se amplificaba en todos los casos. El problema con el fallo de amplificar el segundo alelo fue superado 40 
aumentando la concentración de MgCl2 desde 1,5 mM hasta 2,0 mM. 

Los inventores analizaron también la posibilidad de combinar los dos tubos en una sola reacción múltiple. Se 
analizaron doce casos clonales, que tenían un total de 21 transposiciones de genes entre ellos. Se usó un solo tubo 
múltiple que contenía 12 cebadores (6 para Vδ, 4 para Jδ, uno para Dδ2-5' y uno para Dδ3-3') con tampón de 
referencia ABI y MgCl2 2,0 mM para amplificar todos los casos. Todas las transposiciones de genes fueron 45 
detectadas realmente con una sensibilidad de 0,5-10% por análisis de HD cuando se diluyeron en DNA de MNC 
policlonal (Tabla 7). El único problema con la combinación de todos los cebadores para TCRD en un único tubo fue 
la aparición de una banda no específica a aproximadamente 90 pb en todas las amplificaciones, la cual no estaba 
presente cuando se usaron los dos tubos múltiples separados. Puesto que la banda estaba fuera del intervalo de 
tamaños de los productos de TCRD y no interfería con la interpretación, no se consideró un problema. 50 

Resultados de la fase de ensayo general 

El ensayo de las 90 muestras definidas por transferencia de Southern en diez laboratorios planteó algunas 
cuestiones generales sobre el protocolo para TCRD:  

La interpretación de algunos resultados de análisis por GS fue difícil. Debido al gran intervalo tamaño de los 
productos para el locus de TCRD, no hay una distribución gaussiana clásica para muestras policlonales 55 
(véase la Figura 9C) y esto, unido a la escasa utilización de TCRD en muchas muestras significó que en 

algunos casos fue difícil determinar si una muestra era policlonal o clonal. El mismo problema no se planteó 
con el análisis de HD y por tanto la recomendación es que el análisis por GS sólo debe utilizarse para TCRD 
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con extremo cuidado y conocimiento de los problemas potenciales. 

La banda no específica de 90 pb fue bastante intensa en algunos laboratorios, pero no tanto en otros. Parecía que 
era más débil cuando se usaba el tampón II en lugar de tampón de referencia (confirmado por un ensayo posterior) y 
era también sensible a la concentración de MgCl2, siendo cada vez más intensa a medida que aumentaba la 
concentración de MgCl2. Este producto ha sido ahora secuenciado y se encontró que era un gen no relacionado que 5 
utiliza los cebadores para Dδ2 y Jδ3. 

Los resultados del ensayo general de las 90 muestras definidas por transferencia de Southern mostraron que la 
concordancia global de todos los grupos de PCR que se analizaron era muy alta (95%). De los 90 casos, seis fueron 
positivos por transferencia de Southern para transposiciones clonales de TCRD, cinco de las cuales resultaron ser 
clonales por PCR. El caso restante (DE-10, un T-ALL con alta carga tumoral) se encontró que era policlonal por 10 
todos los laboratorios. De los 84 casos negativos por transferencia de Southern, se encontró que 75 eran 
policlonales por PCR, se encontró que cuatro eran clonales y los cinco casos restantes mostraron discordancia entre 
los resultados por GS y por HD. De los casos clonales, dos (DE-2 y GBS-9) eran B-NHL rico en linfocitos T con 
carga tumoral presumiblemente baja, por lo que los resultados pueden reflejar el aumento de la sensibilidad de la 
PCR sobre la transferencia de Southern. Los otros dos casos clonales (GBS-15 y ES-7) tuvieron alta carga tumoral. 15 
De los cinco casos, que mostraron discrepancia entre los resultados por GS y por HD, uno (NL-1) fue un caso 
oligoclonal difícil, que causó problemas para varios otros diversos locus. Se encontró que los cuatro restantes eran 
policlonales por HD y clonales por GS. En tres de los casos (NL-13, NL-15 y NL-18) esto puede reflejar la mayor 
sensibilidad del análisis por GS sobre HD, pero el caso restante (PT-1, un ganglio linfático reactivo) puede ser 
atribuido a "pseudoclonalidad" en el análisis por GS, debido a la gama limitada del uso de TCRD en algunas 20 
muestras. 

Conclusión 

En conclusión, el protocolo recomendado para la detección de transposiciones en los genes TCRD es un ensayo en 

un solo tubo que contenga 12 cebadores para la detección de todas las principales transposiciones Vδ (D)Jδ, Vδ-Dδ, 
Dδ-Dδ y Dδ-Jδ usando el tampón II y MgCl2 2,0 mM para asegurar máximas especificidad y detección. El método de 25 
análisis preferido es HD, pero se puede usar GS con cuidado si se tienen en cuenta los problemas de 
pseudoclonalidad causados por el uso limitado de TCRD en algunas muestras. Sin embargo, el uso de 
GeneScanning multicolor (véase la Figura 13C) puede ser útil en el reconocimiento rápido de los diferentes tipos de 
transposiciones en genes TCRD completas e incompletas en los diferentes tipos de ALL. Teniendo en cuenta estas 
limitaciones, TCRD puede ser, no obstante, una diana valiosa para las leucemias de linfocitos T más inmaduros, así 30 
como proliferaciones de linfocitos T TCRγδ

+
. 

Ejemplo 8. t(11;14) con la transposición  BCL1-IGH 

Fundamento 

La translocación t(11;14)(q13;q32) es característica del linfoma de células del manto (MCL), debido a que esta 
translocación recíproca citogenética fue observada en el 60-70% de los casos de MCL y sólo esporádicamente en 35 
otros NHL de linfocitos B

130
. La región del punto de rotura fue clonada originalmente por Tsujimoto et al., (1983) y 

denominada la región BCL1
131

. Sin embargo, en solo algunos pocos casos con una translocación t(11;14) 
citogenética se identificó un punto de rotura genómico en la región BCL-1). Usando la técnica de hibridación 
fluorescente in situ (abreviadamente FISH, por la expresión inglesa Fluorescent in Situ Hybridization) en fibra y en 
interfase con sondas que abarcan la región 11q13-BCL1 de aproximadamente 750 kb, en casi todos los MCL (33 de 40 
34) se observó un punto de rotura y todos los puntos de rotura estaban confinados en una región 5' de 360 kb

 
del 

gen de la ciclina D1
132-133

. En casi la mitad de los casos de MCL (41%) los puntos de rotura estaban agrupados 
dentro de una región de 85 pb que se denominó la región principal de agrupación de translocaciones, BCL1-
MTC

130,134,135
. En la mayoría, si no en todos los casos de MCL, la rotura del locus de IGH localizado en 14q32 

implica los genes JH que se yuxtaponen el potenciador IGH-Eμ a las secuencias del cromosoma 11q13 y, por 45 
consiguiente da como resultado la activación transcripcional del gen de la ciclina D1

136
. La ciclina D1 junto con CDK4 

fosforila (e inactiva) pRB y permite la progresión a través la fase G1 del ciclo celular. Debido a que la ciclina D1 es 
silenciosa en los linfocitos B y en el NHL de linfocitos B distinto del MCL, y la presencia de esta translocación está 
bien correlacionada con la expresión de la ciclina D1, este gen se considera la diana biológica relevante en el 
MCL

136
. La expresión de la ciclina D1 y/o la presencia de t(11;14)(q13;q32) se utilizan como una herramienta 50 

adicional en el diagnóstico diferencial del NHL
2
. La estrategia de detección del patrón de referencia para la presencia 

de t(11;14) que identificará casi todos los puntos de rotura es FISH en interfase utilizando sondas flanqueantes del 
punto de rotura en material fresco o congelado

133
, así como en muestras de archivo

137
. Sin embargo, una estrategia 

de detección basada en PCR para la t (11;14) podría ser útil, por ejemplo, para  la monitorización de la enfermedad 
residual. Muchos grupos han desarrollado ensayos basados en PCR para detectar los puntos de rotura BCL1/JH, 55 
usando por lo general un cebador de consenso para JH en combinación con los cebadores en la región BCL1-MTC, 
que estaban todos situados en una región de 392 pb

54,55
. Las roturas dentro de la región BCL1-MTC pueden ocurrir 

hasta 2 kb aguas abajo de la región de MTC, pero la mayoría de los puntos de rotura están estrechamente 
agrupados dentro de un segmento de 85 pb, inmediatamente aguas abajo de cebador en 3' más documentado 
("cebador B" en

54,134
) . Debido a que las roturas en esta región BCL1-MTC dan cuenta de sólo una parte de los 60 
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puntos de rotura en la región 11q13-BCL1 en casos de MCL (41%), la estrategia basada en PCR para  t(11;14) 
afecta importantemente a la capacidad de diagnóstico con una alta tasa de resultados negativos falsos en 
comparación con FISH. 

También se ha documentado que t(11;14)(q13;q32) se ha observado en otras enfermedades proliferantes de 
linfocitos B, tales como mieloma múltiple (20%), SLVL (30%), B-PLL (33%) y B-CLL (8%)

130,138,139
. Una razón de la 5 

presencia de la t(11;14) en B-CLL en algunos estudios podría ser debida a la clasificación incorrecta de B-CLL
130

. En 
mieloma los puntos de rotura son bastante diferentes de los de MCL debido a que: (i) la frecuencia es mucho menor, 
(ii) la mayoría de las roturas implican sitios de recombinación de la clase interruptor; y (iii) aunque  todos los casos 
analizados se encuentran en la misma región BCL1 de 360 kb no parece que hubiera ninguna agrupación preferente 
dentro de la región BCL1-MTC. Por otro lado, en todos los casos con una rotura se activa el gen de la ciclina D1. Es 10 
de destacar, que en un subgrupo de mielomas múltiples con un gen myeov con rotura del interruptor de IGH, está 
implicado una región adicional en la región 11q13-BCL1

138
. 

Diseño de cebadores 

Basándose en la localización del punto de rotura en 5' más alejado descrito y las secuencias de nucleótidos 
disponibles de la región BCL1-MTC (número de acceso en GenBank S77049), los inventores diseñaron un único 15 
cebador para BCL1 (5'-GGATAAAGGCGAGGAGCATAA-3') en la región 5' de 472 pb de este punto de rotura 
usando el programa de diseño de cebadores OLlGO 6.2 relativo al cebador de consenso para JH. 

