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DESCRIPCIÓN

Composiciones y método para medir y calibrar el sesgo de la amplificación en reacciones de PCR multiplexadas

Antecedentes de la invención

Campo de la invención

La presente descripción se refiere en general a la secuenciación de alta capacidad cuantitativa de ADN que codifica 5
receptores del sistema inmunitario adaptativo (p. ej., ADN que codifica receptores de linfocitos T (TCR) e 
inmunoglobulinas (IG)) en reacciones de amplificación de ácido nucleico multiplexadas. En particular, las 
composiciones y métodos descritos en la presente memoria superan distorsiones indeseables en la cuantificación de 
las secuencias que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo que pueden ser resultado del uso 
sesgado en mayor cantidad y/o uso en menor cantidad de cebadores de oligonucleótidos específicos en la 10
amplificación de ADN multiplexada. 

Descripción de la técnica relacionada

El sistema inmunitario adaptativo usa varias estrategias para generar un repertorio de receptores de antígenos de 
linfocitos T y B, es decir, receptores del sistema inmunitario adaptativo, con suficiente diversidad para reconocer el 
universo de potenciales patógenos.  La capacidad de los linfocitos T para reconocer el universo de antígenos 15
asociados con diferentes cánceres u organismos infecciosos es conferida por su receptor de antígeno de linfocitos T 
(TCR), que es un heterodímero de una cadena α (alfa) del locus de TCRA y una cadena β (beta) del locus de TCRB, 
o un heterodímero de una cadena γ (gamma) del locus de TCRG y una cadena δ (delta) del locus de TCRD. Las 
proteínas que componen estas cadenas son codificadas por ADN, que en células linfoides usa un mecanismo de 
reordenación único para generar una diversidad tremenda de TCR. Este receptor de reconocimiento inmunitario de 20
múltiples subunidades se asocia con el complejo CD3 y se une a péptidos presentados por las proteínas del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase I o MHC de clase II en la superficie de las células 
presentadoras de antígeno (APC). La unión del TCR al péptido antigénico en la APC es el suceso central en la 
activación de los linfocitos T, que ocurre en una sinapsis inmunológica en el punto de contacto entre el linfocito T y la 
APC. 25

Cada péptido TCR contiene regiones determinantes de la complementariedad (CDR) variables, así como regiones 
armazón (FR) y una región constante.  La diversidad de secuencias de los linfocitos T αβ está determinada en gran 
medida por la secuencia de aminoácidos de los bucles de la tercera región determinante de la complementariedad 
(CDR3) de los dominios variables de las cadenas α y β, cuya diversidad es resultado de la recombinación entre los 
segmentos génicos variable (Vβ), de diversidad (Dβ), y de unión (Jβ) en el locus de la cadena β, y entre segmentos 30
génicos Vα y Jα análogos en el locus de la cadena α, respectivamente. La existencia de múltiples segmentos génicos 
en los locus de la cadena α y β del TCR permite que sea codificado un gran número de secuencias de CDR3 
distintas. La diversidad de secuencia del CDR3 aumenta más por la adición y eliminación independientes de 
nucleótidos en las uniones Vp-Dβ, Dβ-Jβ, y Vα-Jα durante el proceso de la reorganización de genes del TCR. En 
relación con esto, hay inmunocompetencia derivada de la diversidad de TCR. 35

El heterodímero de TCR γδ se distingue del de TCR αβ en que codifica un receptor que interacciona estrechamente 
con el sistema inmunitario innato, y reconoce al antígeno de una forma no dependiente de HLA. El TCRγδ es 
expresado pronto en el desarrollo, y tiene una distribución anatómica especializada, especificidades únicas de 
patógeno y molécula pequeña, y un amplio espectro de interacciones celulares innatas y adaptativas.  Se establece 
pronto en la ontogenia un patrón sesgado de la expresión de los segmentos V y J del TCRγ. Por consiguiente, el 40
repertorio diverso de TCRγ en tejidos adultos es el resultado de expansión periférica amplia después de
estimulación por exposición ambiental a moléculas patógenas y tóxicas.

Las inmunoglobulinas (Igs o IG), también denominadas en la presente memoria receptores de linfocitos B (BCR), 
son proteínas expresadas por linfocitos B que consisten en 4 cadenas de polipéptidos, dos cadenas pesadas 
(cadenas H) del locus IGH y dos cadenas ligeras (cadenas L) del locus IGK o del IGL, que forman una estructura 45
H2L2. Las cadenas H y L contiene cada una tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) implicadas 
en el reconocimiento de antígenos, así como regiones armazón y un dominio constante, análogo al TCR. Las 
cadenas H de las Ig son expresadas inicialmente como isoformas unidas a membrana, usando los exones de las 
regiones constantes IGM o IGD, pero después del reconocimiento del antígeno, la región constante puede cambiar 
de clase a varios isotipos adicionales, que incluyen IGG, IGE e IGA. Como con los TCR, la diversidad de las Ig 50
indiferenciadas en un individuo se determina principalmente por las regiones determinantes de la 
complementariedad hipervariables (CDR). Similar al TCRB, el dominio CDR3 de las cadenas H es creado por la 
unión combinatoria de los segmentos génicos de VH, DH, y JH. La diversidad de secuencia del dominio hipervariable 
aumenta más por la adición y eliminación independiente de nucleótidos en las uniones VH-DH, DH-JH y VH-JH durante 
el proceso de reordenación de genes. Distinto del TCR, la diversidad de secuencia de la Ig aumenta más por 55
hipermutación somática (SHM) por el gen de IG reordenado después de que un linfocito B indiferenciado reconoce 
inicialmente un antígeno. El proceso de la SHM no está restringido a la CDR3 y por lo tanto puede introducir 
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cambios en la secuencia de la línea germinal en las regiones armazón, CDR1 y CDR2, así como en la CDR3 
reordenada somáticamente.

Puesto que el sistema inmunitario adaptativo funciona en parte por expansión clonal de células que expresan TCR y 
BCR únicos, es importante medir con precisión los cambios en la abundancia total de cada uno de los clones de 
linfocitos T o linfocitos B, para entender la dinámica de una respuesta inmunitaria adaptativa. Por ejemplo, un ser 5
humano sano tiene unos pocos millones de cadenas de TCRß reordenadas únicas, cada una transportada en 
cientos a miles de linfocitos T clonales, del casi trillón de linfocitos T en un individuo sano. Usando avances en la 
secuenciación de alta capacidad, recientemente ha surgido un nuevo campo de la inmunología molecular para el 
perfil de amplios repertorios de TCR y BCR. Se describen composiciones y métodos para la secuenciación de 
secuencias de genes de receptores del sistema inmunitario adaptativo reordenados y para la determinación del 10
clonotipo en los documentos U.S.A.N. 13/217.126 (US2012058902), U.S.A.N. 12/794.507 (USO2010330571);
PCT/US2011/026373 (WO2011106738); PCT/US2011/049012 (WO2012027503); y WO2010053587.

Hasta la fecha, se han usado diferentes estrategias para secuenciar ácidos nucleicos que codifican receptores del 
sistema inmunitario adaptativo cuantitativamente con alto rendimiento, y estas estrategias se pueden distinguir, por 
ejemplo, por el procedimiento que se usa para amplificar las regiones que codifican el CDR3, y por la elección de la 15
secuenciación del ADN genómico (ADNg) o ARN mensajero (ARNm). 

La secuenciación del ARNm es un método potencialmente más fácil que la secuenciación del ADNg, porque los 
sucesos de corte y empalme del ARNm eliminan el intrón entre los segmentos J y C. Esto permite la amplificación de 
los receptores del sistema inmunitario adaptativo (p. ej., TCR o Ig) que tienen diferentes regiones V y regiones J 
usando un cebador de PCR 3' común en la región C. Para cada TCRβ, por ejemplo, los 13 segmentos J tienen todos 20
menos de 60 pares de bases (pb) de longitud. Por lo tanto, los sucesos de corte y empalme dan secuencias de 
polinucleótidos idénticas que codifican las regiones constantes de TCRβ (independientemente de que secuencias V 
y J se usen) con menos de 100 pb de la unión VDJ reordenada. Después, el ARNm cortado y empalmado se puede 
transcribir de forma inversa en ADN complementario (ADNc) usando cebadores poli-dT complementarios de la cola 
de poli-A del ARNm, cebadores pequeños aleatorios (normalmente hexámeros o nonámeros) u oligonucleótidos 25
específicos del segmento C. Esto produciría una biblioteca no sesgada de ADNc de TCR (porque todos los ADNc 
son cebados con el mismo oligonucleótido, sea poli-dT, hexámero aleatorio u oligómero específicos de segmento C), 
que después se puede secuenciar para obtener información sobre el segmento V y J usado en cada reordenación, 
así como la secuencia específica del CDR3. Dicha secuenciación podría usar tecnología de CDR3 que abarca 
lecturas largas ("lectura larga") individuales, o en su lugar podría implicar el ensamblaje al azar ("shotgun") de las 30
secuencias más largas usando bibliotecas fragmentadas y lecturas de secuencia más cortas de mayor rendimiento. 

Los esfuerzos para cuantificar el número de células en una muestra que expresan un TCR reordenado particular (o 
Ig) basado en la secuenciación de ARNm eran, no obstante, difíciles de interpretar, porque cada célula expresa 
potencialmente diferentes cantidades de ARNm de TCR. Por ejemplo, los linfocitos T activados in vitro tienen 10-100 
veces más ARNm por célula que los linfocitos T quiescentes. Hasta la fecha, hay información muy limitada sobre la 35
cantidad relativa de ARNm de TCR en linfocitos T de diferentes estados funcionales, y por lo tanto, la cuantificación 
del ARNm en masa no mide necesariamente de forma precisa el número de células que llevan cada una 
reordenación de TCR clonal. 

La mayoría de los linfocitos T, por otra parte, tienen un gen de TCRα reordenado productivamente y un gen de TCRβ
reordenado productivamente (o dos TCRγ y TCRδ reordenados), y la mayoría de los linfocitos B tienen un gen de 40
cadena pesada de Ig reordenado productivamente y un gen de cadena ligera de Ig reordenado productivamente 
(sea IGK o IGL) de modo que la cuantificación en una muestra de ADN genómico que codifica los TCR y BCR 
debería correlacionarse directamente, respectivamente, con el número de linfocitos T o B en la muestra. La 
secuenciación genómica de polinucleótidos que codifican una cualquiera o más de las cadenas de receptor 
inmunitario del sistema adaptativo implica convenientemente amplificar con igual eficacia todas de las muchas 45
posibles secuencias de CDR3 reordenadas que están presentes en una muestra que contiene ADN de células 
linfoides de un sujeto, seguido de secuenciación cuantitativa, de modo que se puede obtener una medición 
cuantitativa de la abundancia relativa de cada clonotipo de CDR3 reordenado. 

Sin embargo, se encuentran dificultades con dichos procedimientos, en cuanto que puede no lograrse fácilmente las 
eficacias de amplificación y secuenciación para cada clon reordenado usando PCR multiplexada. Por ejemplo, en el 50
TCRB cada clon usa uno de 54 posibles genes que codifican la región V de la línea germinal y uno de 13 posibles 
genes que codifican la región J. La secuencia de ADN de los segmentos V y J es necesariamente diversa, con el fin 
de generar un repertorio inmunitario adaptativo diverso. Esta diversidad de secuencia hace que sea imposible 
diseñar una secuencia de cebador universal única que se reasocie con todos los segmentos V (o segmentos J) con 
igual afinidad, y produzca muestras de ADN complejas en las que la determinación precisa de las múltiples 55
secuencias distintas contenidas en las mismas está impedida por limitaciones técnicas basadas en la capacidad de 
cuantificar una pluralidad de especies moleculares simultáneamente usando la amplificación multiplexada y la 
secuenciación de alto rendimiento. 