Resultados de la fase de ensayo inicial  

Usando el cebador de consenso para JH en combinación con el único cebador para BCL1-MTC en una pequeña 
serie de MCL (n = 5) previamente identificada como positiva con un BCL1/JH-PCR interna (es decir, en los 20 
laboratorios de los inventores) usando un cebador de consenso para JH18 (18 nt) y 5'-
GCACTGTCTGGATGCACCGC-3' como cebador para BCL1-MTC, los inventores compararon  inicialmente ambos 
ensayos en paralelo. En contraste con el análisis de las transposiciones del gen Ig/TCR por GS y/o HD, se 
identificaron los productos de PCR BCL1-JH (así como para los productos BCL2-JH) por electroforesis en gel de 
agarosa utilizando solamente tinción con bromuro de etidio. Los resultados en las cinco muestras positivas y las dos 25 
negativas fueron idénticos excepto que los productos de PCR fueron significativamente más débiles. Para evaluar si 
los inventores podían aumentar la sensibilidad de la PCR, determinaron el efecto de diferentes concentraciones de 
MgCl2 y cebadores, y diferentes temperaturas en una máquina de PCR Stratagene-Robocycler (todas las otras PCR 
se realizaron en ABI-480 o ABI-9700). Lo más intrigante fue la variación debida a pequeños cambios en la 

concentración de MgCl2. A 2,0 mM se hizo evidente un producto no específico débil de 550 pb, mientras que a 2,5 30 
mM y superiores este producto no específico fue muy prominente en todos los DNA incluidos los controles de DNA 
que no son molde. A menores concentraciones (menores de 1,5 mM) no se observaron fragmentos no específicos, 
pero los productos específicos esperados fueron muy débiles. Las hibridaciones con una oligo-sonda para BCL1-
MTC interna (5'-ACCGAATATGCAGTGCAGC-3') no mostró hibridación con este producto de 550 pb. Las PCR con 
cada uno de los cebadores por separado revelaron que el producto de 550 pb podía ser generado usando sólo el 35 
cebador de consenso para JH. En algunos casos de MCL, además de los productos de PCR que variaban de 150-
350 pb (Figura 10B), podían ser evidentes productos de PCR específicos mayores debido a la asociación del 
cebador de consenso para JH a los segmentos JH5 y JH6 aguas abajo como se describe para BCL2/JH

140
. En la fase 

de ensayo inicial las condiciones de PCR más óptimas para la BCL1-MTC/JH-PCR fueron: temperatura de 

asociación 60ºC,  MgCl2  2,0 mM y 10 pmol de cada cebador (para 35 ciclos de PCR  en ABI-9700). 40 

Para evaluar la especificidad de la PCR en una serie mayor de casos, la BCL1-MTC/JH-PCR se realizó en tres 
laboratorios en DNA de 25 casos totales de MCL que todos fueron identificados previamente como positivos con 
BCL1/JH-PCR interna, y de 18 controles negativos. Ninguno de los casos negativos reveló un producto de PCR, 

mientras que 22 de 25 casos positivos mostraron productos del tamaño esperado. En los tres casos que no 
revelaron un producto en gel de agarosa, se detectó por GS un producto que sugería que la sensibilidad era menor 45 
en comparación con la PCR interna. 

La sensibilidad de la PCR se evaluó amplificando diluciones de DNA de un MCL en el DNA amigdalino normal. Se 
observó una sensibilidad entre 10

-3 
y 10

-4 
en gel de agarosa usando los cebadores de PCR desarrollados. Una PCR 

interna realizada en paralelo en las mismas muestras fue al menos 10 veces más sensible. Las hibridaciones con la 
oligo-sonda BCL1-MTC interna revelaron 10-100 veces mayor sensibilidad de ambas PCR. Las diluciones con DNA 50 
de una línea celular establecida JVM2 (disponible a través de DSMZ; http://www.dsmz.de) con un punto de rotura en 
BCL1-MTC/JH4

53 
se utilizaron como el control positivo estándar de los laboratorios de los inventores. Como control 

negativo se podían utilizar tejido de amígdalas normal o células de sangre periférica, pero casi cualquier (NHL) de 
linfocitos B no MCL debe ser adecuado debido a la muy baja frecuencia de esta anomalía

130
. 

Resultados de la fase ensayo general 55 

Para evaluar las variaciones entre laboratorios de la detección de puntos de rotura en la región BCL1-MTC, diez 

grupos participaron en el análisis de DNA de una serie de 90 linfoproliferaciones malignas y reactivas definidas 
histológicamente usando el protocolo BCL1-MTC/JH-PCR. Todos los casos fueron definidos por su estatus en los 
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locus de Ig y TCR utilizando técnicas de hibridación de Southern. De los 90 casos, siete fueron caracterizados 
histológicamente como MCL. Los siete casos de MCL mostraron que tenían un transposición clonal en IGH, por 
hibridación de Southern. La determinación de las transposiciones dentro de la región BCL1-MTC en el cromosoma 
11q13 ya sea por hibridación de Southern o por FISH no se realizó en todos los casos. En seis de los siete casos de 
MCL el producto de PCR se identificó en los diez laboratorios. En el caso de MCL, NL-15, en seis laboratorios se 5 
identificó el producto de PCR de 1,8 kb esperado. Este caso particular, llevaba un punto de rotura excepcional con 
un gran producto de PCR poco frecuente (que variaba normalmente desde 150 hasta 350 pb) y representaba por lo 
que sabían los inventores el punto de rotura en BCL1-MTC detectable más lejos del extremo 3'. En dos de los seis 
laboratorios se observó el producto de PCR, pero se consideró inicialmente como no específico debido a su tamaño 
poco común. En ES-4, caracterizado histológicamente como MCL en ninguno de los diez laboratorios pudo 10 
detectarse un producto de PCR lo que sugiere que este caso llevaba un punto de rotura fuera de BCL1-MTC. Cabe 
destacar que se seleccionaron los casos de MCL presentados a esta serie para la fase de ensayo general y por lo 
tanto era de esperar que llevaran roturas en la región BCL1-MTC con una incidencia superior a la normal. Es 
importante destacar que, a excepción de un solo caso (FR-1), en los otros 83 casos que no son MCL, incluyendo 16 
casos que se caracterizaron histológicamente como B-CLL, no se detectó producto de BCL1-MTC/JH-PCR en 15 

ningún laboratorio. En el caso FR-1 caracterizado histológicamente como B-CLL, en tres de los diez laboratorios se 
identificó un producto que indicaba que el número de células con esta rotura era bajo. El estatus de IGH 
determinado por análisis de transferencia de Southern reveló que esta muestra estaba compuesta de 90% de 
linfocitos B clonales en buen acuerdo con el examen histológico. Los análisis de clonalidad de linfocitos B basados 
en PCR para IGH e IGK (sensibilidad de aproximadamente 1%) revelaron un único clon y el análisis por 20 
transferencia de Southern de IGK mostró solamente una única transposición principal en IGK. Además, el análisis 
por transferencia de Northern para la expresión de la ciclina D1 no mostró sobre-expresión. Todos estos datos 
sugerían que el número muy pequeño (menos de 1%) de células positivas a t(11;14) representa: (i) un subclon 
derivado de B-CLL, (ii) una segunda neoplasia maligna de linfocitos B independiente o (iii) linfocitos B normales 
como se ha descrito para linfocitos B positivos a t (14;18) en individuos normales

140
. Sin embargo, con los datos 25 

disponibles de este paciente en la actualidad los inventores no pueden discriminar entre estas tres alternativas. En 
resumen, el análisis por los diez laboratorios ilustra la alta especificidad de la estrategia de BCL1-MTC/JH-PCR.  

Para evaluar la presencia de posibles casos de resultados negativos falsos debido a la baja sensibilidad relativa de 
la PCR, en un laboratorio se llevó a cabo la PCR interna descrita anteriormente (con una sensibilidad alrededor de 
10 veces mayor) sobre el DNA de los 90 casos y los productos de PCR de ambos ensayos también se hibridaron 30 
con una oligo-sonda BCL1-MTC interna que aumentó la sensibilidad en otras 10-100 veces. Este análisis no reveló 

productos de PCR en otros casos. 

Conclusión 

Los inventores llegaron a la conclusión de que también la sensibilidad de BCL1-MTC/JH-PCR (entre 10
-3 

y 10
-4

) es 
suficientemente alta para la detección del punto de rotura de BCL1-MTC/JH en el material de diagnóstico. Los 35 

resultados de esta propuesta son muy alentadores y sugieren que la definición de la propuesta y las condiciones de 
reacción comunes puede minimizar resultados erróneos. Sin embargo, se debe recordar que como máximo se 
detectarán aproximadamente 50% de los puntos de rotura en t(11;14) en MCL y que para el diagnóstico se 
recomiendan herramientas de detección adicionales. 

Ejemplo 9. t(14;18) con la  transposición BCL2-IGH  40 

Fundamento 

La translocación t(14;18) es una de los anomalías citogenéticas recurrentes mejor caracterizadas en la enfermedad 
linfoproliferante de linfocitos B periféricos

141
. Es detectable en hasta 90% de los linfomas foliculares y 20% de los 

linfomas de linfocitos B de células grandes, dependiendo del ensayo de diagnóstico utilizado
142

. Como consecuencia 
de la translocación, el gen BCL2 de 18q32 está colocado bajo el control de los fuertes potenciadores del locus de 45 
IGH que dan como resultado la desregulación de su patrón normal de expresión

143, 144
.  El BCL2 está localizado en la 

membrana mitocondrial externa y su función normal es antagonizar la apoptosis y cuando está desregulado está 
íntimamente implicado en la patogénesis del tumor

145-148
. Como consecuencia de este papel en la patogénesis, la 

t(14;18) proporciona una diana ideal tanto para el diagnóstico como para el seguimiento molecular de la enfermedad 
residual. 50 

El locus de IGH está situado en 14q32.3, estando las regiones VH en el telómero y estando las regiones  DH, JH y las 
regiones constantes más en el centrómero. La orientación transcripcional es desde el telómero al centrómero con 
potenciadores situados en 5' de las regiones V y entre cada una de las regiones constantes. La forma más común de 
la translocación implica el proceso de recombinación VDJ y uno de las seis regiones JH de la línea germinal está 
totalmente opuesta a BCL2. La mayoría de las estrategias de detección basadas en PCR han utilizado un cebador 55 
para JH de consenso que detectará la mayoría de las translocaciones

149,150
. Por el contrario, con el locus de IGH, el 

patrón de roturas en BCL2 es más complicado. BCL2 está situado en el cromosoma 18q21 y está orientado 5' a 3' 
desde el centrómero al telómero. La mayoría de los puntos de rotura están dentro de la MBR de 150 pb situado en la 
región no traducida en 3' del exón 3

151
. Como consecuencia de la translocación, el potenciador Sμ situado en 3' de 

las regiones JH está colocado en estrecha proximidad al gen BCL2 lo que conduce a su desregulación. Puesto que 60 
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se han investigado más translocaciones, se ha hecho evidente que hay un número de otras regiones de puntos de 
rotura que deben ser tenidas en cuenta para una estrategia eficaz de detección por PCR. Situada 4 kb aguas abajo 
de la MBR está otra región de punto de rotura, la sub-agrupación 3'MBR, que abarca una región de 3,8 kb

152
. 

 
La mcr 

está situado 20 kb en 3' de la MBR y abarca una región de 500 pb
153

 .Sin embargo, aunque análogo a la MBR, la 
mcr es más extensa de lo que se preveía inicialmente y se ha descrito una región de 10 kb aguas arriba de la mcr, la 5 
sub-agrupación 5'mcr

154,155
. Además de estos puntos de rotura clásicos está descrito un número de variantes de 

translocaciones donde las roturas se producen en 5' de BCL2
156

. Sin embargo, estas son raras y por lo tanto no 
pueden ser tenidas en cuenta usando una estrategia de detección basada en PCR. 

No existe una única estrategia de detección como patrón de referencia para la t(14;18) y se ha usado generalmente 
una combinación de citogenética y transferencia de Southern

157,158
. Las estrategias de detección por FISH en 10 

interfase ofrecen una alternativa aplicable que tienen potencial para recoger más translocaciones
159

. Por el contrario, 
FISH en fibra basado en DNA ha sido muy informativa para definir variantes de translocaciones, pero no es 
adecuada para la aplicación habitual

160
. Para los laboratorios de diagnóstico molecular, las estrategias de detección 

basadas en PCR ofrecen resultados rápidos, son de aplicación general y se pueden utilizar para el seguimiento de la 
enfermedad residual. Sin embargo, los cebadores usados habitualmente se han obtenido ad hoc y no han sido 15 

diseñados teniendo en cuenta la información reciente sobre la anatomía molecular de los puntos de rotura. Como 
consecuencia, cuando se compararon con los métodos de referencia las técnicas basadas en PCR sólo detectan 
hasta 60% de las translocaciones lo que perjudica mucho la capacidad de diagnóstico de PCR. LO que agrava de 
este alto porcentaje de resultados negativos falsos es el problema de resultados positivos falsos que surgen por la 
contaminación de otras muestras y los productos de PCR amplificados previamente. 20 

Diseño de cebadores 

Los inventores evaluaron inicialmente un sistema múltiple de dos tubos, un tubo diseñado para detectar puntos de 
rotura dentro de la MBR y un segundo tubo que usado para identificar puntos de rotura, fuera de esta región. La 
estrategia de la MBR contenía tres cebadores para MBR1, MBR2 y el cebador de consenso para JH. La segunda 
reacción múltiple contenía cinco cebadores, para MCR1, MCR2, 5'mcr, 3'MBR1 y el cebador de consenso para JH 25 
(Figura 11A) y fue diseñada para detectar los puntos de rotura dentro de las regiones mcr, 5'mcr y 3'MBR. 

Resultados de la fase de ensayo inicial  

La evaluación de estos cebadores se realizó en tres laboratorios sobre DNA procedente de un total de 124 casos de 
linfoma folicular que se sabe que lleva una translocación t(14;18). Se identificaron 109 casos (88%) con una fusión 
BCL2-IGH, 83/124 (67%) fueron positivos utilizando el ensayo múltiple MBR y 26/124 (21%) fueron positivos usando 30 
la estrategia múltiple no MBR. En 15/124 (12%) de los casos no hubo producto de PCR amplificable. Un examen 
más detallado de los casos identificados con la estrategia múltiple no MBR mostró que 11 (9%) tenían un punto de 
rotura dentro de mcr, cinco casos (4%) dentro de la 5'mcr y 10/124 (8%) dentro de la 3'MBR. . 

Para investigar más a fondo el valor de este conjunto de cebadores para la detección de puntos de rotura dentro de 
las regiones de sub-agrupamientos 5'mcr y 3'MBR, se analizó en un laboratorio, por hibridación de Southern, una 35 
serie de 32 casos de linfomas foliculares positivos a t(14;18) que se sabe que eran la línea germinal en MBR y mcr. 
Cinco de los casos tenían puntos de rotura dentro de 5'mcr (260-490 pb) y se amplificaron usando tanto el cebador 
para 5'mcr en aislamiento como con la reacción múltiple. Ninguno de los restantes casos mostró un resultado 
positivo. De la serie de 32 casos, nueve ya se sabía que tenían puntos de rotura dentro de la región 3'MBR y el 
método múltiple pudo detectar 5/9 de estos casos. 40 

Con el fin de mejorar la sensibilidad del ensayo dentro de esta región los inventores diseñaron otros tres cebadores 
que abarcaban la región de sub-agrupamientos de 3'MBR: 3'MBR2, 3'MBR3 y 3'MBR4 y combinándolos con 3'MBR1 
y el cebador de consenso para JH en una reacción múltiple adicional; el ensayo múltiple 3'MBR (Figura 11). Este 
nuevo método confirmó que ocho de los 32 casos fueron positivos, pero se perdió el noveno caso. Los cebadores se 
utilizaron luego individualmente y en este experimento 11 de los 32 casos fueron positivos. Los puntos de rotura 45 
estaban distribuidos como sigue: 2/11 casos tenían presente un punto de rotura entre los cebadores  3'MBR1 y 
3'MBR2, 3/11 casos entre los cebadores 3'MBR2 y 3'MBR3, 2/11 casos entre los cebadores para 3'MBR3 y 3'MBR4 
y los cuatro casos restantes se amplificaron usando el cebador para 3'MBR4 y estaban distribuidos 200-1000 pb 
hacia 3' de este cebador. En esta serie de casos hubo tres resultados negativos falsos utilizando el ensayo múltiple 
de 3'MBR. Uno de los casos fue un verdadero negativo falso donde se produjo la rotura en la parte central de la 50 
3'MBR, en las proximidades de una secuencia de repetición Alu. La translocación se detectó usando el cebador para 
3'MBR3 cuando se utilizó en el aislamiento y se generó un producto de 450 pb lo que sugería una sensibilidad 
reducida del ensayo múltiple. Los dos casos negativos falsos restantes generaron productos mayores de 1000 pb 
con el cebador para 3'MBR4, colocándolos en la región 3'MBR lejana no totalmente abarcada por este método. La 
mejora adicional de la sensibilidad del ensayo de 3'MBR se consiguió siguiendo la fase de ensayo general de este 55 
estudio. Sustituyendo el cebador para 3'MBR3 por un nuevo cebador aguas abajo, 5'-
GGTGACAGAGCAAAACATGAACA-3', (véase la Figura 11A) mejoró significativamente tanto la sensibilidad como la 
especificidad del ensayo de 3'MBR. 

Basándose en lo anterior, el ensayo múltiple de 3'MBR se incorporó en la estrategia de diagnóstico de los 
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inventores. Por lo tanto, el análisis de los casos definidos por transferencia de Southern se llevó a cabo usando el 
sistema múltiple de tres tubos presentado en la Figura 11A. 

Resultados de la fase de ensayo general 

Las variaciones entre laboratorios caracterizan significativamente las estrategias de PCR para diagnóstico. Para 
evaluar esto, 11 grupos participaron en un amplio ejercicio de control de calidad externo. Se extrajo DNA de una 5 
serie de 90 neoplasias histológicamente definidas y  se analizaron las linfoproliferantes reactivas utilizando el 
protocolo múltiple para t(14;18) (Figuras 11B, C y D). Todos los casos fueron definidos por su estatus en los locus de 
Ig y TCR utilizando técnicas de hibridación de Southern. La confirmación cariotípica de la t(14;18) no estaba 
disponible en esta serie. Por lo tanto, Los inventores adoptaron un método que requería más de 70% de 
concordancia entre los miembros de la red para la aceptación de la t(14;18). De los 90 casos, 11 fueron 10 
caracterizados histológicamente como linfoma folicular. Se demostró por hibridación de Southern que los 11 casos 
tenían una transposición clonal de IGH. La determinación de las transposiciones dentro del gen BCL2  también se 
llevó a cabo por hibridación de Southern utilizando sondas específicas para  MBR, MCR y 3'MBR en 10/11 casos. 
4/10 casos mostraron una transposición dentro de la MBR que era concordante con el resultado de la PCR. Un solo 
caso, GBS-7, mostró que era positivo a un ensayo múltiple de mcr y dio un resultado no concluyente por 15 
transferencia de Southern con la sonda para mcr. Inmunofenotípicamente este caso demostró dos poblaciones 
clonales distintas, que representaban aproximadamente 5% y 15% del material de diagnóstico original. La 
discrepancia entre las dos técnicas en este caso representa probablemente la sensibilidad reducida de la 
transferencia de Southern en comparación con la PCR. Por transferencia de Southern no hubo pruebas de una 
transposición en 3'MBR en ninguno de los casos restantes. 20 

De los seis casos de FCL negativos por transferencia de Southern, un solo caso, ES-7, mostró una t(14,18), 
utilizando el ensayo múltiple de MBR. 5/11 casos de FCL no mostraron pruebas de t(14;18) por transferencia de 
Southern ni por PCR. Se detecto una t(14;18) en dos casos adicionales por PCR; FR-6, un caso de DLBCL mostró 
un punto de rotura en la MBR y fue identificado por los 11 laboratorios, siendo este hallazgo compatible con los 
estudios previos que habían detectado una t(14;18) en 20-40% de los casos de linfoma de linfocitos B grandes 25 
difusos (abreviadamente DLBCL por la expresión inglesa Diffuse Large B-cell Lymphoma)

161,162
. Usando el ensayo 

múltiple de 3'MBR, 10/11 laboratorios informaron de un resultado positivo para la muestra ES-12, que era un caso de 
la enfermedad de Hodgkin, que contenía muy pocos linfocitos B. Es difícil de explicar este resultado en ausencia de 
una transposición en IGH por transferencia de Southern. La explicación más probable es la contaminación o el 
etiquetado incorrecto de la muestra en la fuente. 30 