Uno o más factores pueden dar lugar a artefactos que sesgan la correlación entre los resultados de datos de 
secuenciación y el número de copias en un clonotipo de entrada, comprometiendo la capacidad de obtener datos 60
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cuantitativos fiables a partir de las estrategias de secuenciación que se basan en amplificación multiplexada de un 
colección muy diversa de moldes de genes de TCRβ. Estos artefactos a menudo son resultado del uso desigual de 
diversos cebadores durante la etapa de amplificación multiplexada. Dicho uso sesgado de uno o más cebadores 
oligonucleótidos en una reacción multiplexada que usa diversos moldes de amplificación, puede surgir como una 
función de las diferentes cinéticas de reasociación debido a una o más diferencias en la composición de bases 5
nucleotídicas de los moldes y/o cebadores oligonucleótidos, diferencias en la longitud de moldes y/o cebadores, la 
polimerasa particular que se usa, las temperaturas de la reacción de amplificación (p. ej., temperaturas de 
reasociación, alargamiento y/o desnaturalización), y/u otros factores (p. ej., Kanagawa, 2003 J. Biosci. Bioeng. 
96:317; Day et al., 1996 Hum. Mol. Genet. 5:2039; Ogino et al., 2002 J. Mol. Diagnost. 4:185; Barnard et al., 1998 
Biotechniques 25:684; Aird et al., 2011 Genome Biol. 12:R18).10

Claramente, siguen siendo necesarias composiciones y métodos mejorados que permitirán la cuantificación precisa 
de la diversidad de secuencias de ADN que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en muestras 
complejas, de una forma que evite los resultados sesgados tales como representación errónea mayor o menos de 
secuencias individuales debido a sesgos en la amplificación de moldes específicos en un conjunto de cebadores 
oligonucleótidos usado para la amplificación multiplexada de una población de ADN molde compleja. Las 15
realizaciones aquí descritas abordan esta necesidad y proporcionan otras ventajas relacionadas. 

Compendio de la invención

Una composición para normalizar la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, que 
puede amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o más receptores del sistema 
inmunitario adaptativo en una muestra biológica, que comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas de 20
células linfoides de un sujeto mamífero, comprendiendo cada receptor del sistema inmunitario adaptativo una región 
variable y una región de unión, comprendiendo la composición una pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen 
una pluralidad de secuencias de oligonucleótido de fórmula general: 5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' [I] en donde: (a) 
V es un polinucleótido que comprende al menos 20 y no más de 1000 nucleótidos contiguos de una región variable 
(V) del receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y comprendiendo cada polinucleótido V 25
una secuencia de oligonucleótido única; (a) J es un polinucleótido que comprende al menos 15 y no más de 600 
nucleótidos contiguos de una región de unión (J) del receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su 
complementario, y comprendiendo cada polinucleótido J una secuencia de oligonucleótido única; (c) U1 es nada o 
comprende una secuencia de oligonucleótido que se selecciona de (i) una primera secuencia de oligonucleótido 
adaptador universal, y (ii) una primera secuencia de oligonucleótido específico de plataforma de secuenciación, que 30
está unida a y situada 5' respecto a una primera secuencia de oligonucleótido adaptador universal; (c) U2 es nada o 
comprende una secuencia de oligonucleótido que se selecciona de (i) una segunda secuencia de oligonucleótido 
adaptador universal, y (ii) una segunda secuencia de oligonucleótido específico de plataforma de secuenciación, que 
está unida a y situada 5' respecto a una segunda secuencia de oligonucleótido adaptador universal; (e) B1, B2, B3 y 
B4 son cada uno independientemente nada o cada uno comprende un oligonucleótido B que comprende una 35
secuencia de código de barras de 3-25 nucleótidos contiguos, en donde cada B1, B2, B3 y B4 comprende una 
secuencia de oligonucleótidos que identifica de forma única, como una combinación emparejada, (i) la secuencia de 
oligonucleótido V única de (a) y (ii) la secuencia de oligonucleótido J única de (b); (f) R es nada o comprende un sitio 
de reconocimiento de enzimas de restricción que comprende una secuencia de oligonucleótido que está ausente en 
(a)-(e), y en donde: (g) la pluralidad de oligonucleótidos molde comprende al menos a o al menos b secuencias de 40
oligonucleótidos únicas, la que sea más larga, en donde a es el número de segmentos génicos que codifican la 
región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto, y b es el número de segmentos génicos 
que codifican la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto, y la composición 
comprende al menos un oligonucleótido molde para cada polinucleótido V único y al menos un oligonucleótido molde 
para cada polinucleótido J único. 45

En una realización, a es de 1 a un número de segmentos génicos V máximo en el genoma de mamífero del sujeto. 
En otra realización, b es de 1 a un número de segmentos génicos J máximo en el genoma de mamífero del sujeto. 
En otras realizaciones, a es 1 o b es 1.

En algunas realizaciones, la pluralidad de oligonucleótidos molde comprende al menos (a x b) secuencias de 
oligonucleótidos únicas, donde a es el número de segmentos génicos que codifican la región V del receptor del 50
sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto mamífero, y b es el número de segmentos génicos que codifican 
la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto mamífero, y la composición comprende 
al menos un oligonucleótido molde para cada combinación posible de un segmento génico que codifica la región V y 
un segmento génico que codifica la región J.  En una realización, J comprende una región constante de la secuencia 
génica que codifica la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo.55

En otra realización, el receptor del sistema inmunitario adaptativo se selecciona del grupo que consiste en TCRB, 
TCRG, TCRA, TCRD, IGH, IGK e IGL. En algunas realizaciones, el polinucleótido V de (a) codifica un polipéptido de 
la región V del receptor TCRB, TCRG, TCRA, TCRD, IGH, IGK o IGL. En otras realizaciones, el polinucleótido J de 
(b) codifica un polipéptido de la región J del receptor  TCRB, TCRG, TCRA, TCRD, IGH, IGK o IGL.

En algunas realizaciones, hay un codón de parada entre V y B2.60
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En una realización, cada oligonucleótido molde en la pluralidad de oligonucleótidos moldes está presente en una 
cantidad sustancialmente equimolar. En otra realización, la pluralidad de oligonucleótidos molde tiene una pluralidad 
de secuencias de fórmula general (I) que se selecciona de: (1) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de 
fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias V y J de TCRB expuestas en al menos 
un conjunto de 68 SEQ ID NO de V y J de TCRB en las figuras 5a-5l como conjunto 1 de V/J de TCRB, conjunto 2 5
de V/J de TCRB, conjunto 3 de V/J de TCRB, conjunto 4 de V/J de TCRB, conjunto 5 de V/J de TCRB, conjunto 6 de 
V/J de TCRB, conjunto 7 de V/J de TCRB, conjunto 8 de V/J de TCRB, conjunto 9 de V/J de TCRB, conjunto 10 de 
V/J de TCRB, conjunto 11 de V/J de TCRB, conjunto 12 de V/J de TCRB y conjunto 13 de V/J de TCRB; (2) la 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las 
secuencias de V y J de TCRG expuestas en al menos un conjunto de 14 SEQ ID NO de V y J de TCRG en las 10
figuras 6a y 6b como conjunto 1 de V/J de TCRG, conjunto 2 de V/J de TCRG, conjunto 3 de V/J de TCRG, conjunto 
4 de V/J de TCRG y conjunto 5 de V/J de TCRG; (3) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula 
general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias de V y J de IGH expuestas en al menos un 
conjunto de 127 SEQ ID NO de V y J de IGH en las figuras 7a-7m como conjunto 1 de V/J de IGH, conjunto 2 de V/J 
de IGH, conjunto 3 de V/J de IGH, conjunto 4 de V/J de IGH, conjunto 5 de V/J de IGH, conjunto 6 de V/J de IGH, 15
conjunto 7 de V/J de IGH, conjunto 8 de V/J de IGH y conjunto 9 de V/J de IGH; (4)

la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 3157-4014; (5) 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 4015-4084; (6) 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 4085-5200; (7) 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 5579-5821; (8) 20
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 5822-6066; y (9) 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 6067-6191.

En algunas realizaciones, V es un polinucleótido que comprende al menos 30, 60, 90, 120, 150, 180 o 210 
nucleótidos contiguos de la secuencia génica que codifica la región V del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo, o su complementario. En otra realización, V es un polinucleótido que comprende como máximo 900, 800, 25
700, 600 o 500 nucleótidos contiguos de la secuencia génica que codifica la región V del receptor del sistema 
inmunitario adaptativo, o su complementario. 

En otra realización, J es un polinucleótido que comprende al menos 16-30, 31-60, 61-90, 91-120 o 120-150 
nucleótidos contiguos de la secuencia génica que codifica la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo, 
o su complementario. En otra realización, J es un polinucleótido que comprende como máximo 500, 400, 300 o 200 30
nucleótidos contiguos de la secuencia génica que codifica la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo, 
o su complementario.

En algunas realizaciones, cada oligonucleótido molde es menor que 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300 o 200 
nucleótidos de longitud.

En otras realizaciones, la composición incluye un conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar 35
moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o más receptores del sistema inmunitario adaptativo, 
que comprende una pluralidad a' de cebadores oligonucleótidos del segmento V únicos y una pluralidad b' de 
cebadores oligonucleótidos del segmento J únicos. En algunas realizaciones a' es de 1 a un número de segmentos 
génicos V máximo en el genoma del mamífero, y b' es de 1 a un número de segmentos génicos J máximo en el 
genoma del mamífero. En una realización, a' es a. En otra realización, b' es b. 40

En otra realización más, cada cebador oligonucleótido de segmento V y cada cebador oligonucleótido de segmento J 
en el conjunto de cebadores oligonucleótidos, es capaz de hibridar específicamente con al menos un oligonucleótido 
molde en una pluralidad de oligonucleótidos molde. En otras realizaciones, cada cebador oligonucleótido de 
segmento V comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos que es complementaria 
de al menos un segmento génico que codifica la región V del receptor del sistema inmunitario adaptativo. En otra 45
realización, cada cebador oligonucleótido de segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 
nucleótidos contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región J del receptor 
del sistema inmunitario adaptativo.

En otras realizaciones, la composición comprende al menos un oligonucleótido molde que tiene una secuencia de 
oligonucleótido de fórmula general (I) con la que puede hibridar específicamente cada cebador oligonucleótido de 50
segmento V, y al menos un oligonucleótido molde que tiene una secuencia de oligonucleótido de fórmula general (I) 
con la que puede hibridar específicamente cada cebador oligonucleótido de segmento J. 

La invención comprende un método para determinar el potencial de amplificación de ácido nucleico no uniforme 
entre miembros de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, que es capaz de amplificar moléculas de ácido 
nucleico reordenadas que codifican uno o más receptores del sistema inmunitario adaptativo, en una muestra 55
biológica que comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero. El 
método incluye etapas de: (a) amplificar la composición como se describe en la presente memoria en una reacción 
de PCR multiplexada para obtener una pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados; (b) secuenciar dicha 
pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados para determinar, para cada oligonucleótido molde único que 
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comprende dicha pluralidad, (i) una secuencia de oligonucleótido molde y (ii) una frecuencia de aparición de dicha 
secuencia de oligonucleótido molde; y (c) comparar una frecuencia de aparición de cada una de dichas secuencias 
de oligonucleótido molde con una distribución esperada, en donde dicha distribución esperada se basa en relaciones 
molares predeterminadas de dicha pluralidad de oligonucleótidos molde que comprende dicha composición, y en 
donde una desviación entre dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de oligonucleótidos molde y dicha 5
distribución esperada indica una potencial amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros del 
conjunto de cebadores de amplificación de oligonucleótidos. 

En una realización, las relaciones molares predeterminadas son equimolares. En otra realización, la distribución 
esperada comprende un nivel uniforme de amplificación para dicho conjunto de oligonucleótidos molde amplificados 
por dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos. En otra realización más, cada molécula de ácido nucleico molde 10
amplificada es de menos de 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80 o 70 nucleótidos de longitud.