En general hubo una concordancia excelente en toda la red, aunque se encontraron pequeños números de 
resultados tanto positivos falsos como negativos falsos. Se identificaron globalmente 12 resultados positivos falsos, 
que representaban menos del 0,4% (12/3036) del número total de análisis. Estos fueron realizados por cinco 
laboratorios e implicaban seis de las muestras. La mayoría de los resultados positivos falsos (9/12) fueron 
encontrados en tres casos. Cinco resultados negativos falsos, que representaban una tasa de fallos de 6% (5/88), 35 
fueron reportados por tres laboratorios, ES-7 no fue detectado por dos laboratorios, otros tres grupos dentro de la 
red, comentaron que este caso había mostrado señales de amplificación débiles con el ensayo múltiple de MBR. Los 
tres casos de resultados negativos falsos restantes se informaron en aislamiento por laboratorios individuales. Los 
resultados de los diagnósticos que utilizan este método son muy alentadores y sugieren que la definición de 
enfoques y condiciones de reacción comunes puede minimizar resultados erróneos. 40 

Conclusión 

En conclusión, los inventores han diseñado y evaluado un ensayo múltiple de PCR sólido de tres tubo con el fin de 
maximizar la detección de la t(14;18). Esta estrategia puede amplificar a través de la región del punto de rotura en la 
mayoría de los casos de FCL con una translocación citogenéticamente definida. Aunque la sensibilidad de esta 
estrategia es menor que los métodos por PCR de una sola ronda convencional o anidada, todavía es perfectamente 45 
aceptable para los procedimientos de diagnóstico. La adopción generalizada de reactivos y metodologías 
estandarizados ha ayudado a minimizar los resultados imprecisos dentro de esta gran red multicentro. Sin embargo, 
es digno de mención en la fase de ensayo general de este estudio que es imposible detectar una  t(14;18) en todos 
los casos. Esto está, sin duda influenciado por mecanismos moleculares adicionales capaces de desregular el gen 
BCL2

163, 164
. 50 

Ejemplo 10: Uso de DNA extraído de biopsias de tejidos embebidos en parafina y desarrollo del conjunto de 
cebadores para el gen de control 

Fundamento 

Se considera que el tejido fresco/congelado es el tipo de muestra ideal para la extracción de DNA para uso en el 
análisis de la clonalidad basado en PCR. Sin embargo, el material fresco/congelado no siempre está disponible en 55 
los laboratorios de diagnóstico y en muchos laboratorios de toda Europa, las muestras de tejidos embebidos en 
parafina constituyen la mayoría de las biopsias de diagnóstico presentadas para análisis. El DNA extraído de 
material embebido en parafina es a menudo de mala calidad y por tanto los protocolos de PCR necesitan ser 
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evaluados para uso con estos tipos de muestras antes de que puedan ser ampliamente utilizados en los laboratorios 
de diagnóstico. 

La integridad del DNA extraído de muestras embebidas en parafina y su amplificación por PCR se ven afectadas por 
una serie de factores, tales como el espesor del tejido, el tipo de fijador, el tiempo fijación, la duración de la 
conservación antes del análisis, los procedimientos de extracción del DNA y la co-extracción de los inhibidores de 5 
PCR

165-172
. El diez por ciento de formalina tamponada neutra (NBF al 10%)[la abreviatura NBF procede de la 

expresión inglesa Neutral Buffered Formalin] es el fijador más comúnmente utilizado, aunque los laboratorios utilizan 
también otros fijadores, incluyendo formalina no tamponada y Bouins. El uso de NBF al 10% permite la amplificación 
de fragmentos de DNA de una amplia gama de tamaños, mientras que Bouins parece ser el menos susceptible de 
uso en el análisis por PCR

167,168,171,173
. La integridad de los fragmentos de DNA extraído de muestras embebidas en 10 

parafina depende también de la duración de tiempo en el que los bloques han sido conservados, obteniéndose 
generalmente los mejores resultados de bloques de menos de 2 años de conservación, mientras que los bloques 
más de 15 años de conservación tienden a producir fragmentos muy degradados

174
. 

Diseño de cebadores 

Inicialmente se diseñaron cinco pares de cebadores de PCR para el gen de control para amplificar productos 15 
exactamente de 100, 200, 400, 600 y 1000 pb con el fin de determinar la calidad del DNA presentado para análisis. 
Los genes diana se seleccionaron sobre la base de tener grandes exones con marcos de lectura abiertos para 
reducir el riesgo de seleccionar regiones polimórficas y los cebadores se diseñaron para el uso múltiple en los 
protocolos estandarizados. Se seleccionaron los siguientes genes diana: gen de la tromboxano-sintasa humana 
(TBXAS1, Exón 9; número de acceso en GenBank D34621), gen activante de la recombinación humano (RAG1, 20 
Exón 2; número de acceso en GenBank M29474), gen de dedo de zinc humano de leucemia promielocítica (PLZF, 

Exón 1; número de acceso en GenBank AF060568) y el gen AF4 humano (Exón 3; número de acceso en GenBank 
Z83679 y el Exón 11; Número de acceso en GenBank Z83687). 

Resultados de la fase de ensayo inicial 

Los pares de cebadores se analizaron en reacciones separadas y posteriormente en reacciones múltiples utilizando 25 
DNA de alto peso molecular. Debido a la amplia gama de tamaños de los productos (100 a 1000 pb), fue necesario 
variar la relación de las concentraciones de cebadores para obtener bandas de iguales intensidades en las 
reacciones múltiples. Sin embargo, resultó extremadamente difícil poder amplificar todas las bandas de forma 
reproducible y se decidió que el producto de 1000 pb era probablemente innecesario, puesto que todos los 
protocolos de PCR de acuerdo con la invención dan productos de menos de 600 pb. Por lo tanto, se decidió excluir 30 
el producto de 1000 pb con el fin de mejorar la reproducibilidad del ensayo. Aumentando la concentración de MgCl2 

hasta 2 mM y añadiendo los cebadores en una relación 1:1:1:2, fue posible amplificar de forma reproducible cuatro 
bandas (las de 100, 200, 400 y 600 pb) de igual intensidad a partir de muestras de DNA de alto peso molecular. Sin 
embargo, para el DNA extraído de bloques de parafina, se pensó que un marcador de tamaño extra en 300 pb sería 
extremadamente informativo y que podría no ser necesario el marcador de 600 pb. Usando la secuencia génica para 35 
el marcador de 1000 pb (PLZF), se rediseñaron cebadores para generar un producto de 300 pb. Estos fueron 
analizados con éxito tanto en reacciones sencillas como múltiples combinando los cebadores de 100, 200, 300, 400 
y 600 pb (véase la Figura 12A). 

Por lo tanto dos conjuntos de cebadores están disponibles para determinar la calidad del DNA para la amplificación: 
Los cebadores de 100, 200, 300 y 400 pb utilizados en 2,5 pmoles de cada uno se pueden utilizar para determinar el 40 
DNA de tejidos embebidos en parafina. La adición de los cebadores de 600 pb en 5 pmol permite que este conjunto 
sea utilizado para comprobar la calidad de cualquier muestra de DNA para su uso con los cebadores y protocolos. 
Ambos conjuntos de cebadores se pueden utilizar con tampón ABI II y MgCl2 2,0 mM en condiciones de 
amplificación estandarizadas. Los productos pueden ser analizados en PAGE al 6% o en agarosa al 2% (véase la 
Figura 12B). 45 

Resultados de la fase de ensayo general 

Se recogieron cuarenta y cinco biopsias embebidas en parafina correspondientes a 30 de las neoplasias malignas 
de linfocitos B, a ocho de neoplasias malignas de linfocitos T y a siete de las linfoproliferaciones reactivas 
presentadas como muestras de tejidos frescos/congelados. El tiempo de conservación los bloques de parafina, así 
como los métodos de fijación e imbibición de las muestras variaban entre las redes nacionales. Las muestras ES se 50 
presentaron como secciones pre-cortadas, NL-14, 15 y 16 se presentaron como muestras de DNA y las biopsias 
restantes se presentaron como bloques de parafina. Cinco secciones (10 µM cada una) se cortaron de los bloques 
de parafina y el DNA se extrajo utilizando el QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante 
para el aislamiento del DNA genómico del tejido embebido en parafina. Se eligió este método de extracción de DNA 
puesto que el kit se puede utilizar para extraer rápidamente DNA de buena calidad de sangre, tejido 55 
fresco/congelado y tejido embebido en parafina y por lo tanto permite el procesamiento paralelo de una variedad de 
tipos de muestras con control de calidad garantizado. Se han publicado numerosos protocolos para la extracción de 
DNA de tejido embebido en parafina para análisis por PCR

171,172,175-177
. Muchos de ellos pretenden reducir la 

degradación del DNA y la co-extracción de inhibidores de PCR, pero muchos de estos métodos requieren 
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procedimientos de extracción prolongados y pueden ser inadecuados para su uso en el laboratorio de diagnóstico 
habitual

166,178,179
. 

La concentración y la integridad de la muestra de DNA se estimaron por espectrofotometría y por comparación del 
DNA de la muestra con patrones conocidos de electroforesis en gel de agarosa. A continuación, se analizaron la 
integridad y la amplificabilidad de muestras de DNA (100 ng) su utilizando los cebadores de PCR de genes de 5 
control (100-400 pb) y se determinó su clonalidad en todos los locus diana utilizando los protocolos de PCR. 

En la reacción de PCR de genes de control de 24/45 casos, los productos amplificados tenían al menos 300 pb, 
mientras que en las 21 muestras restantes los productos amplificados tenían 200 pb o menos. No pudo demostrarse 
una clara correlación entre la calidad del DNA y el tiempo de conservación del bloque o el método de fijación. Por lo 
tanto, es probable que una combinación de factores sea responsable de la calidad del DNA en estas muestras. 10 

Se evaluó la clonalidad de muestras de DNA usando 18 reacciones de PCR múltiples y se analizaron r tanto por HD 
como por GS. El número de muestras en parafina que presentan clonalidad y translocaciones en los nueve locus 
diana se compararon con los datos correspondientes de las muestras frescas/congeladas. En las muestras con 
productos de PCR de genes de control de hasta 200 pb, la detección global de clonalidad en los nueve locus diana 
fue 9/55 (16%). De las 46 transposiciones perdidas, 45 podrán explicarse por el hecho de que los productos de PCR 15 
clonales esperados tendrían un peso molecular mayor que el tamaño máximo amplificado por la muestra en la PCR 
del gen de control. La muestra restante (PT-9) se amplificó hasta 100 pb en la PCR del gen de control, pero no se 
detectó el producto clonal de TCRG de 81 pb esperado. En las muestras con productos de PCR del gen de control 
de al menos 300 pb, la detección global de la clonalidad en los nueve locus diana fue 42/55 (76%). De las 13 
transposiciones perdidas, cinco podían ser explicadas de nuevo por el hecho de que los productos de PCR clonales 20 
esperados eran mayores que el tamaño máximo amplificado por la muestra en la PCR del gen de control. Las ocho 
transposiciones perdidas restantes no se pudieron explicar directamente por la calidad del DNA. Se detectó un 
resultado clonal positivo falso (GBN-9; IGL) en un ganglio linfático reactivo que puede representar pseudoclonalidad. 