El método incluye etapas que comprenden para cada miembro del conjunto de cebadores oligonucleótidos que 
presentan potencial de amplificación no uniforme con respecto a la distribución esperada, ajustar la representación 
relativa de los miembros cebadores oligonucleótidos en el conjunto de cebadores de amplificación de 
oligonucleótidos. En una realización, el ajuste comprende aumentar la representación relativa del miembro en el 15
conjunto de cebadores oligonucleótidos, corrigiendo así el potencial de amplificación de ácidos nucleicos no 
uniforme entre los miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos. En otra realización, el ajuste comprende 
disminuir la representación relativa del miembro en el conjunto de cebadores oligonucleótidos, corrigiendo así el 
potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre los miembros del conjunto de cebadores 
oligonucleótidos.20

En otras realizaciones, el conjunto de cebadores oligonucleótidos no incluye cebadores oligonucleótidos que 
hibriden específicamente con un pseudogén u orfón de la región V, o con un pseudogén u orfón de la región J. 

El método también incluye etapas que comprenden: para cada miembro del conjunto de los cebadores 
oligonucleótidos de amplificación que presenta potencial de amplificación no uniforme con respecto a la distribución 
esperada, el cálculo de una frecuencia proporcionalmente mayor o menor de aparición de las moléculas de ácido 25
nucleico molde amplificadas, cuya amplificación es promovida por dicho miembro, corrigiendo así el potencial de 
amplificación de ácido nucleico no uniforme entre miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos. 

La invención incluye un método para cuantificar una pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas que 
codifican uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica, que 
comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero, comprendiendo 30
cada receptor del sistema inmunitario adaptativo una región variable (V) y una región de unión (J), comprendiendo el 
método: (A) amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas en una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
multiplexada, que comprende: (1) moléculas de ácido nucleico reordenadas de la muestra biológica que comprende 
células linfoides del sujeto mamífero; (2) la composición como se describe en la presente memoria, en donde está 
presente un número conocido de cada uno de la pluralidad de oligonucleótidos molde que tiene una secuencia de 35
oligonucleótido única; (3) un conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación que es capaz de amplificar 
moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario 
adaptativo de la muestra biológica. 

En algunas realizaciones, el conjunto de cebadores comprende: (a) en cantidades sustancialmente equimolares, una 
pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento V que son cada uno independientemente capaces de hibridar 40
específicamente con al menos un polinucleótido que codifica un polipéptido de la región V del receptor del sistema 
inmunitario adaptativo o su complementario, en donde cada cebador del segmento V comprende una secuencia de 
nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que 
codifica la región V del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional, y en donde la pluralidad de cebadores 
del segmento V hibrida específicamente sustancialmente con todos los segmentos génicos que codifican la región V 45
del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional que están presentes en la composición, y (b) en cantidades 
sustancialmente equimolares, una pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento J que son 
independientemente capaces de hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que codifica un polipéptido 
de la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo o su complementario, en donde cada cebador del 
segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos que es complementaria 50
de al menos un segmento génico que codifica la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional y 
en donde la pluralidad de cebadores del segmento J hibridan específicamente sustancialmente con todos los 
segmentos génicos que codifican la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional que están 
presentes en la composición.

En otro experimento, los cebadores oligonucleótidos del segmento V y el segmento J son capaces de promover la 55
amplificación en dicha reacción en cadena de la polimerasa (PCR) multiplexada de (i) sustancialmente todos los 
oligonucleótidos molde en la composición para producir una multiplicidad de oligonucleótidos molde amplificados, 
siendo suficiente dicha multiplicidad de moléculas de ácido nucleico molde amplificadas para cuantificar la diversidad 
de los oligonucleótidos molde en la composición, y (ii) sustancialmente todas las moléculas de ácido nucleico 
reordenadas que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en la muestra biológica, para producir una 60
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multiplicidad de moléculas de ADN reordenadas amplificadas, siendo suficiente dicha multiplicidad de moléculas de 
ácido nucleico reordenadas amplificadas para cuantificar la diversidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas 
en el ADN de la muestra biológica. 

En una realización, cada molécula de ácido nucleico amplificada en la pluralidad de oligonucleótidos molde 
amplificados y en la pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas es de menos de 1000 5
nucleótidos de longitud; (B) secuenciar cuantitativamente dichos oligonucleótidos molde y dichas moléculas de ácido 
nucleico reordenadas amplificadas para cuantificar (i) un número de productos molde de oligonucleótidos molde 
amplificados que contienen al menos una secuencia de oligonucleótido de código de barras, y (ii) un número de 
productos reordenados de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que carecen de una secuencia de 
oligonucleótido de código de barras; (C) calcular un factor de amplificación dividiendo el número de productos molde 10
de (B)(i) entre el número conocido de cada uno de la pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen una secuencia 
de oligonucleótido única de (A)(2); y (D) dividir el número de productos reordenados de (B)(ii) entre el factor de 
amplificación calculado en (C) para cuantificar el número de moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican 
receptores del sistema inmunitario adaptativo únicos en la muestra. 

En otras realizaciones, el número cuantificado de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que 15
codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo únicos en la muestra es el número de moldes de genoma de 
linfocitos B únicos o linfocitos T únicos en la muestra. 

La invención incluye un método para calcular un factor de amplificación medio en un ensayo de PCR multiplexado, 
que comprende: obtener una muestra biológica que comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas de células 
linfoides de un sujeto mamífero; poner en contacto dicha muestra con una cantidad conocida de oligonucleótidos 20
molde que comprenden una composición como se describe en la presente memoria; amplificar los oligonucleótidos 
molde y las moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides del sujeto mamífero en una reacción de 
PCR multiplexada para obtener una pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados y una pluralidad de moléculas 
de ácido nucleico reordenadas amplificadas; secuenciar dicha pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados 
para determinar, para cada oligonucleótido molde único que incluye dicha pluralidad, (i) una secuencia de 25
oligonucleótido molde y (ii) una frecuencia de aparición de dicha secuencia de oligonucleótido molde; y determinar 
un factor de amplificación medio para dicha reacción de PCR multiplexada basado en un número medio de copias 
de dicha pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados y dicha cantidad conocida de dichos oligonucleótidos 
molde. 

El método incluye también secuenciar dicha pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas de 30
células linfoides del sujeto mamífero para determinar para cada molécula de ácido nucleico reordenada única que 
incluye dicha pluralidad, i) una secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada y (ii) un número de apariciones 
de dicha secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada; y determinar el número de células linfoides en dicha 
muestra, basado en el factor de amplificación medio para dicha reacción de PCR multiplexada y dicho número de 
apariciones de dichas moléculas de ácido nucleico reordenadas. 35

En otras realizaciones, el método comprende determinar el número de células linfoides en dicha muestra, 
comprende generar una suma del número de apariciones de cada una de dichas secuencias de ácido nucleico 
reordenadas amplificadas y dividir dicha suma entre dicho factor de amplificación medio. En algunas realizaciones, 
la cantidad conocida es una copia de cada uno de dichos oligonucleótidos molde. En una realización, 100 ≤ a ≤ 500. 
En otra realización, 100 ≤b≤500.40

Se proporciona un método para corregir el sesgo de la amplificación en una reacción de amplificación de PCR 
multiplexada para cuantificar moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o una pluralidad de 
receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende moléculas de ácido nucleico 
reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero, que comprende: (a) poner en contacto dicha muestra con 
una composición descrita en la presente memoria para generar dicha muestra enriquecida en moldes, en donde 45
dichos moldes y dichas moléculas de ácido nucleico reordenadas comprenden las correspondientes secuencias de 
la región V y J; (b) amplificar dicha muestra enriquecida en moldes en una reacción de PCR multiplexada para 
obtener una pluralidad de oligonucleótidos molde amplificados y una pluralidad de moléculas de ácido nucleico 
reordenadas amplificadas de receptores del sistema inmunitario adaptativo; (c) secuenciar dicha pluralidad de 
oligonucleótidos molde amplificados para determinar, para cada oligonucleótido molde único que compone dicha 50
pluralidad, (i) una secuencia de oligonucleótido molde y (ii) una frecuencia de aparición de dicha secuencia de 
oligonucleótido molde; (d) secuenciar dicha pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que 
codifican uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo, para cada una de las moléculas de
ácido nucleico reordenadas únicas que codifican dicha pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo 
que componen dicha pluralidad, (i) una secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada y (ii) una frecuencia de 55
aparición de dicha secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada; (e) comparar la frecuencia de aparición de 
dichas secuencias de oligonucleótido molde con una distribución esperada, en donde dicha distribución esperada se 
basa en relaciones molares predeterminadas de dicha pluralidad de oligonucleótidos molde que componen dicha 
composición, y en donde una desviación entre dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de 
oligonucleótidos molde y dicha distribución esperada indica una potencial amplificación de ácidos nucleicos no 60
uniforme entre miembros del conjunto de cebadores de amplificación de oligonucleótidos; (f) generar un conjunto de 
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valores de corrección para un conjunto de moléculas molde y secuencias de moléculas de ácido nucleico 
reordenadas amplificadas por dichos miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación que 
tienen dicho potencial de amplificación de ácido nucleico no uniforme indicado, en donde dicho conjunto de valores 
de corrección corrige el sesgo de la amplificación en dicha reacción de PCR multiplexada; y (g) opcionalmente 
aplicar dicho conjunto de valores de corrección a dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de moléculas 5
de ácido nucleico reordenadas para corregir el sesgo de la amplificación en dicha reacción de PCR multiplexada.

La invención comprende un kit, que comprende: reactivos que comprenden: una composición que comprende una 
pluralidad de oligonucleótidos molde y un conjunto de cebadores oligonucleótidos como se describen en la presente 
memoria; instrucciones para determinar el potencial de amplificación de ácido nucleico no uniforme entre miembros 
del conjunto de cebadores oligonucleótidos, que son capaces de amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas 10
que codifican uno o más receptores del sistema inmunitario adaptativo, en una muestra biológica que comprende 
moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero.

En otra realización, el kit comprende instrucciones para corregir uno o más miembros del conjunto de cebadores 
oligonucleótidos que tienen un potencial de amplificación de ácido nucleico no uniforme.

En otras realizaciones, el kit comprende instrucciones para cuantificar el número de moléculas de ácido nucleico 15
reordenadas que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en la muestra. 

Estos y otros aspectos de las realizaciones de la invención descrita en la presente memoria serán evidentes tras la 
referencia a la siguiente descripción detallada y dibujos adjuntos.

Breve descripción de las diferentes vistas de los dibujos.

Estos y otras características, aspectos y ventajas de la presente invención se entenderán mejor con respecto a la 20
siguiente descripción y dibujos que acompañan, donde: 

La figura (Fig.) 1 muestra un diagrama esquemático de un oligonucleótido molde de ejemplo para usar en la 
normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de 
amplificar el ADN reordenado que codifica un receptor del sistema inmunitario adaptativo (TCR o BCR). U1, U2, 
oligonucleótidos adaptadores universales; B1-4, oligonucleótidos de código de barras; V, oligonucleótido de la región 25
variable; J, oligonucleótido de la región de unión; R, sitio de reconocimiento de enzima de restricción; S, codón de 
parada opcional.

La figura 2 muestra frecuencias después de amplificación de secuencias de segmentos génicos de V de TCRB 
individuales amplificadas a partir de una composición de oligonucleótidos molde normalizada (un grupo equimolar de 
los moldes expuestos en las SEQ ID NO: 872-1560) usando una mezcla equimolar (no ajustada) de 52 cebadores 30
de PCR (SEQ ID NO: 1753-1804) y cuantitativamente secuenciados en el secuenciador de ADN Illumina HiSeq™. 
La frecuencia en ausencia de sesgo se calculó como 0,0188.

La figura 3 muestra los resultados de la secuenciación cuantitativa después de amplificación cruzada de los 
oligonucleótidos molde usando cebadores específicos de la región V de TCRB. El eje Y indica cebadores de 
amplificación individuales (SEQ ID NO: 1753-1804) que estaban presentes en cada reacción de amplificación 35
separada con doble concentración molar (2X) de los otros cebadores del mismo conjunto de cebadores, para la 
amplificación de una composición de oligonucleótidos molde de normalización (una mezcka equimolar de los moldes 
se expone en las in SEQ ID NO: 872-1560); el eje X no está marcado pero los datos se presentan en el mismo orden 
que para el eje Y, representando el eje X los correspondientes moldes de genes de V amplificados identificados por 
secuenciación cuantitativa. Los cuadrados negros indican que no hay cambio en el grado de amplificación con el 40
respectivo cebador presente en 2X respecto a las concentraciones equimolares de todos los otros cebadores; los 
cuadrados blancos indican aumento de 10 veces en la amplificación; los cuadrados grises indican grados 
intermedios (en un gradiente de escala de grises) de amplificación entre cero y 10 veces. La línea diagonal de 
cuadrados blancos indica que 2X la concentración para un cebador dado producía un aumento de aproximadamente 
10 veces en la amplificación del respectivo molde para la mayoría de los cebadores. Los cuadrados blancos fuera de 45
la diagonal indican moldes no correspondientes con los que algunos cebadores eran capaces de reasociarse y 
amplificar. 

La figura 4 muestra las frecuencias después de amplificación de las secuencias de segmentos génicos de V de 
TCRB individuales de una composición de oligonucleótidos molde de normalización (un grupo equimolar de los 
moldes expuesto en las SEQ ID NO: 872-1560), usando concentraciones equimolares de todos los miembros de un 50
conjunto de cebadores de amplificación de TCRB (SEQ ID NO: 1753-1804) antes del ajuste para el sesgo del uso 
del cebador (barras negras, todos los cebadores de la región V en concentraciones equimolares), y usando el mismo 
conjunto de cebadores (SEQ ID NO: 1753-1804) después de ajustar múltiples concentraciones de cebadores 
individuales para compensar el sesgo (barras grises, las concentraciones de cebadores muy eficaces eran menores 
y las concentraciones de cebadores poco eficaces eran mayores, véase la tabla 6). Las frecuencias después de 55
amplificación se determinaron por secuenciación cuantitativa en el secuenciador de ADN Illumina HiSeq™.
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Las figuras 5a-5l muestran conjuntos de V/J de TCRB (68 V + 13 J) para usar en composiciones de moldes que 
comprenden una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general 5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' 
[I], para usar en la normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que 
es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica uno o una pluralidad de polipéptidos de cadena β de receptor 
de linfocitos T humanos (TCRB).5

Las figuras 6a y 6b muestran conjuntos de V/J de TCRG (14 V + 5 J) para usar en composiciones molde que 
comprenden una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general 5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' 
[I], para usar en la normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que 
es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica uno o una pluralidad de cadenas γ de receptor de linfocitos T 
humano (TCRG).10

Las figuras 7a-7m muestran conjuntos de V/J de IGH (127 V + 9 J) para usar en composiciones de molde que 
comprenden una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general 5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' 
[I], para usar en la normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que 
es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica uno o una pluralidad de polipéptidos de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana (IGH).15

La Fig. 8 muestra los resultados de calcular un factor de amplificación para cada pareja VJ en una composición 
molde que se añadía a una amplificación de PCR multiplexada de secuencias de IGH y después promediar el factor 
de amplificación a través de todos los moldes sintéticos para calcular el número de veces de cubrimiento de 
secuencia a lo largo de las moléculas molde sintéticas.

La Fig. 9 muestra una gráfica del número de linfocitos B que se calculó usando una composición de molde sintético y 20
factor de amplificación como se describe en la presente memoria, frente al número conocido de linfocitos B usado 
como una fuente de moldes de ADN naturales. 

La Fig. 10 muestra un recuento antes de secuenciación de amplificación de PCR para cada una de las 1116 
moléculas de control sesgo VJ de IGH y las 243 moléculas de control de sesgo DJ de IGH.

La Fig. 11 muestra las iteraciones de TCRB-cebador para los moldes de VJ de TCRB sintéticos frente al sesgo de 25
amplificación relativo.

La Fig. 12 muestra las iteraciones de cebador de IGH para los moldes de VJ de IGH sintéticos frente al sesgo de 
amplificación relativo.

La Fig. 13 muestra el sesgo de amplificación relativo para 27 moldes sintéticos de DJ de IGH del gen de V.

Las Figs. 14a-d muestran las iteraciones cebador de TCRG para 55 moldes sintéticos de VJ de TCRG. El sesgo 30
relativo de amplificación se determinó para los cebadores de VJ de TCRG antes de la corrección de control del 
sesgo químico (Fig. 14a), 1ª iteración de la corrección química (Fig. 14b), 2ª iteración de la corrección química (Fig. 
14c), e iteración final de corrección química (Fig. 14d).

Descripción detallada de la invención

La presente invención proporciona, en algunas realizaciones y como se describe en la presente memoria, 35
composiciones y métodos que son útiles para la cuantificación fiable de poblaciones grandes y estructuralmente 
diversas de genes reordenados que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo, tales como 
inmunoglobulinas (Ig) y/o receptores de linfocitos T (TCR). Estos genes reordenados pueden estar presentes en una 
muestra biológica que contiene ADN de células linfoides de un sujeto o fuente biológica, incluyendo un sujeto 
humano. 40

Una "molécula de ácido nucleico reordenada", como se usa en la presente memoria, puede incluir cualquier ADN 
genómico, ADNc o ARNm obtenido directa o indirectamente de una línea de células linfoides que incluye secuencias 
que codifican un receptor del sistema inmunitario adaptativo reordenado.

Se describen en la presente memoria procedimientos inesperadamente ventajosos para la normalización y 
calibración de conjuntos de cebadores oligonucleótidos complejos que se usan en reacciones de amplificación de 45
ácidos nucleicos multiplexadas para generar una población de moléculas de ADN reordenadas amplificadas de una 
muestra biológica que contiene genes reordenados que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo, 
antes de la secuenciación cuantitativa de alto rendimiento de dichos productos amplificados. La amplificación 
multiplexada y la secuenciación de alto rendimiento de secuencias de ADN reordenadas que codifican TCR y BCR 
(IG), se describen, por ejemplo en Robins et al., 2009 Blood 114, 4099; Robins et al., 2010 Sci. Translat. Med. 50
2:47ra64; Robins et al., 2011 J. Immunol. Meth. doi:10.1016/j.jim.2011.09. 001; Sherwood et al. 2011 Sci. Translat. 
Med. 3:90ra61; U.S.A.N. 13/217,126 (Publicación US nº 2012/0058902), U.S.A.N. 12/794,507 (Publicación US nº 
2010/0330571), WO/2010/151416, WO/2011/106738 (PCT/US2011/026373), WO2012/027503 
(PCT/US2011/049012), U.S.A.N. 61/550.311 (US2013288237), U.S.A.N. 61/569,118(US2013253842); y WO 2010 
053587.55
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Brevemente y de acuerdo con la teoría no limitante, los presentes métodos y composiciones superan las 
imprecisiones que pueden surgir en los métodos actuales que cuantifican la diversidad de genes de TCR y BCR 
secuenciando los productos de la amplificación de ácidos nucleicos multiplexada. Para acomodar la amplia 
diversidad de secuencias de moldes de genes de TCR y BCR que pueden estar presentes en una muestra biológica, 
los conjuntos de cebadores oligonucleótidos usados en las reacciones de amplificación multiplexada típicamente 5
comprenden una amplia variedad de longitudes de secuencia y composiciones de nucleótidos (p. ej., contenido GC). 
Por consiguiente, en un conjunto dado de condiciones de reacción de amplificación, las eficacias con las que los 
cebadores se reasocian a y soportan la amplificación de sus secuencias molde cognadas, puede diferir 
notablemente, dando como resultado el uso no uniforme de diferentes cebadores, lo cual conduce a sesgos 
artificiales en la representación cuantitativa relativa de los diferentes productos de amplificación. 10

Por ejemplo, el uso en exceso relativo de algunos cebadores muy eficaces produce una mayor cantidad de 
representación de determinados productos de amplificación, y el poco uso relativo de algunos otros cebadores de 
baja eficacia, produce una menor cantidad de representación de algunos otros productos de amplificación.  La 
determinación cuantitativa de la cantidad relativa de cada especie de molde que está presente en la muestra que 
contiene ADN de células linfoides, que se logra por secuenciación de los productos amplificados, puede, entonces, 15
dar información errónea con respecto a la representación relativa real de las diferentes especies de molde en la 
muestra antes de la amplificación. En estudios piloto, por ejemplo, se observó que la PCR multiplexada, usando un 
conjunto de cebadores oligonucleótidos diseñado para ser capaz de amplificar una secuencia de cada posible gen 
de la región variable (V) de TCRB humano a partir de moldes de ADN de células linfoides humanas, no amplificaba 
uniformemente los segmentos génicos V de TCRB. En su lugar, algunos segmentos génicos V eran amplificados 20
relativamente en mayor cantidad (representando ∼10% de las secuencias totales) y los otros segmentos génicos V 
eran amplificados relativamente en menor cantidad (representando aproximadamente 4 x 10-3% de las secuencias 
totales); véase también, p. ej., la Fig. 2.

Para superar el problema de dicho uso sesgado de subpoblaciones de cebadores de amplificación, la presente 
descripción proporciona por primera vez una composición de moldes y métodos para la normalización de las 25
eficacias de amplificación de los miembros de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, donde el conjunto de 
cebadores es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica una pluralidad de receptores del sistema inmunitario 
adaptativo (TCR o Ig) en una muestra biológica que comprende ADN de células linfoides. La composición de moldes 
comprende una pluralidad de diversos oligonucleótidos molde de fórmula general (I) como se describe con mayor 
detalle en la presente memoria: 30

5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' (I)

Los oligonucleótidos molde constituyentes, de los cuales está compuesta la composición de moldes, son diversos 
con respecto a las secuencias de nucleótidos de los oligonucleótidos molde individuales. Por lo tanto, los 
oligonucleótidos molde individuales pueden variar en la secuencia de nucleótidos considerablemente entre sí, como 
una función de la variabilidad de secuencia significativa entre el gran número de posibles polinucleótidos de la región 35
variable (V) y de unión (J) de los TCR o BCR. Las secuencias de las especies de oligonucleótidos molde individuales 
pueden variar entre sí como una función de las diferencias de secuencia en los oligonucleótidos U1, U2, B (B1, B2, 
B3 y B4) y R, que están incluidos en un molde particular dentro de la pluralidad diversa de moldes. 

En algunas realizaciones, los oligonucleótidos código de barras B (B1, B2, B3 y B4) pueden comprender 
independiente y opcionalmente una secuencia de oligonucleótido de código de barras, en donde la secuencia de 40
código de barras se selecciona para identificar únicamente una combinación emparejada particular de una 
secuencia de oligonucleótido V única particular y una secuencia de oligonucleótido J única particular. La posición 
relativa de los oligonucleótidos código de barras B1 y B4 y los adaptadores universales permite ventajosamente la 
identificación rápida y cuantificación de los productos de amplificación de un oligonucleótido molde único dado por 
lecturas de secuencia cortas y secuenciación de extremos emparejados en secuenciadores de ADN automáticos (p. 45
ej., Illumina HiSeq™ o Illumina MiSEQ®, o GeneAnalyzer™-2, Illumina Corp., San Diego, CA). En particular, estas 
realizaciones y relacionadas permiten la rápida determinación de alto rendimiento de combinaciones específicas de 
una secuencia de V y una de J que están presentes en un producto de amplificación, para así caracterizar la eficacia 
de amplificación relativa de cada cebador específico de V y cada cebador específico de J, que pueden estar 
presentes en un conjunto de cebadores que es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica TCR o BCR en 50
una muestra. La verificación de las identidades y/o cantidades de los productos de amplificación se puede llevar a 
cabo por lecturas de secuencia más largas, que incluen opcionalmente lecturas de secuencia que se extienden a B2. 