Se sabe que los inhibidores de PCR están presente en el DNA extraído de muestras de parafina. La dilución de la 
muestra de DNA puede reducir la concentración de estos inhibidores hasta niveles que permitan que se produzca la 25 
amplificación satisfactoria. Para investigar el efecto de la dilución de las muestras de DNA sobre la eficacia de la 
amplificación, se analizaron cuatro concentraciones diferentes de DNA en la reacción de PCR del gen de control: 5, 
50, 100 y 500 ng. Los inventores observaron que la dilución de las muestras de DNA tiene un efecto significativo 
sobre el tamaño de los productos de PCR en la PCR del gen de control. Globalmente, 24/45 casos (53%) mostraron 
un aumento de la eficacia de la amplificación cuando se diluyeron desde 100 ng hasta 50 ng. La concentración 30 
óptima de DNA parece estar entre 50 y 100 ng mientras que el uso de 500 ng parece inhibir la amplificación de 
productos mayores (300 pb o más). Aunque el uso de 5 ng de DNA da resultados aceptables con la PCR del gen de 
control, esto puede dar lugar a resultados positivos falsos en ensayos de clonalidad basados en PCR debido a la 
escasa representación de DNA total de células linfoides

180,181
. Más importante aún, 5 ng de DNA no tienen ninguna 

ventaja sobre una dilución hasta 50 ng de DNA. 35 

Para determinar si el uso de 50 ng de DNA aumentaría también la detección de la clonalidad, todas las muestras se 
analizaron de nuevo en el locus V-J de IGH utilizando esta concentración de DNA. El número de transposiciones 
clonales detectado en los tres tubos con V-J de IGH utilizando 100 ng de DNA fue 12, en comparación con 23 
usando las muestras frescas/congeladas correspondientes. La detección global de la clonalidad en este locus 
aumentó hasta 17 de 23 cuando se utilizaron 50 ng de DNA, detectándose productos clonales con  9 FR1, 6 FR2  y 40 
4 FR3. Por lo tanto, la dilución del DNA puede aumentar la detección de los productos clonales, presumiblemente a 
causa de la dilución de los inhibidores de PCR. Lógicamente, la dilución de DNA sólo es probable que mejore tanto 
los resultados de la PCR del gen de control como la detección de la clonalidad, si están presentes inhibidores de la 
PCR, no si la muestra de DNA está altamente degradada. Por lo tanto, se recomienda que se analicen al menos dos 
diluciones de DNA usando la PCR del gen de control y que la dilución que dé el mejor resultado se utilice en el 45 
análisis de la clonalidad posterior. 

Nueve transposiciones clonales permanecieron sin ser detectadas después del análisis inicial, lo que no podía 
explicarse por la calidad del DNA (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 analizar utilizando 50 ng de DNA, pero sólo 
una muestra (GBS-8; IGH) mostró mejoras en la detección, lo que sugería que otros factores desconocidos podrían 50 
evitar la amplificación de dianas específicas en un pequeño número de casos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta 
que en 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 otro locus. Esto demuestra que los ensayos de clonalidad en múltiples locus diana aumenta la 
probabilidad de detectar las poblaciones de linfocitos clonales. 

Conclusión 55 

En conclusión, los protocolos como los proporcionados en la presente memoria funcionan bien con DNA extraído de 
material embebido en parafina siempre que el DNA pueda amplificar productos de 300 pb o más en la PCR del gen 
de control. Se analizan preferiblemente dos concentraciones de DNA en la PCR del gen de control y la 
concentración más "amplificable" debe ser utilizada en ensayos adicionales, aunque con la condición de que las 
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concentraciones de DNA menores de 20 ng pueden contribuir a la detección de pseudoclonalidad debido a la baja 
representación de DNA diana linfoide

180,181
. En general, los datos muestran que la determinación de la calidad del 

DNA usando PCR del gen de control proporciona una buena indicación de la idoneidad del DNA para el análisis de 
la clonalidad usando los protocolos proporcionados. También es importante tener en cuenta que la PCR del gen de 
control no dará ninguna indicación de la cantidad de DNA de células linfoides presente en la muestra y por lo tanto el 5 
DNA de buena calidad puede incluso producir resultados negativos en el análisis de la clonalidad. Para asegurar que 
los resultados monoclonales sean reproducibles (y evitar una pseudoclonalidad potencial), todos los ensayos de 
clonalidad, particularmente los que utilizan DNA extraído de parafina, se realizan preferentemente por duplicado y se 
analizan por HD y GS, siempre que sea posible. 
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Tabla 1. Linaje B, T y NK de neoplasias malignas linfoides
a
  5 

Linaje ALL Leucemias linfocíticas 
crónicas 

 Linfomas no Hodgkin  Mieloma múltiple  

Niños Adultos Nodal Extra 
nodal 

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 - 10% 60 - 70% 0% 

NK < 1% < 1% 1 - 2% <2% <2% <2% 0% 

a. Véase Van Dongen et al., 1991
1
, Jaffe et al., 2001

2
 y Van Dongen et al., 2002 

 
Tabla 2. Número estimado de segmentos génicos V, D y J humanos no polimórficos que pueden 

estar implicados potencialmente en transposiciones de los genes Ig o TCR
a
 

Segmento génico IGH IGK IGL TCRA TCRB TCRG TCRD 

Segmentos V         

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

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

- transponible        

(familia)        

Segmentos D         

- transponible 27 (7) - - - 2 - 3 

(familia)        

Segmentos J         

- funcional 6
c
 5

d
 4 53 13 5 4 

- transponible 6
c
 5

d
 5

e
 61 13 5 4 

a. Solamente están incluidos en esta tabla segmentos génicos no polimórficos con una RSS adecuada. 
b. Esta estimación no incluye los pseudogenes VH (generalmente truncados) recientemente descubiertos, que están 
agrupados en tres clanes. 
c. Los seis segmentos génicos JH son altamente homólogos en un tramo de ~20 nucleótidos, lo que es suficiente 
para el diseño de un cebador de consenso. 
d. Los segmentos Jκ tienen alta homología, lo que permite el diseño de 2 a 3 cebadores de consenso para Jκ.  
e. Cinco de los siete segmentos génicos Jλ tienen una RSS adecuada. 

 
Tabla 3. Protocolo de PCR estandarizado 10 

 

Condiciones de reacción. 
• tampón: tampón ABI II o tampón ABI de referencia.  
• volumen final 50 µL  
• DNA 100 ng  
• 10 pmol de cada cebador  (no marcado o marcado con 6-FAM) 
(independientemente del número total de cebadores en cada tubo de PCR múltiple) 
• dNTP:  concentración final 200 µM 
• MgCl2: concentración final 1,5 mM (debe ser optimizada por diana) 
• enzima Taq

a
: 1U en la mayoría de los tubos; 2 U en tubos con muchos cebadores (>15) 

  

Condiciones de los ciclos 

• pre-activación 7 minutos a 95ºC 

• temperatura de asociación: 60ºC 

• tiempos de los ciclos:                       "clásico" "más reciente" 

    Equipo de PCR Equipo de PCR 

  -desnaturalización 45 segundos 30 segundos 

  -asociación ≥45 segundos ≥30 segundos 

  -extensión 1,30 minutos ≥30 segundos 

  -extensión final  ≥10 minutos ≥10 minutos 

• número de ciclos: 35 

• mantenimiento 15ºC (o temperatura ambiente) 

a. Se usó AmpliTaq de referencia (Applied Biosystems, Foster City, CA) en combinación con 1x tampón ABI II o 1x 
tampón de referencia ABI (Applied Biosystems), dependiendo de la diana. 
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Tabla 4. Protocolo estandarizado para análisis de heterodúplex de los productos de PCR  

Preparación de los productos de PCR  

• tubo con 10-20 µL de producto de PCR  
• desnaturalización de producto de PCR: 5 minutos a 95ºC 
• re-asociación de producto de PCR: 60 minutos a 4ºC 

  

Condiciones de la electroforesis (geles de poliacrilamida no comerciales) 
• gel: poliacrilamida no desnaturalizante al 6% (acrilamida: bisacrilamida 29:1) 
• tampón: 0,5 x TBE 
• tampón de carga: 5 µL de tampón de carga con azul de bromofenol no desnaturalizante enfriado con hielo  
• electroforesis: típicamente 2-3 horas a 110 V o una noche a 40-50 V

a
 

  

Condiciones de la electroforesis (geles de poliacrilamida comerciales) 
• gel: poliacrilamida no desnaturalizante (por ejemplo, BioRad PreCast Gel System o Amersham Pharmacia Biotech 
Gene Gel Excel Kit) 
• tampón: 1 x TBE 
• tampón de carga: tampón de carga con azul de bromofenol no desnaturalizante enfriado con hielo   
• electroforesis: 1,5 horas a 100 V 

  

Visualización 
• tinción: 5-10 minutos en 0,5 µg/mL de EtBr en H2O 
• destinción/lavado: 2 x 5-10 minutos en H2O 
• visualización: iluminación con luz UV 
• alternativa: tinción con plata usando el kit de tinción con plata de DNA  de Amersham Pharmacia Biotech  

a. El voltaje y el tiempo de electroforesis dependen de los tamaños de los amplicones de PCR, del espesor del gel 
de poliacrilamida y del tipo de equipo de PCR y deben ser adaptados en consecuencia. 

 

Tabla 5. Protocolo estandarizado para GeneScanning (GS) de productos de PCR.   5 

A. Secuenciadores basados en geles 

Preparación del producto de PCR  

1. Dilución del productos de PCR: inicialmente 1:10 en formamida o H2O (puede ser alterada si la señal 
fluorescente está fuera del intervalo óptimo; véanse las condiciones de electroforesis) 

2. Volumen de muestra: 2 µl de producto de PCR diluido 

3. Volumen del tampón de carga: 0,5 µL de tampón de carga con azul de dextrano + 0,5 µL de patrón 
interno TAMRA + 2 µL de formamida desionizada 

4. Desnaturalización del producto de PCR: 2 minutos a 95ºC o temperatura superior 

5. Enfriamiento del producto de PCR a 4ºC 

     

Condiciones de la electroforesis  

6. Gel: poliacrilamida desnaturalizante al 5%  

7. Tampón: 1 x TBE 

8. Electroforesis: 2-3,5 horas
a
 (véase la Tabla 25) 

9. Intensidad óptima de la señal fluorescente: 

    - 600-4,000 unidades fluorescentes (373 plataformas) 

    - 400-7,000 unidades fluorescentes (377 plataformas) 

B. Secuenciadores capilares (han de ser optimizados por secuenciador) 

Preparación del producto de PCR  

1. 1 µL de producto de PCR (el volumen de producto de PCR o los tiempos de muestreo se pueden 
alterar si la señal fluorescente está fuera del intervalo óptimo; véanse las condiciones de 
electroforesis) 

2. Volumen de muestra: 1 µL de producto de PCR + 9,5 µL de formamida (Hi-Di) + 0,5 µL de patrón 
interno para análisis de heterodúplex ROX-400  

3. Desnaturalización del producto de PCR: 2 minutos a 95ºC o temperatura superior 

4. Enfriamiento del producto de PCR a 4ºC durante una hora 

   

Condiciones de electroforesis  

5. Gel: Polímero 3100 POP4  

6. Tampón: 1 x tampón 3100 con EDTA 

7. Electroforesis: 45 minutos
b
 

8. Intensidad óptima de la señal fluorescente: 
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    - hasta  10.000 unidades fluorescentes 
a
 El tiempo de electroforesis depende de los tamaños del amplicón y de la plataforma empleada 

b
 Para capilares de 36 cm; el tiempo considerado depende del capilar usado. 

 

Tabla 6. Sensibilidad de detección de transposiciones en TCRB clonales 

Tubo con 
TCRB  

Par de cebadores  
implicados 

 
 

Control clonal  

Tamaño del 
producto de  

PCR 

Sensibilidad de la  
detección 

V J 
 
 

PCR sencilla
a
 PCR múltiple  

Tubo A Vβ2 Jβ1.2 paciente 261 nt 1-5% 5% 

 Vβ2 Jβ1.3 paciente 267 nt 5% 5% 

 Vβ2 Jβ1.6 paciente 267 nt  <5% 

 Vβ7 Jβ2.2 paciente 254 nt  10% 

 Vβ8a Jβ1.2 Jurkat 267 nt 0,1% 0,5-1% 

 Vβ8a Jβ2.7 paciente 264 nt  10% 

 Vβ10 Jβ2.7 PEER 263 nt  20% 

 Vβ3/12a/13a/15 Jβ1.6 paciente 278 nt <5% 5% 

 Vβ3/12a/13a/15 Jβ2.7 paciente 286 nt  10% 

 Vβ17 Jβ2.7 RPMI-8402 260 nt  10% 

 Vβ17 Jβ1.1 paciente 260 nt 1% 10% 

 Vβ18 Jβ1.2 DND41 261 nt 1% 10% 

 Vβ22 Jβ1.1 paciente 265 nt 0,1% 10% 

 Vβ8b/23 Jβ1.2 H9 257 nt 0,1% 0,5% 

 Vβ24 Jβ1.5 RPMI-8402 264 nt 0,5% 10% 

Tubo B Vβ2 Jβ2.1 Molt-4 267 nt 5% 5% 

 Vβ1/5 Jβ2.1 paciente 266 nt 5% 1-5% 

 Vβ6a/11 Jβ2.1 paciente 265 nt 1% 5% 

 Vβ6a/11 Jβ2.5 paciente 258 nt  5% 

 Vβ7 Jβ2.3 PEER 271 nt  <5% 

 Vβ8a Jβ2.1 paciente 293 nt 0,1% 1% 

 Vβ31/2a/13a/15 Jβ2.1 paciente 258 nt 5% 10% 

 Vβ3/12a/13a/15 Jβ2.3 paciente 258 nt  <5% 

 Vβ16 Jβ2.1 paciente 258 nt 0,5% 10% 

 Vβ17 Jβ2.5 CML-T1 270 nt 0,1-1% 1% 

 Vβ21 Jβ2.3 paciente 282 nt 0,5% <10% 

Tubo C Dβ1 Jβ1.1 paciente 304 nt 0,10% <5% 

 Dβ1 Jβ1.2 paciente 306 nt 5% 5% 

 Dβ1 Jβ1.4 paciente 310 nt  5-10% 

 Dβ1 Jβ1.6 paciente 320 nt  20% 

 Dβ1 Jβ2.1 paciente 309 nt 5% 20% 

 Dβ1 Jβ2.7 paciente 307 nt  <5% 

 Dβ1 Jβ2.5 paciente 310 nt  <1% 

 Dβ2 Jβ1.4 paciente 182 nt  <1% 

 Dβ2 Jβ2.1 paciente 185 nt 1% <5% 

 Dβ2 Jβ2.5 paciente 191 nt  5% 

a. No se realizó en cada caso el experimento de dilución para determinar la sensibilidad de la PCR sencilla. 

 

5 

ES 2 442 791 T3

 



47 

 

Tabla 7. Sensibilidad de detección de transposiciones clonales en el gen TCRD  

Transposición en TCRD  Muestra de control clonal Sensibilidad de la detección 
por  heterodúplex   (tamaño aproximado) 

Vδ1-Jδ1 paciente (200 nt) 5% 

  paciente (190 nt) 1-5% 

  paciente (200 nt) 5% 

Vδ2-Jδ1 paciente (200 nt) 5% 

  paciente (220 nt) 5% 

  paciente (210 nt) 5% 

Vδ2-Jδ3 paciente (220 nt) 5% 

Vδ3-Jδ1 paciente (270 nt) 5% 

Vδ6-Jδ2 Loucy (210 nt) 0,5% 

  paciente (210 nt) 10% 

Dδ2-Jδ1 Loucy (150 nt) 0,2% 

  paciente (160 nt) 0,5% 

  paciente (135 nt) 0,5% 

Dδ2-Jδ3 paciente (150 nt) 5% 

Dδ2-Dδ3 NALM-16 (170 nt) 1% 

  paciente (200 nt) 1% 

  paciente (190 nt) 0,5% 

  paciente (170 nt) 0,5% 

Vδ2-Dδ3 REH (240 nt) 5-10% 

  NALM-16 (230 nt) 1-5% 

  paciente (250 nt) 5% 

 

Tabla 8. Concordancia entre los resultados de PCR múltiple y los resultados de análisis por transferencia de 
Southern (SB) (PCR/SB) en transposiciones en genes Ig/TCR por (sub)categoría de las muestras congeladas 

incluidas 5 

Diagnóstico IGH
a
 IGK IGL TCRB TCRG TCRD 

Pre-folicular 
(n=8) 

C
b
: 8/8 

P
b
: 0/0 

C: 8/8 
P: 0/0 

C: 4/4 
P: 4/4 

C: 2/4
b
 

P: 4/4 
C: 0/0 
P: 8/8 

C: 0/0 
P: 8/8

e
 

B-CLL   
(n=16) 

C:15/16 
P: 0/0 

C: 16/16 
P: 0/0 

C: 5/5 
P: 9/11 

C: 1/1 
P: 15/15 

C: 0/0 
P: 16/16 

C: 2/2 
P: 14/14 

(post-)folicular  
(n=25) 

C: 22/25
b
 

P: 0/0 
C: 19/24

c
 

P: 0/1 
C: 3/5 
P:19/20 

C: 2/4 
P: 21/21

d,e
 

C: 0/1 
P: 22/24 

C: 0/0 
P: 24/25

e
 

Todas las neoplasias 
malignas de linfocitos 
B (n=49) 

C: 45/49 
P: 0/0 

C: 43/48 
P: 0/1 

C: 12/14 
P: 32/35 

C: 4/8 
P: 41/41 

C: 0/1 
P:46/48 

C: 2/2 
P: 46/47 

Neoplasias malignas 
de linfocitos T  
(n=18) 

C: 2/2 
P:15/16

e
 

C: 0/0 
P:17/18 

C: 0/0 
P:17/18 

C: 17/17
c
 

P: 1/1 
C:15/16

b
 

P: 1/2 
C: 2/3 
P: 14/15

e
 

Muestras reactivas 
(n=15) 

C:0/0 
P:15/15 

C: 0/0 
P:15/15 

C: 0/0 
P:15/15 

C: 0/0 
P: 14/15 

C: 0/0 
P:15/15 

C: 0/0 
P:15/15 

Misceláneas 
(n=8) 

C: 3/3 
P: 3/5 

C: 2/2 
P: 4/6 

C: 0/0 
P: 6/8 

C: 3/3  
P: 5/5

d,d
 

C: 1/1 
P: 6/7 

C: 1/1 
P: 5/7 

Todas las muestras 
(n=90) 

C:50/54 
P: 33/36 

C:45/50 
P:36/40 

C:12/14 
P:70/76 

C: 25/29 
P: 60/61 

C:16/18 
P:68/72 

C: 5/6 
P:80/84 

a. Incluye análisis por PCR tanto de VH-JH como de DH-JH  
b. C = transposiciones clonales; P = transposiciones policlonales 
c. En una muestra, clonalidad solamente en GeneScanning  
d. En una muestra, clonalidad solamente en análisis de heterodúplex  
e. En una muestra, policlonalidad solamente en GeneScanning 
f.  En una muestra, policlonalidad solamente en análisis de heterodúplex  
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Tabla 9. Complementariedad de diferentes dianas de PCR múltiple de Ig para detección de la clonalidad en 
neoplasias malignas de linfocitos B definidas por transferencia de Southern 

Tubos de  PCR múltiple Diagnóstico
a
 

  Centro pre-
germinal  B 
(n=8) 

B-CLL (n=16) Centro (pos-)germinal 
B (n=25) 

Todas las neoplasias 
malignas de 
linfocitos B (n=49) 

IGH VH-JH FR1 8/8
b
 (100 %) 14/16

c
 (88 %) 15/25

b
 (60 %) 37/49 (76 %) 