Cuando se usa, cada oligonucleótido molde en la pluralidad de oligonucleótidos molde está presente en una 
cantidad sustancialmente equimolar, lo que en algunas realizaciones preferidas incluye preparaciones en las que las 
concentraciones molares de todos los oligonucleótidos están dentro de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 55
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 por ciento de cada uno. En algunas otras realizaciones preferidas 
proporcionadas en la presente memoria, los oligonucleótidos molde se considera que están presentes en una 
cantidad sustancialmente equimolar cuando las concentraciones molares de todos los oligonucleótidos están dentro 
de un orden de magnitud entre sí, incluyendo las preparaciones en las que la mayor concentración molar que puede 
tener cualquier especie de oligonucleótido molde única, no es mayor que 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 440, 400, 60
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350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40 o 30 por ciento mayor que la concentración molar a la que está 
presente la especie de oligonucleótido molde única que tiene la concentración más baja en la composición. 

De una forma similar, algunas realizaciones descritas en la presente memoria contemplan conjuntos de cebadores 
oligonucleótidos para la amplificación, en los que los cebadores componentes se pueden proporcionar en cantidades 
sustancialmente equimolares. Como también se describe en la presente memoria, de acuerdo con algunas otras 5
realizaciones, la concentración de uno o más cebadores en un conjunto de cebadores se puede ajustar 
deliberadamente de modo que algunos cebadores no están presentes en cantidades equimolares o en cantidades 
sustancialmente equimolares. 

La composición de moldes descrita en la presente memoria, en realizaciones preferidas, se puede usar como un 
molde de amplificación de ácidos nucleicos (p. ej., PCR) para caracterizar un conjunto de cebadores 10
oligonucleótidos, tal como los conjuntos complejos de cebadores oligonucleótidos del segmento V y el segmento J, 
que se pueden usar en la amplificación multiplexada de los genes de TCR o Ig reordenados, por ejemplo, un 
conjunto de cebadores como se proporcionan en la presente memoria o cualquiera de los conjuntos de cebadores 
descritos en Robins et al., 2009 Blood 114, 4099; Robins et al., 2010 Sci. Translat. Med. 2:47ra64; Robins et al., 
2011 J. Immunol. Meth. doi:10.1016/j.jim.2011.09. 001; Sherwood et al. 2011 Sci. Translat. Med. 3:90ra61; U.S.A.N. 15
13/217.126 (publicación US nº 2012/0058902), U.S.A.N. 12/794.507 (publicación US nº 2010/0330571), 
WO/2010/151416, WO/2011/106738 (PCT/US2011/026373), WO2012/027503 (PCT/US2011/049012), U.S.A.N. 
61/550.311 (US 2013288237), y U.S.A.N. 61/569.118 (US2013 253842), o similares.

Preferiblemente, todos los moldes en la composición de moldes para la normalización de la eficacia de la 
amplificación, que se describe en la presente memoria y que comprende una pluralidad de oligonucleótidos molde 20
que tienen diversas secuencias y la estructura general de la fórmula general (I), son oligonucleótidos 
sustancialmente de la misma longitud. Sin querer estar ligados por la teoría, se cree en general que en una reacción 
de amplificación de ácido nucleico tal como una reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la longitud del ADN 
molde puede influir en la eficacia de la amplificación de los cebadores oligonucleótidos afectando a la cinética de las 
interacciones entre cebadores y moléculas de ADN molde con las que se reasocian los cebadores por hibridación 25
específica dirigida por secuencia de nucleótidos, por complementariedad de las bases nucleotídicas. Se considera 
en general, que los moldes más largos funcionan menos eficazmente que los moldes relativamente más cortos. En 
algunas realizaciones, la composición de moldes presente descrita para la normalización de la eficacia de la 
amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos es capaz de amplificar el ADN reordenado que codifica 
una pluralidad de TCR y BCR, comprende una pluralidad de oligonucleótidos molde de fórmula general (I) como se 30
proporcionan en la presente memoria, en donde los oligonucleótidos molde son de una longitud idéntica o una 
longitud sustancialmente idéntica, que es como máximo 1000, 950, 900, 850, 800, 750, 700, 650, 600, 550, 500, 
450, 400, 350, 300, 250, 200, 150 o 100 nucleótidos de longitud, incluyendo todos los valores enteros entre estos. 

Por consiguiente, con el fin de reducir, eliminar o minimizar la potencial contribución a sesgos indeseables en el uso 
de cebadores oligonucleótidos durante la amplificación multiplexada, realizaciones preferidas descritas en la 35
presente memoria pueden usar una pluralidad de oligonucleótidos molde en donde todos los oligonucleótidos molde 
en la pluralidad de oligonucleótidos molde de secuencias diversas son sustancialmente de idéntica longitud. Una 
pluralidad de oligonucleótidos molde pueden ser de longitud sustancialmente idéntica cuando todos (p. ej., 100%) o 
la mayoría (p. ej., mayor que 50%) de dichos oligonucleótidos en una composición de moldes son oligonucleótidos 
que tiene cada uno exactamente el mismo número de nucleótidos, o donde uno o más oligonucleótidos molde en la 40
composición de moldes pueden variar en longitud entre sí como máximo en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 
46, 47, 48, 49, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 nucleótidos de longitud. Se apreciará a partir de la presente descripción que 
incluso en situaciones donde no todos los oligonucleótidos molde tienen exactamente la misma longitud, las 
composiciones y métodos descritos en la presente memoria todavía se pueden usar para determinar y 45
opcionalmente corregir el potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros de un conjunto 
de cebadores oligonucleótidos de amplificación. 

De acuerdo con determinadas realizaciones presentes descritas, (i) cada oligonucleótido molde de la composición 
de moldes presente descrita se proporciona en una cantidad sustancialmente equimolar, (ii) el conjunto de 
cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar el ADN reordenado que codifica una pluralidad de receptores 50
del sistema inmunitario adaptativo, comprende una pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento V que se 
proporcionan en cantidades sustancialmente equimolares, (iii) el conjunto de cebadores oligonucleótidos que es 
capaz de amplificar el ADN reordenado de una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo, 
comprende una pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento J que se proporcionan en cantidades 
sustancialmente equimolares, y (iv) la amplificación aumenta de scala linealmente con el número de moldes de 55
partida de una secuencia dada. 

Por lo tanto, se puede calcular un rendimiento esperado para el producto de amplificación de cada molde y asignar 
arbitrariamente un valor del nivel de amplificación uniforme teórico de 100%. Después de permitir que los conjuntos 
de cebadores amplifiquen las secuencias de los oligonucleótidos molde en una reacción de amplificación, cualquier 
desviación estadísticamente significativa de la equivalencia sustancial que se observe entre las proporciones 60
relativas de diferentes productos de amplificación indica que ha habido un sesgo (es decir, desigual eficacia) en el 
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uso de cebadores durante la amplificación. En otras palabras, las diferencias cuantitativas en las cantidades 
relativas de diferentes productos de amplificación que se obtienen, indican que no todos los cebadores en el 
conjunto de cebadores han amplificado sus respectivos moldes con eficacias comparables. Algunas realizaciones 
contemplan la asignación de un intervalo de tolerancias por encima y por debajo de un rendimiento teórico de 100%, 
de modo que cualquier nivel de amplificación dentro del intervalo de tolerancias se puede considerar como 5
equivalencia sustancial. 

En algunas de dichas realizaciones, el intervalo de los rendimientos de productos de amplificación se puede 
considerar como sustancialmente equivalente cuando los rendimientos de los productos están todos dentro del 
mismo orden de magnitud (p. ej., difieren en menos de un factor de diez). En algunas otras de dichas realizaciones, 
el intervalo de los rendimiento de los productos de amplificación se puede considerar sustancialmente equivalente 10
cuando los rendimientos del producto difieren entre sí en no más de 9 veces, 8 veces, 7 veces, 6 veces, 5 veces, 4 
veces o 3 veces. En algunas otras realizaciones, los rendimientos de productos que se pueden considerar que están 
dentro de un intervalo de tolerancia aceptable pueden ser mayores o menores que un rendimiento calculado de 
100% en tanto como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 100, o 200%.

Debido a que el método implica determinar la secuencia de nucleótidos de cada producto de amplificación usando 15
técnicas conocidas como parte del procedimiento de cuantificación, el o los cebadores responsables de la 
amplificación de cada producto único (definido por la secuencia) se puede identificar y se puede ajustar su o sus 
cantidades relativas en el conjunto de cebadores (p. ej., aumentar o disminuir de una forma estadísticamente 
significativa) en consecuencia. Las concentraciones de cebadores excesivamente eficaces en el conjunto de 
cebadores se pueden reducir con respecto a las concentraciones de otros cebadores, de modo que el nivel de 20
amplificación específica por dichos cebadores de moldes en la composición de moldes descrita en la presente 
memoria es sustancialmente equivalente al nivel de amplificación suministrado por la mayoría de cebadores que 
suministran el nivel de amplificación uniforme teórico, o que suministran un nivel que está dentro del intervalo de 
tolerancia aceptable. Las concentraciones de cebadores poco eficaces en el conjunto de cebadores se pueden 
aumentar con respecto a las concentraciones de otros cebadores, de modo que el nivel de amplificación específica 25
por dichos cebadores de moldes en la composición de moldes descrita en la presente memoria es sustancialmente 
equivalente al nivel de amplificación suministrado por la mayoría de cebadores que suministran el nivel de 
amplificación uniforme teórico, o que suministran un nivel dentro del intervalo de tolerancia aceptable.

Por consiguiente y como se describe en la presente memoria, se proporciona por lo tanto ahora una composición de 
moldes para la normalización de a eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que 30
está diseñado para amplificar secuencias codificantes para una repertorio completo de una cadena de TCR o Ig 
dada, un método para determinar la eficacia de amplificación no uniforme ("potencial de amplificación no uniforme") 
entre miembros de dicho conjunto de cebadores, y un método para corregir dicho potencial de amplificación no 
uniforme. Al proporcionar la composición de moldes descrita en la presente memoria como una referencia con la que 
se puede calibrar conjuntos de cebadores oligonucleótidos, y en realizaciones particulares, donde cada 35
oligonucleótido molde está presente en una cantidad sustancialmente equimolar de modo que se pueden ajustar las 
concentraciones de cebadores individuales para dar la amplificación sustancialmente uniforme de una matriz 
estructuralmente diversa de productos de amplificación, la presente descripción supera así ventajosamente los 
problemas descritos antes asociados con sesgos en la eficacia de cebadores individuales.  

Usando las composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria, se pueden identificar cebadores 40
individuales que tienen un potencial de amplificación no uniforme en virtud de su promoción de la amplificación no 
uniforme como se pone de manifiesto por la mayor (p. ej., mayor de una forma estadísticamente significativa) o 
menor (p. ej. menor de una forma estadísticamente significativa) amplificación de oligonucleótidos molde con 
respecto al nivel de amplificación uniforme, a pesar de la presencia en una reacción de amplificación (i) de todos los 
oligonucleótidos molde en cantidades sustancialmente equimolares entre sí, (ii) de todos los cebadores de segmento 45
V en cantidades sustancialmente equivalentes entre sí, y (iii) de todos los cebadores de segmento J en cantidades 
sustancialmente equimolares entre sí. 