IGH VH-JH FR2 8/8 (100 %) 15/16 (94 %) 14/25
b
 (56 %) 37/49 (76 %) 

IGH VH-JH FR3 8/8 (100 %) 14/16 (88 %) 11/25
c
 (44 %) 33/49 (67 %) 

IGH VH-JH 3FR 8/8 (100 %) 15/16 (94 %) 17/25 (68 %) 40/49 (82 %) 

IGH DH-JH 0/8 (0 %) 11/16 (69 %) 11/25 (44 %) 22/49 (45 %) 

IGH VH-JH + IGH DH-JH 8/8 (100 %) 15/16 (94 %) 22/25 (88 %) 45/49 (92 %) 

IGK 8/8 (100 %) 16/16 (100 %) 21/25
d
 (84 %) 45/49 (92 %) 

IGL 4/8 (50 %) 7/16
e
 (44 %) 4/25

f
 (16 %) 15/49 (31 %) 

IGH VH-JH + IGK 8/8 (100 %) 16/16 (100 %) 21/25 (84%) 45/49 (92 %) 

IGH VH-JH + IGL 8/8 (100 %) 15/16 (94 %) 17/25 (68 %) 40/49 (82 %) 

IGH VH-JH + IGH DH-JH + 
IGK 

8/8 (100 %) 16/16 (100 %) 24/25 (96 %) 48/49 (98 %) 

IGH VH-JH + IGH DH-JH + 
IGK + IGL 

8/8 (100 %) 16/16 (100 %) 24/25 (96 %) 48/49 (98 %) 

a. Todas las muestras tienen transposiciones clonales de genes en al menos el locus de IGH determinadas por 

análisis de transferencia de Southern.  
b. Dos casos mostraron productos clonales en GeneScanning, pero productos policlonales en análisis de 
heterodúplex. 
c. Uno caso mostró productos clonales en GeneScanning, pero productos policlonales en análisis de 

heterodúplex. 
d. Incluyendo el caso 25-NL-4 con transposiciones de genes clonales débiles en IGH, pero policlonales de 
genes en IGK en análisis por transferencia de Southern. 
e. Incluyendo los casos 11-NL-19 y 12-ES-1 con transposiciones de genes clonales en IGH + IGK, pero 

policlonales en IGL por análisis por transferencia de Southern. 
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Tabla 10. Condiciones y muestras de control para análisis por PCR múltiple de las transposiciones 
de genes Ig/TCR y las translocaciones t(11;14) y t(14;18)  

PCR múltiple Tubos Condiciones de PCR  Controles positivos (ejemplos) 

Tampón TaqGold (U) MgCl2 (mM) policlonal monoclonal
a
 

IGH VH-JH 
  
  
  
  
  
  
  
  

IGH DH-JH 
  

 
IGK 

  
IGL 
 
TCRB 

  
  
  
  

 
 
TCRG 

  
  

 
 
TCRD 
BCL1-IGH 
BCL2-IGH 

  

  

A/B/C 
  
  
  
  
  
  
  
  

D/E 
  

 
A/B 

  
A 
 
A/B/C 

  
  
  
  

 
 
A/B 

  
  

 
 
A 
A 
A/B/C 

  

  

Ref. / II 
  
  
  
  
  
  
  
  

Ref. 
  

 
Ref. / II 

  
Ref. / II 
 
II 

  
  
  
  

 
 
II 

  
  

 
 
II 
II 
II 

  

  

1 
  
  
  
  
  
  
  
  

1 
  

 
1 

  
1 
 
2 (A,B)

b
 

1 (C) 
  
  
  

 
 
1 

  
  

 
 
1 
1 
1 

  

  

1,5 
  
  
  
  
  
  
  
  

1,5 
  

 
1,5 

  
2,5 
 
3,0 (A,B) 
1,5 (C) 

  
  
  

 
 
1,5 

  
  

 
 
2,0 
2,0 
1,5 

  

  

amígdala 
  
  
  
  
  
  
  

 
amígdala 

  
 
amígdala 

  
amígdala 
 
PB- MNC

c
 

  
  
  
  

 
 
PB- MNC

c
 

  
  

 
 
PB- MNC

c
 

NA
c
 

NA
c
 

  

  

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; 
D: KCA; ROS15 
E: HSB-2,  
HPB-ALL 
A: KCA; ROS15 
B: ROS 15, 380 
A: CLL-1; EB-4B;  
KCA  
A: RPMI-8402; 
Jurkat; PEER; 
DND-41 
B: PEER;  
CML-T1,  
MOLT-3 
C: Jurkat 
A: MOLT-3;  
RPMI-8402; 
Jurkat; PEER 
B: Jurkat;  
PEER 
A: PEER, REH 
A: JVM 2 
A: DoHH2; SU- 
DHL-6 
B: K231

d 

C: OZ; SC1
d
;  

SU-DHL-16 

a. La mayoría de los controles de la línea celular clonal se puede obtener en Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; persona de contacto: Dr. H.G. Drexler (dirección: Department of Human 
and Animal Cell Cultures, Mascheroder Weg 1B, 38124 Braunschweig, Alemania)

192,193
. 

b. En la mayoría de los tubos múltiples solamente se necesita 1 U de TaqGold, pero se necesitan 2 U de TaqGold en 
los tubos A y B de TCRB porque contienen > 15 cebadores diferentes. 
c. Abreviaturas: PB-MNC = células mononucleares de sangre periférica; NA = no aplicable. 
d. Las líneas celulares positivas a t(14;18) K231, OZ y SC1 fueron donadas amablemente por el Prof. Martin Dyer, 
University of Leicester, Leicester, GB. 
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Tabla 11. Intervalos de tamaños, bandas no específicas y método de detección en análisis de PCR múltiple 
de transposiciones de genes Ig/TCR y las anomalías cromosómicas t(11;14) y t(14;18) 

PCR 
múltiple 

Intervalo de tamaños (pb) Bandas no 
específicas (pb) 

Método de 
análisis 

preferido 

Tiempo de 
operación en 
GeneScan: 
gel/capilar 

IGH 
VH-JH 

  

Tubo A: 
Tubo B: 
Tubo C: 

310-360 
250-295 
100-170 

Tubo A:~85 
Tubo B: - 
Tubo C: - 

Análisis por 
GeneScanning  y  
heterodúplex 
igualmente 
adecuados 

3 - 3,5 horas/45 
minutos 

IGH DH-JH 
  

Tubo D: 
  

 
 
 
Tubo E 

110-290  
(DH1/2/4/5/6-JH)  
+390-420 (DH3-JH) 

  
 
100-130 

Tubo D: 350
a
 

 
 
 
Tubo E: 211

b
 

  

Análisis de 
heterodúplex  
ligeramente 
preferido al 
GeneScanning (la 
variación de los 
tamaños de los 
productos 
obstaculiza el 
GeneScanning) 

3 - 3,5 horas/45 
minutos 

IGK 

  

Tubo A: 
 
 
 
 
 
Tubo B: 

120-160 (Vκ1f/ 
6/Vκ7-Jκ)  
+190-210 (Vκ3f- 
Jκ) +260-300 
(Vκ2f/Vκ4/Vκ5- 
Jκ)  
210-250 Vκ1f/ 
6/Vκ7-Kde + 
270-300 (Vκ3f/ 
intrón-Kde)  
+350-390 (Vκ2f/ 
Vκ4/Vκ5-Kde) 

Tubo A: -4 

 
 
 
 
 
Tubo B: ~404 

Analisis de 
heterodúplex 
ligeramente 
preferido al 
GeneScanning (el 
pequeño tamaño 
de  unión + la 
variación de 
tamaños de 
productos 
ostaculizan el 
GeneScanning) 

3 - 3,5 horas/ 
45 minutos 

IGL Tubo A: 140-165 Tubo A: - Análisis de 
heterodúplex 
claramente 
preferido al 
GeneScanning 
(pequeños 
tamaños de unión 
obstaculiza el 
GeneScanning) 

2 horas/45 
minutos 

TCRB 

  
  

Tubo A: 
Tubo B: 
 
Tubo C: 

240-285 
240-285 
 
170-210 (Dβ2) +  
285-325 (Dβ1) 

Tubo A: (273)
c
 

Tubo B: <150,  

221
d
 

Tubo C: 128,  

337
d
 

Análisis de 
heterodúplex 
claramente 
preferido al  
GeneScanning 
(gama limitada, 
particularmente 
en caso de uso de 
ψVγ10 y ψVγ11 

2 horas/45 
minutos 

TCRG 

  

Tubo A: 
Tubo B: 

145-255 
80-220 

Tubo A: - 
Tubo B: - 

Análisis por 
GeneScanning y 
heterodúplex 
igualmente 
adecuados 

2 horas/45 
minutos 
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TCRD Tubo A: 120-280 Tube A: ~90 Análisis de 
heterodúplex 
claramente 
preferido al 
GeneScanning 
(baja cantidad de 
molde + variación 
de tamaños 
productos 
obstaculizan 
GeneScanning) 

2 horas/45 
minutos 

BCL1-IGH Tubo A: 150-2000 Tubo A: ~550  

(débil) 
agarosa NA

e
 

BCL2-IGH 

  

Tubo A: 
Tubo B: 
Tubo C: 

variable 
variable 
variable 

Tubo A: - 
Tubo B: - 
Tubo C: - 

agarosa 
  

  

NA
e
 

  

  

a. La banda no específica de 350 pb es el resultado de la asociación cruzada del cebador para DH2 a una secuencia 
en la región aguas arriba de JH4. En GeneScanning esta banda no específica no migra conjuntamente con los 
productos D-J (véase la Figura 5B). 
b. El producto de PCR de 211 pb representa la banda de fondo más pequeña procedente de la región DH7-JH1 de la 
línea germinal. Cuando la amplificación por PCR es muy eficaz, también podrían obtenerse productos de PCR más 
largos debido a la asociación del cebador con las transposiciones génicas JH aguas abajo; por ejemplo, 419 pb (DH7-
JH2), 1031 pb (DH7-JH3), etc. 
c. La banda de 273 pb (principalmente visible por GeneScanning) se ve particularmente en muestras con bajo número 
de células linfoides contaminantes. 
d. La intensidad de una banda no específica depende de la calidad del cebador. 
e. NA= no aplicable. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una translocación 
cromosómica t(14;18) en BCL2-IGH, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en 
donde dicho cebador directo se selecciona de los cebadores para MBR, los cebadores para 3'MBR y los cebadores 
para mcr mostrados en la Fig. 11A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador de consenso para JH mostrado 5 
en la Fig. 11A. 