Las concentraciones relativas de dichos cebadores se pueden entonces disminuir o aumentar para obtener un 
conjunto completo de cebadores modificados en el que no todos los cebadores están presentes en cantidades 
sustancialmente equimolares unos con respecto a otros, para compensar, respectivamente, el mayor o menor nivel 50
de amplificación con respecto al nivel de amplificación uniforme. Después, se puede volver a ensayar en el conjunto 
de cebadores su capacidad para amplificar todas las secuencias en la composición de moldes descrita en la 
presente memoria en el nivel de amplificación uniforme, o dentro de un intervalo de tolerancia aceptable. 

El procedimiento de ensayo de la capacidad de los conjuntos de cebadores modificados para amplificar la 
composición de moldes descrita en la presente memoria, en la que todos los oligonucleótidos molde se proporcionan 55
en cantidades sustancialmente equimolares entre sí, se puede repetir de forma iterativa hasta que se han 
amplificado todos los productos al nivel de amplificación uniforme, o dentro de un intervalo de tolerancia aceptable.  
Mediante dicho procedimiento que usa la composición de moldes descrita en la presente memoria, se puede 
normalizar la eficacia de amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, donde el conjunto de 
cebadores es capaz de amplificar productivamente el ADN reordenado que codifica uno o una pluralidad de 60
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receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende ADN de células linfoides de 
un sujeto. 

Adicional o alternativamente, de acuerdo con la presente descripción, se puede determinar si cualquier pareja 
particular de cebadores oligonucleótidos de amplificación presenta potencial de amplificación no uniforme, tal como 
mayor o menor amplificación de la composición de moldes con respecto a un nivel de amplificación uniforme 5
presentado por una mayoría de cebadores oligonucleótidos de amplificación, y entonces se puede usar un factor de 
ajuste de normalización para calcular, respectivamente, una frecuencia proporcionalmente menor o mayor de 
aparición de los productos de amplificación que son promovidos por cada una de dichas parejas de cebadores de 
amplificación. Por lo tanto, las presentes composiciones de moldes, en algunas realizaciones, proporcionan un 
método de corrección del potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros de un conjunto 10
de cebadores oligonucleótidos de amplificación. 

Algunas de dichas realizaciones pueden permitir ventajosamente la corrección, calibración, estandarización, 
normalización, o similares, de datos que se obtienen como consecuencia de sucesos de amplificación no uniformes. 
Por lo tanto, las presentes realizaciones permiten la corrección de inexactitudes de datos, tal como pueden resultar 
del uso sesgado de cebadores oligonucleótidos, sin la necesidad de ajustar iterativamente las concentraciones de 15
uno o más cebadores de amplificación y repetir las etapas de amplificación de las composiciones de moldes 
descritas en la presente memoria. Por lo tanto, se pueden obtener eficacias ventajosas donde se puede evitar la 
repetición de las etapas de secuenciación cuantitativa de los productos de amplificación. Sin embargo, algunas otras 
realizaciones contempladas puede usar dicho procedimiento iterativo. 

Por consiguiente, y como se describe en la presente memoria, se proporciona ahora una composición de moldes 20
para la normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, junto con 
métodos para usar dicha composición de moldes para determinar el potencial de amplificación de ácidos nucleicos 
no uniforme (p. ej., sesgada) entre los miembros individuales del conjunto de cebadores oligonucleótidos. También 
se describen en la presente memoria métodos para corregir dichos potenciales de amplificación de ácidos nucleicos 
no uniformes (p. ej., sesgados) entre miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos. Estas realizaciones y 25
relacionadas explotan los beneficios no reconocidos previamente que se obtienen por la calibración de conjuntos de 
cebadores oligonucleótidos completos para compensar sesgos de amplificación indeseables usando la composición 
de moldes para la normalización de la eficacia de la amplificación, que tiene las características descritas en la 
presente memoria, y encontrará usos en mejorar la precisión con la que se pueden cuantificar secuencias de ADN 
que codifican TCR y/o Ig clonotípicos específicos, con respecto a metodologías descritas previamente. 30

Como se ha indicado también antes y descrito en otra parte en la presente invención, antes de la presente 
descripción existían discrepancias insatisfactorias y difíciles de discernir entre (i) la distribución cuantitativa real de 
moldes de ADN reordenado que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo que tienen secuencias 
únicas en una muestra biológica que comprende ADN de células linfoides de un sujeto, y (ii) la representación 
relativa de los productos de amplificación de ácidos nucleicos de dichos moldes, después de amplificación 35
multiplexada usando un conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación diseñados para amplificar 
sustancialmente todos los genes de receptores del sistema inmunitario adaptativo reordenados productivamente en 
la muestra. Debido, por ejemplo, a la heterogeneidad tanto de la población de moldes como del conjunto de 
cebadores de amplificación, y como se muestra en la presente memoria, disparidades significativas en las eficacias 
de amplificación de diferentes cebadores de amplificación, puede ser común conducir al sesgo en las proporciones 40
relativas de los productos de amplificación que se obtienen y secuencian cuantitativamente después de una reacción
de amplificación. 

Moldes y cebadores

De acuerdo con algunas realizaciones preferidas se proporciona, por lo tanto, una composición de moldes para la 
normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, que es capaz de 45
amplificar ADN reordenado (que en algunas realizaciones puede referirse a ADN reordenado productivamente, pero 
que en algunas otras realizaciones no tiene que estar limitado) que codifica uno o una pluralidad de receptores del 
sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende ADN de células linfoides de un sujeto, 
comprendiendo la composición de moldes una pluralidad de oligonucleótidos molde de fórmula general (I): 

5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' (I)50

como se proporciona en la presente memoria. En algunas realizaciones preferidas cada oligonucleótido molde en la 
pluralidad de oligonucleótidos molde está presente en una cantidad sustancialmente equimolar, que en algunas 
realizaciones y como se ha indicado antes, puede referirse a una composición en la que cada uno de los 
oligonucleótidos molde está presente en una concentración equimolar o en una concentración molar que se desvía 
de la equimolar como máximo en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 55
50, 60, 70, 80, 90, 100 o 200% en una base molar, y que en algunas otras realizaciones puede referirse a una 
composición en la que todos los oligonucleótidos molde están presentes en concentraciones molares que están 
dentro de un orden de magnitud entre sí. La pluralidad de moldes puede comprender al menos 100, 200, 300, 400, 
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500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100 o más especies de oligonucleótidos discretos, cada uno con secuencia de 
nucleótidos distinta, incluyendo cada valor entero intermedio entre ellos.

Por lo tanto, la composición de moldes descrita en la presente memoria, comprende una pluralidad de 
oligonucleótidos molde de fórmula general: 

5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' (I)5

en donde, brevemente y como se ha elaborado con mayor detalle en otra parte en la presente memoria, de acuerdo 
con algunas realizaciones preferidas: 

V es un polinucleótido que comprende al menos 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180, o 210, y como máximo 1000, 900, 
800, 700, 600 o 500 nucleótidos contiguos de una secuencia génica que codifica la región variable (V) del receptor 
del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y cada una de la pluralidad de secuencias de 10
oligonucleótidos molde V comprende una secuencia de oligonucleótido única; 

J es un polinucleótido que comprende al menos 15-30, 31-60, 61-90, 91-120, o 120-150, y como máximo 600, 500, 
400, 300 or 200 nucleótidos contiguos de una secuencia génica que codifica la región de unión (J) del receptor del 
sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y cada una de la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos 
molde J comprende una secuencia de oligonucleótido única;15

U1 y U2 son cada uno nada o cada uno comprende un oligonucleótido que tiene, independientemente, una 
secuencia que se selecciona de (i) una secuencia de oligonucleótido adaptador universal, y (ii) una secuencia de 
oligonucleótido específica de la plataforma de secuenciación que está unida a y situada 5' respecto a la secuencia 
de oligonucleótido adaptador universal;

B1, B2, B3 y B4 son cada uno independientemente nada o cada uno comprende un oligonucleótido B que 20
comprende una secuencia de oligonucleótido de código de barras de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 nucleótidos 
contiguos (incluyendo todos los valores enteros entre ellos), en donde cada una de la pluralidad de secuencias de 
oligonucleótidos molde B comprende una secuencia de oligonucleótido única que identifica de forma única, o 
identifica como una combinación emparejada, (i) la secuencia de oligonucleótido V única del oligonucleótido molde, y 25
(ii) la secuencia de oligonucleótido J única del oligonucleótido molde; y

R es nada o comprende un sitio de reconocimiento de enzima de restricción que comprende una secuencia de 
oligonucleótido que está ausente de V, J, U1, U2, B1, B2, B3 y B4.

En algunas realizaciones, la composición de oligonucleótidos molde comprende oligonucleótidos adicionales no 
codificantes o aleatorios. Estos oligonucleótidos se pueden insertar en diferentes secciones entre o dentro de los 30
componentes en la fórmula general I (5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3') y ser de diferentes longitudes en tamaño.

En una realización, a es de 1 a un número de segmentos génicos V máximo en el genoma de mamífero del sujeto. 
En otra realización, b es de 1 a un número de segmentos génicos J máximo en el genoma de mamífero del sujeto. 
En otras realizaciones, a es 1 o b es 1. En algunas realizaciones, a puede estar en el intervalo de 1 segmento génico 
V a 54 segmentos génicos V para TCRA, 1-76 segmentos génicos V para TCRB, 1-15 segmentos génicos V para 35
TCRG, 1-7 segmentos génicos V para TCRD, 1-165 segmentos génicos V para IGH, 1-111 para IGK, o 1-79 
segmentos génicos V para IGL. En otras realizaciones, b puede estar en el intervalo de 1 segmento génico J a 61 
segmentos génicos J para TCRA, 1-14 segmentos génicos J para TCRB, 1-5 segmentos génicos J para TCRG, 1-4 
segmentos génicos para TCRD, 1-9 segmentos génicos J para IGH, 1-5 segmentos génicos J para IGK, o 1-11 
segmentos génicos J para IGL.40

La siguiente tabla cita el número de segmentos génicos V (a) y segmentos génicos J (b) para cada locus de receptor 
del sistema inmunitario adaptativo humano, incluyendo segmentos V y J funcionales. 
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segmentos V * segmentos V funcionales** segmentos J * segmentos J funcionales**

TCRA 54 45 61 50

TCRB 76 48 14 13

TCRG 15 6 5 5

TCRD 7 7 4 4

IGH 165 51 9 6

IGK 111 44 5 5

IGL 79 33 11 7

*Genes de segmentos variables y de unión totales

** Genes de segmentos variables y de unión con al menos un alelo funcional

En algunas realizaciones, el polinucleótido J comprende al menos 15-30, 31-60, 61-90, 91-120 o 120-150, y como 
máximo 600, 500, 400, 300 o 200 nucleótidos contiguos de una región constante J del receptor del sistema 
inmunitario adaptativo, o su complementario. 

En algunas realizaciones, la pluralidad de los oligonucleótidos molde comprende al menos (a x b) secuencias de 5
oligonucleótidos únicas, donde a es el número de segmentos génicos únicos que codifican la región V del receptor 
del sistema inmunitario adaptativo en un sujeto, y b es el número de segmentos génicos únicos que codifican la 
región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo en el sujeto, y la composición comprende al menos un 
oligonucleótido molde para cada posible combinación de un segmento génico que codifica la región V y un segmento 
génico que codifica la región J.  10

Sin embargo, la invención ahora contemplada no se pretende que esté así limitada, de modo que en algunas 
realizaciones, se puede usar ventajosamente un número sustancialmente menor de oligonucleótidos molde. En 
estas y realizaciones relacionadas, donde a es el número de segmentos génicos únicos que codifican la región V del 
receptor del sistema inmunitario adaptativo en un sujeto, y b es el número de segmentos génicos únicos que 
codifican la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo en el sujeto, el número mínimo de secuencias de 15
oligonucleótidos únicas de las cuales está compuesta la pluralidad de oligonucleótidos molde, se puede determinar 
por el que sea mayor de a y b, con la condición de que cada secuencia única de polinucleótido V y cada secuencia 
única de polinucleótido J esté presente en al menos un oligonucleótido molde en la composición de moldes. Por lo 
tanto, de acuerdo con algunas realizaciones relacionadas, la composición de moldes puede comprender al menos 
un oligonucleótido molde para cada polinucleótido V único, p. ej., que incluye uno solo de cada polinucleótido V 20
único de acuerdo con la fórmula general (I), y al menos un oligonucleótido molde para cada polinucleótido J único, p. 
ej., que incluye uno solo de cada polinucleótido J único, de acuerdo con una fórmula general (I).