2. El conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 1, en donde 
uno o más de los cebadores directos se seleccionan de los cebadores para MBR mostrados en la Fig. 11A.   

3. El conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 1, en donde 
uno o más de los cebadores directos se seleccionan de los cebadores para 3'MBR mostrados en la Fig. 11A.   10 

4. El conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 1, en donde 
uno o más de los cebadores directos se seleccionan de los cebadores para mcr mostrados en la Fig. 11A.   

5. Un ensayo de amplificación de ácidos nucleicos, preferiblemente un ensayo de PCR, más preferiblemente un 
ensayo de PCR múltiple, que usa al menos un conjunto de cebadores de acuerdo con la reivindicación 1, 2, 3 o 4.   

6. El ensayo de amplificación de ácidos nucleicos de la reivindicación 5, caracterizado porque es un ensayo de 15 
PCR.   

7. El ensayo de amplificación de ácidos nucleicos de la reivindicación 5 o 6, caracterizado porque es un ensayo de 
PCR múltiple, que comprende además uno o más de los conjuntos de cebadores elegidos del grupo que consiste 
en:  

a. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 20 
VH-JH en IGH, que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se 
selecciona de cebadores de la familia VH mostrada en la Fig. 3B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador de 
consenso para JH mostrado en la Fig. 3B. 

b. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
DH-JH en IGH, que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se 25 
selecciona los cebadores de la familia DH mostrada en la Fig. 4A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador de 
consenso para JH mostrado en la Fig. 4A. 

c. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Vκ-Jκ en IGK, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador 
directo se selecciona de cebadores de la familia Vκ mostrada en la Fig. 5B, y en donde dicho cebador inverso se 30 
selecciona de los cebadores para Jκ mostrados en la Fig. 5B. 

d. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Vκ/intrón-Kde en IGK, que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador 
directo se selecciona de los cebadores Vκ o el cebador INTR mostrado en la Fig. 5B, y en donde dicho cebador 
inverso es el cebador para Kde mostrado en la Fig. 5B. 35 

e. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición  
Vλ-Jλ en IGL, que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo se 
selecciona de los cebadores Vλ mostrados en la Fig. 6B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador para Jλ 
mostrado en la Fig. 6B. 

f. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 40 
Vβ-Jβ en TCRB, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho 
cebador directo se selecciona de cebadores de la familia Vβ mostrados en la Fig. 7B y en donde dicho cebador 
inverso se selecciona de los cebadores para JβA y JβB mostrados en la Fig. 7B. 

g. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Dβ-Jβ en TCRB, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho 45 
cebador directo se selecciona de cebadores de la familia Dβ mostrados en la Fig. 7B y en donde dicho cebador 
inverso se selecciona de los cebadores para JβA y JβB mostrados en la Fig. 7B. 

h. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Vγ-Jγ en TCRG, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho 
cebador directo se selecciona de cebadores de la familia Vγ mostrados en la Fig. 8B, y en donde dicho cebador 50 
inverso se selecciona de los cebadores para Jγ mostrados en la Fig. 8B. 

i. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Vδ-Jδ en TCRD, que comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho 
cebador directo se selecciona de los cebadores Vδ mostrados en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso se 
selecciona de los cebadores para Jδ mostrados en la Fig. 9B. 55 

j. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Dδ-Dδ en TCRD, que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el 
cebador Dδ2 mostrado en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador para Dδ3 mostrado en la Fig. 
9B. 
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k. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 
Dδ-Jδ enTCRD, que comprende un cebador directo y al menos un cebador inverso, en donde dicho cebador directo 

es el cebador para Dδ2 mostrado en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso se selecciona de los cebadores 
para Jδ mostrados en la Fig. 9B. 

l. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una transposición 5 
Vδ-Dδ en TCRD, que comprende al menos un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo 

se selecciona de los cebadores para Vδ mostrados en la Fig. 9B, y en donde dicho cebador inverso es el cebador 
para Dδ3 mostrado en la Fig. 9B. 

m. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar una translocación 
cromosómica (11;14)(BCL1-IGH), que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador 10 

directo es el cebador para BCL1/MTC mostrado en la Fig. 10A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador de 
consenso para JH mostrado en la Fig. 10A. 

n. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar el gen TBXAS1 
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. 15 

o. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar el gen de la 
proteína activante de recombinación humana (RAG1), 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. 

p. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar la proteína dedo 20 
de zinc de la leucemia promielocítica 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. 

q. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar el gen AF4 
humano (Exón 3), que comprende un cebador directo y un cebador inverso, en donde dicho cebador directo es el 25 
cebador  AF4/X3U de la Fig. 12A, y en donde dicho cebador inverso es el cebador AF4/X3L de la Fig. 12A, y 

r. un conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos capaz de amplificar el gen AF4 

humano (Exón 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. 

 30 
8. Un método para detectar una translocación cromosómica t(14;18) en BCL2-IGH, que comprende usar uno o más 

conjuntos de cebadores de acuerdo con las reivindicaciones 1-4 en un  ensayo de amplificación de ácidos nucleicos 
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7. 

9. Un método para detectar dos o más transposiciones, dos o más translocaciones o al menos una transposición y al 
menos una translocación, seleccionadas del grupo que consiste en una transposición VH-JH en IGH, una 35 
transposición DH-JH en IGH, una transposición Vκ-Jκ en IGK, una transposición Vκ/intrón-Kde en IGK, una 
transposición Vλ-Jλ en IGL, una transposición Vβ-Jβ en TCRB, una transposición Dβ-Jβ en TCRB, una transposición 
Vγ-Jγ en TCRG, una transposición Vδ-Jδ en TCRD, una transposición Dδ-Dδ en TCRD, una transposición Dδ-Jδ en 
TCRD, una transposición Vδ-Dδ en TCRD, una translocación t(11;14)(BCL1-IGH) y una translocación t(14;18)(BCL2-
IGH), usando un ensayo de amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 7, en donde dicha 40 
transposición comprende al menos una translocación cromosómica t(14;18) en BCL2-IGH 

10. Un método para determinar transposiciones clonales, que comprenden al menos una translocación cromosómica 
t(14;18) en BCL2-IGH usando al menos el conjunto  de cebadores de acuerdo con la reivindicación y opcionalmente 

al menos un conjunto de cebadores como los definidos en la reivindicación 7a-7m. 

11. Un método de acuerdo con la reivindicación 10, para la detección de una enfermedad mínima residual (MRD) o 45 
para la identificación de dianas para PCR que se han de usar para la detección de MRD por una PCR cuantitativa en 
tiempo real. 

12. Un método de acuerdo con la reivindicación 10 u 11, en donde se detecta un ácido nucleico amplificado usando 
un análisis automático de fragmentos de PCR de alta resolución.  

13. Un kit para la detección de al menos una translocación cromosómica t(14;18) en BCL2-IGH y  opcionalmente una 50 
transposición seleccionada del grupo que consiste en: una transposición VH-JH en IGH, una transposición DH-JH en 
IGH, una transposición Vκ-Jκ en IGK, una transposición Vκ/intrón-Kde en IGK, una transposición Vλ-Jλ en IGL, una 
transposición Vβ-Jβ en TCRB, una transposición Dβ-Jβ en TCRB, una transposición Vγ-Jγ en TCRG, una 
transposición Vδ-Jδ en TCRD, una transposición Dδ-Dδ en TCRD, una transposición Dδ-Jδ en TCRD, una 
transposición Vδ-Dδ en TCRD, y una translocación t(11;14)(BCL1-IGH), que comprende usar al menos el conjunto 55 
de cebadores de acuerdo con la reivindicación 1, y opcionalmente al menos un conjunto de cebadores como los 
definidos en la reivindicación 7a-7m. 

14. Un kit de acuerdo con la reivindicación 13, que comprende además al menos un conjunto de cebadores como los 
definidos en la reivindicación 7n-7r. 

15. Uso de un método de acuerdo con la reivindicación 11, para determinar la calidad de una muestra de DNA 60 
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extraída de una muestra biológica, preferiblemente una muestra biológica embebida en parafina. 

16. El conjunto de cebadores para la amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 1, que 
comprende además cebadores directos que comprenden los cebadores Vβ, Dβ1, Dβ2 mostrados en la Fig. 7B, los 
cebadores de la familia VH mostrados en la Fig. 3B, los cebadores de la familia DH mostrados en la Fig. 4A, los 
cebadores de la familia Vκ y los cebadores para INTR mostrados en la Fig. 5B, los cebadores para Vλ mostrados en 5 
la Fig. 6B, los cebadores de la familia Vγ mostrados en la Fig. 8B, los cebadores para Vδ y Dδ2 mostrados en la Fig. 
9B, el cebador para BCL1/MTC mostrado en la Fig. 10A, y los cebadores para 3'MBR y mcr mostrados en la Fig. 
11A y los cebadores inversos que comprenden los cebadores para JβA y JβB mostrados en la Fig. 7B, el cebador de 
consenso para JH mostrado en las Figuras 3B, 4A, 10A y la Fig. 11A, los cebadores para Jκ y Kde mostrados en la 
Fig. 5B, el cebador para Jλ mostrado en la Fig. 6B, los cebadores para Jγ mostrados en la Fig. 8B y los cebadores 10 
para Jδ y Dδ3 mostrados en la Fig. 9B 

17. El conjunto de cebadores para amplificación de ácidos nucleicos de acuerdo con la reivindicación 1 o la 
reivindicación 16, que comprende además los cebadores directos que comprenden a su vez los cebadores 
TBXAS1/X9U, RAG1/X2U, PLZF/X1U, AF4/X3U, AF4/X11U de la Fig. 12A y los cebadores inversos que 
comprenden a su vez los cebadores TBXAS1/X9L, RAG1/X2L, PLZF/X1L, AF4/X3L, AF4/X11L de la Fig. 12A. 15 

ES 2 442 791 T3

 



55 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



56 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



57 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



58 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



59 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



60 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



61 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



62 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



63 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



64 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



65 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



66 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



67 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



68 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



69 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



70 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



71 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



72 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



73 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



74 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



75 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



76 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



77 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



78 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



79 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



80 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



81 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



82 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



83 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



84 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



85 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



86 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



87 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



88 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



89 

 

 

ES 2 442 791 T3

 



90 

 

 

ES 2 442 791 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