En algunas otras realizaciones, la composición de moldes comprende al menos un oligonucleótido molde al que se 
puede reasociar cada cebador oligonucleótido de amplificación en un conjunto de cebadores de amplificación. 

Es decir, en algunas realizaciones, la composición de moldes comprende al menos un oligonucleótido molde que 25
tiene una secuencia de oligonucleótido de fórmula general (I) con la que puede hibridar específicamente cada 
cebador oligonucleótido de segmento V, y al menos un oligonucleótido molde que tiene una secuencia de 
oligonucleótido de fórmula general (I) con la que puede hibridar específicamente cada cebador oligonucleótido de 
segmento J.

De acuerdo con dichas realizaciones, el conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar el ADN 30
reordenado que codifica uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo, comprende una 
pluralidad a' de cebadores oligonucleótidos únicos del segmento V y una pluralidad b' de cebadores oligonucleótidos 
únicos del segmento J. La pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento V a' son capaces, cada uno 
independientemente, de reasociarse o hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que codifica un 
polipéptido de la región V del receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, en donde cada 35
cebador de segmento V comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos que es 
complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región V del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo. La pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento J b' son capaces, cada uno 
independientemente, de reasociarse o hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que codifica un 
polipéptido de la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, en donde cada 40
cebador de segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos que es 

E13722968
13-07-2016ES 2 582 554 T3

 



16

complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región J del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo.

En algunas realizaciones, a' es la misma que a (descrita antes para los oligonucleótidos molde). En otras 
realizaciones, b' es la misma que b (descrita antes para oligonucleótidos molde).

Por lo tanto, en algunas realizaciones y también como se describe en otra parte en la presente memoria, la presente 5
composición de moldes se puede usar en reacciones de amplificación con cebadores de amplificación que se 
diseñan para amplificar todas las secuencias génicas reordenadas que codifican el receptor del sistema inmunitario 
adaptativo, incluyendo las que no son expresadas, mientras que en algunas otras realizaciones, la composición de 
moldes y los cebadores de amplificación se pueden diseñar para que no den productos de amplificación de genes 
reordenados que no son expresados (p. ej., pseudogenes, orfones). Se apreciará por lo tanto, que en algunas 10
realizaciones puede amplificarse convenientemente solo un subconjunto de genes reordenados que codifican 
receptores del sistema inmunitario adaptativo, de modo que se pueden diseñar subconjuntos de cebadores de 
amplificación adecuados y usar para amplificar solo las secuencias V-J reordenadas que tienen interés.  En estas 
realizaciones y relacionadas, de forma correspondiente se puede usar una composición de moldes descrita en la 
presente memoria que comprende solo un subconjunto de secuencias de V-J reordenadas de interés, siempre que 15
la composición de moldes comprenda al menos un oligonucleótido molde con el que se puede reasociar cada 
cebador oligonucleótido de amplificación en un conjunto de cebadores de amplificación. El número real de 
oligonucleótidos molde en la composición de moldes puede, por lo tanto, variar considerablemente entre las 
realizaciones contempladas, como una función del conjunto de cebadores de amplificación que se va a usar.

Por ejemplo, en algunas realizaciones relacionadas, en la composición de moldes la pluralidad de oligonucleótidos 20
molde puede tener una pluralidad de secuencias de fórmula general (I) que se seleccionan de (1) la pluralidad de 
secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) en la que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias V y J 
de TCRB expuestas en al menos un conjunto de 68 SEQ ID NO de V y J de TCRB, respectivamente, como se 
expone en las figuras 5a-5l como conjunto 1 de V/J de TCRB, conjunto 2 de V/J de TCRB, conjunto 3 de V/J de 
TCRB, conjunto 4 de V/J de TCRB, conjunto 5 de V/J de TCRB, conjunto 6 de V/J de TCRB, conjunto 7 de V/J de 25
TCRB, conjunto 8 de V/J de TCRB, conjunto 9 de V/J de TCRB, conjunto 10 de V/J de TCRB, conjunto 11 de V/J de 
TCRB, conjunto 12 de V/J de TCRB y conjunto 13 de V/J de TCRB; (2) la pluralidad de secuencias de 
oligonucleótidos de fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias de V y J de TCRG 
expuestas en al menos un conjunto de 14 SEQ ID NO de V y J de TCRG, respectivamente, como se expone en la 
figura 6 como conjunto 1 de V/J de TCRG, conjunto 2 de V/J de TCRG, conjunto 3 de V/J de TCRG, conjunto 4 de 30
V/J de TCRG y conjunto 5 de V/J de TCRG; y (3) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general 
(I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias de V y J de IGH expuestas en al menos un conjunto de 
127 SEQ ID NO de V y J de IGH, respectivamente, como se expone en la figura 7 como conjunto 1 de V/J de IGH, 
conjunto 2 de V/J de IGH, conjunto 3 de V/J de IGH, conjunto 4 de V/J de IGH, conjunto 5 de V/J de IGH, conjunto 6 
de V/J de IGH, conjunto 7 de V/J de IGH, conjunto 8 de V/J de IGH y conjunto 9 de V/J de IGH. 35

En algunas realizaciones, V es una secuencia de polinucleótido que codifica al menos 10-70 aminoácidos contiguos 
de una región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario; J es una secuencia de 
polinucleótido que codifica al menos 5-30 aminoácidos contiguos de una región J de receptor del sistema inmunitario 
adaptativo, o su complementario; U1 y U2 son cada uno nada o comprenden un oligonucleótido que comprende una 
secuencia de nucleótidos que se selecciona de (i) una secuencia de oligonucleótido adaptador universal, y (ii) una 40
secuencia de oligonucleótido específica de la plataforma de secuenciación que está unida a y situada 5' respecto a 
la secuencia de oligonucleótido adaptador universal; B1, B2, B3 y B4 son cada uno independientemente nada o 
cada uno comprende un oligonucleótido B que comprende una secuencia de oligonucleótido código de barras de 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucleótidos contiguos, en donde cada una de la pluralidad 
de secuencias de oligonucleótidos B comprende una secuencia de oligonucleótido única que identifica de forma 45
única, como una combinación emparejada, (ii) la secuencia de oligonucleótido J única; y R es nada o comprende un 
sitio de reconocimiento de enzima de restricción que comprende una secuencia de oligonucleótido que está ausente 
de V, J, U1, U2, B1, B2, B3 y B4. En algunas realizaciones preferidas, la pluralidad de oligonucleótidos molde 
comprende al menos a o b secuencias de oligonucleótidos únicas, donde a es el número de segmentos génicos que 
codifican la región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto, y b es el número de 50
segmentos génicos que codifican la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto, y la 
composición comprende una pluralidad de oligonucleótidos molde que comprende al menos el que sea mayor de a o 
b secuencias de oligonucleótidos molde únicas, con la condición de que está incluido al menos un polinucleótido V 
que corresponde a cada segmento génico que codifica la región V y al menos un polinucleótido J que corresponde a 
cada segmento génico que codifica la región J. 55

Se conoce un gran número de secuencias génicas de región variable (V) y región de unión (J) de receptor del 
sistema inmunitario adaptativo como secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos, incluyendo secuencias de ADN 
genómico no reordenadas o locus de TCR e Ig, y secuencias de ADN reordenadas productivamente en dichos locus 
y sus productos codificados, y también incluidos pseudogenes en estos locus, y también incluidos orfones 
relacionados. Véase, p. ej., U.S.A.N. 13/217,126 (US2012058902); U.S.A.N. 12/794,507 (US2010 330571); 60
PCT/US2011/026373 (WO2011206738), PCT/US2011/049012 (WO2012027503). Estas y otras secuencias 
conocidas en la técnica se pueden usar según la presente descripción para el diseño y producción de 
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oligonucleótidos molde para incluir en la composición de moldes presente proporcionada para la normalización de la 
eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos, y para el diseño y la producción del 
conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica cadenas de 
polipéptidos de TCR e Ig, cuyo ADN reordenado puede estar presente en una muestra biológica que comprende 
ADN de células linfoides. 5

En la fórmula (I), V es una secuencia de polinucleótido de al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 
140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 
370, 380, 390, 400 o 450 y no más de 1000, 900, 800, 700, 600 o 500 nucleótidos contiguos de una secuencia 
génica de la región variable (V) del receptor del sistema inmunitario adaptativo (p. ej., TCR o BCR), o su 
complementario, y cada uno de la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos V comprende una secuencia de 10
oligonucleótido única. Las secuencias genómicas para los genes de la región V de TCR y BCR de seres humanos y 
otras especies se conocen y están disponibles en bases de datos públicas tales como Genbank; las secuencias 
génicas de la región V incluyen secuencias de polinucleótidos que codifican los productos de los genes de TCR y 
BCR reordenados, expresados, y también incluyen secuencias de polinucleótidos de pseudogenes que se han 
identificado en los locus de la región V. Las diversas secuencias de polinucleótidos V que se pueden incorporar en 15
los presentes moldes descritos de fórmula general (I) pueden variar ampliamente en longitud, en composición de 
nucleótidos (p. ej., contenido de GC) y en la secuencia de polinucleótido lineal real, y se sabe, por ejemplo, que 
incluyen "puntos calientes" o regiones hipervariables que presentan diversidad de secuencia particular. 

El polinucleótido V en la fórmula general (I) (o su complementario) incluye secuencias con las que se pueden 
reasociar específicamente miembros de los conjuntos de cebadores oligonucleótidos específicos para genes de TCR 20
y BCR. Se describen conjuntos de cebadores que son capaces de amplificar ADN reordenado que codifica una 
pluralidad de TCR o BCR, por ejemplo, en los documentos U.S.A.N. 13/217,126 (US 2012058902), U.S.A.N. 
12/794,507 (US 2010330571), PCT/US2011/026373 (WO 2011106738); o PCT/US2011/049012 (WO 2012027503); 
o similares; o como se describe en los mismos, se pueden diseñar para incluir secuencias de oligonucleótidos que 
pueden hibridar específicamente con cada uno de los genes V únicos y con cada uno de los genes J en un locus de 25
genes de TCR y BCR particular (p. ej., TCR α, β, γ o δ, o IgH µ, γ, δ, α o ε, o IgL κ o λ). Por ejemplo, a modo de 
ilustración y no de limitación, un cebador oligonucleótido de un conjunto de cebadores oligonucleótidos de 
amplificación que es capaz de amplificar el ADN reordenado que codifica uno o una pluralidad de TCR o BCR, 
típicamente puede incluir una secuencia de nucleótidos de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleótidos contiguos, o más, y se puede reasociar específicamente con 30
una secuencia complementaria de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 
37, 38, 39 o 40 nucleótidos contiguos de un polinucleótido V o J proporcionado en la presente memoria. En algunas 
realizaciones, los cebadores pueden comprender al menos 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 
nucleótidos, y en algunas realizaciones, los cebadores pueden comprender secuencias de no más de 15, 16, 17, 18, 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 nucleótidos contiguos. Los 35
cebadores y sitios de reasociación de cebadores de otras longitudes también están contemplados expresamente, 
como se describe en la presente memoria. 

La secuencia de polinucleótido entera de cada polinucleótido V en la fórmula general (I) puede, pero no 
necesariamente, consistir exclusivamente en nucleótidos contiguos de cada gen V distinto. Por ejemplo y de acuerdo 
con algunas realizaciones, en la composición de moldes descrita en la presente memoria, cada polinucleótido V de 40
fórmula (I) solo es necesario que tenga al menos una región que comprende una secuencia de oligonucleótido V 
única que se encuentra en un gen V y con la cual se puede reasociar específicamente un cebador de región V 
individual en el conjunto de cebadores. Por lo tanto, el polinucleótido V de fórmula (I) puede comprender todas o 
cualquier parte prescrita (p. ej., al menos 15, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180 o 210 nucleótidos contiguos, o cualquier 
valor entero entre estos) de una secuencia génica de V natural (incluyendo una secuencia de pseudogén V) con la 45
condición de que esté incluida al menos una región de secuencia de oligonucleótidos V única (el sitio de 
reasociación del cebador) que no esté incluida en ningún otro polinucleótido V molde. 

En algunas realizaciones puede ser preferido que la pluralidad de polinucleótidos V que está presente en la 
composición de moldes descrita en la presente memoria, tenga longitudes que simulen las longitudes globales de 
secuencias de nucleótidos de genes V naturales, conocidos, incluso donde las secuencias de nucleótidos 50
específicas difieren entre la región V molde y cualquier gen V natural. Las longitudes de la región V en los moldes 
descritos en la presente memoria pueden diferir de las longitudes de genes V naturales en no más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 por ciento.

Por lo tanto, el polinucleótido V en la fórmula (I), en algunas realizaciones, puede comprender una secuencia de 
nucleótidos que tiene una longitud que es la misma o similar a la longitud de un gen V típico desde su codón de 55
inicio a su región codificante de CDR3 y puede, pero no necesariamente, incluir una secuencia de nucleótidos que 
codifica la región CDR3.  La secuencia de nucleótidos que codifica CDR3 y las longitudes de las secuencias pueden 
variar considerablemente y se han caracterizado mediante varios esquemas de numeración diferentes (p. ej., 
Lefranc, 1999 The Immunologist 7:132; Kabat et al., 1991, en: Sequences of Proteins of Immunological Interest, NIH 
Publication 91-3242; Chothia et al., 1987 J. Mol. Biol. 196:901; Chothia et al., 1989 Nature 342:877; Al-Lazikani et 60
al., 1997 J. Mol. Biol. 273:927; véase también, p. ej., Rock et al., 1994 J. Exp. Med. 179:323; Saada et al., 2007 
Immunol. Cell Biol. 85:323).
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Brevemente, la región CDR3 típicamente abarca la parte de polinucleótido que se extiende desde un resto cisteína 
altamente conservado (codificado por el codón trinucleótido TGY; Y = T o C) en el segmento V a un resto 
fenilalanina altamente conservado (codificado por TTY) en el segmento J de los TCR, o hasta una triptófano 
altamente conservado (codificado por TGG) en IGH. Más de 90% de las reordenaciones productivas, naturales en el 
locus de TCRB tienen una longitud de codificación de CDR3 por este criterio, de entre 24 y 54 nucleótidos, que 5
corresponde a entre 9 y 17 aminoácidos codificados. Las longitudes de CDR3 de los oligonucleótidos molde 
sintéticos presentes descritos, para cualquier locus de TCR o BCR dado, deberían estar dentro del mismo intervalo 
de 95% de reordenaciones que se presentan de forma natural. Por lo tanto, por ejemplo, en una composición de 
moldes descrita en la presente memoria, para la normalización de la eficacia de amplificación de un conjunto de 
cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica una pluralidad de polipéptidos 10
de TCRB, la parte que codifica la CDR3 del polinucleótido V puede tener una longitud de 24 a 54 nucleótidos, 
incluyendo todos los números enteros entre ellos. Los esquemas de numeración para las regiones que codifican la 
CDR3 descritos antes indican las posiciones de los codones de cisteína, fenilalanina y triptófano conservados, y 
estos esquemas de numeración también se pueden aplicar a pseudogenes en los que uno o más codones que 
codifican estos aminoácidos conservados se han sustituido por codones que codifican aminoácidos diferentes. Para 15
pseusogenes que no usan estos aminoácidos conservados, la longitud de la CDR3 se puede definir con respecto a 
la correspondiente posición en la que se habría observado el resto conservado en ausencia de la sustitución, de 
acuerdo con uno de los esquemas de numeración de posiciones de la secuencia de CDR3 establecidos 
mencionados antes. 

En algunas realizaciones, también puede ser preferido que la pluralidad de polinucleótidos V que están presentes en 20
la composición de moldes descrita en la presente memoria tenga composiciones de nucleótidos (por ejemplo, 
porcentaje de contenido de GC) que simulen las composiciones de nucleótidos globales de secuencias de genes V 
naturales conocidas, incluso aunque difieran las secuencias de nucleótidos específicas. Dichas composiciones de 
nucleótidos de la región V molde pueden diferir de las composiciones de nucleótidos de secuencias de genes V 
naturales en no más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 por ciento. Opcionalmente y 25
de acuerdo con algunas realizaciones, el polinucleótido V del oligonucleótido molde descrito en la presente memoria 
incluye un codón de parada en o cerca del extremo 3' de V en la fórmula general (I).

En la fórmula (I) J es un polinucleótido que comprende al menos 15-30, 31-60, 61-90, 91-120, o 120-150, y como 
máximo 600, 500, 400, 300 or 200 nucleótidos contiguos de una secuencia génica que codifica la región de unión (J) 
del receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y en cada una de la pluralidad de secuencias 30
de oligonucleótidos J comprende una secuencia de oligonucleótido única. 

El polinucleótido J en la fórmula general (I) (o su complementario) incluye secuencias con las que se pueden 
reasociar específicamente miembros de los conjuntos de cebadores oligonucleótidos específicos para genes de TCR 
y BCR. Los conjuntos de cebadores que son capaces de amplificar ADN reordenado que codifica una pluralidad de 
TCR o BCR se describen, por ejemplo, en los documentos U.S.A.N. 13/217.126; U.S.A.N. 12/794.507; 35
PCT/US2011/026373; o PCT/US2011/049012; o similares; o como se describe en los mismos, se pueden diseñar 
para incluir secuencias de oligonucleótidos que pueden hibridar específicamente con cada uno de los genes V 
únicos y con cada uno de los genes J únicos en un locus de genes de TCR y BCR particular (p. ej., TCR α, β, γ o δ, 
o IgH µ, γ, δ, α o ε, o IgL κ o λ).

La secuencia de polinucleótido entera de cada polinucleótido J en la fórmula general (I) puede, pero no 40
necesariamente, consistir exclusivamente en nucleótidos contiguos de cada gen J distinto. Por ejemplo y de acuerdo 
con algunas realizaciones, en la composición de moldes descrita en la presente memoria, cada polinucleótido J de 
fórmula (I) solo es necesario que tenga al menos una región que comprende una secuencia de oligonucleótido J 
única que se encuentra en un gen J y con la cual se puede reasociar específicamente un cebador de región V 
individual en el conjunto de cebadores. Por lo tanto, el polinucleótido V de fórmula (I) puede comprender todas o 45
cualquier parte prescrita (p. ej., al menos 15, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180 o 210 nucleótidos contiguos, o cualquier 
valor entero entre estos) de una secuencia génica de V natural (incluyendo una secuencia de pseudogén V) con la 
condición de que esté incluida al menos una región de secuencia de oligonucleótidos V única (el sitio de 
reasociación del cebador) que no esté incluida en ningún otro polinucleótido J molde.

En algunas realizaciones puede ser preferido que la pluralidad de polinucleótidos J que está presente en la 50
composición de moldes descrita en la presente memoria, tenga longitudes que simulen las longitudes globales de 
secuencias de nucleótidos de genes J naturales, conocidos, incluso donde las secuencias de nucleótidos específicas 
difieren entre la región J molde y cualquier gen J natural. Las longitudes de la región J en los moldes descritos en la 
presente memoria puede diferir de las longitudes de genes J naturales en no más de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 por ciento.55

Por lo tanto, el polinucleótido J en la fórmula (I) puede, en algunas realizaciones, comprender una secuencia de 
nucleótidos que tiene una longitud que es la misma o similar a la longitud de un gen J natural típico, y puede, pero 
no necesariamente, incluir una secuencia de nucleótidos que codifica la región CDR3, como se ha descrito antes. 

Las secuencias genómicas para los genes de la región J de TCR y BCR de seres humanos y otras especies se 
conocen y están disponibles en bases de datos públicas tales como Genbank; las secuencias de genes de la región 60
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J incluyen secuencias de polinucleótidos que codifican los productos de los genes de TCR y BCR reordenados, 
expresados y no expresados. Las diversas secuencias de polinucleótidos J que se pueden incorporar en los moldes 
presentes descritos de fórmula general (I) puede variar ampliamente en longitud, en composición de nucleótidos (p. 
ej., contenido de GC) y en la secuencia real de polinucleótido lineal. 

Las alternativas para las secuencias de V y J descritas en la presente memoria, para usar en la construcción de los 5
oligonucleótidos molde descritos en la presente memoria y/o los cebadores oligonucleótidos del segmento V y 
segmento J, los puede seleccionar el experto en la técnica basándose en la presente descripción, usando el 
conocimiento en la técnica relacionado con las secuencias de genes publicadas para las regiones que codifican V y 
J de los genes para cada subunidad de TCR e Ig. Las entradas de Genbank de referencia para las secuencias de 
receptor del sistema inmunitario adaptativo humano incluyen: TCRα: (TCRA/D): NC_000014.8 10
(chr14:22090057..23021075); TCRβ: (TCRB): NC_000007.13 (chr7:141998851..142510972); TCRγ: (TCRG): 
NC_000007.13 (chr7:38279625..38407656); cadena pesada de inmunoglobulina, IgH (IGH): NC_000014.8 (chr14: 
106032614..107288051); cadena ligera kappa de inmunoglobulina, IgLκ (IGK): NC_000002.11 (chr2: 
89156874..90274235); y cadena ligera lambda de inmunoglobulina, IgLλ (IGL): NC_000022.10 (chr22: 
22380474..23265085). Las entradas de Genbank de referencia para las secuencias de locus de receptor del sistema 15
inmunitario adaptativo de ratón incluyen: TCRβ: (TCRB): NC_000072.5 (chr6: 40841295..41508370), y cadena 
pesada de inmunoglobulina, IgH (IGH): NC_000078.5 (chr12:114496979..117248165).

El análisis del diseño de molde y cebador y las consideraciones de selección del sitio diana se pueden llevar a cabo, 
por ejemplo, usando el programa de análisis de cebadores OLIGO y/o el programa de algoritmos BLASTN 2.0.5 
(Altschul et al., Nucleic Acids Res. 1997, 25(17):3389-402), u otros programas similares disponibles en la técnica.20

Por consiguiente, basándose en la presente descripción y en vista de estas secuencias de genes de receptor del 
sistema inmunitario adaptativo conocidas y metodología de diseño de oligonucleótidos, para la inclusión en los 
presentes oligonucleótidos molde, los expertos en la técnica pueden diseñar una pluralidad de secuencias de 
polinucleótidos específicas de la región V y específicas de la región J que contiene cada una independientemente 
secuencias de oligonucleótidos que son únicas para un gen V y gen J, respectivamente. De forma similar, a partir de 25
la presente descripción y en vista de las secuencias conocidas del receptor del sistema inmunitario adaptativo, los 
expertos en la técnica también pueden diseñar un conjunto de cebadores que comprende una pluralidad de 
cebadores oligonucleótidos específicos de la región V y específicos de la región J que son cada uno 
independientemente capaces de reasocirarse con una secuencia específica que es única para un gen V y gen J, 
respectivamente, de modo que una pluralidad de cebadores es capaz de amplificar sustancialmente todos los genes 30
V y sustancialmente todos los genes J en un locus dado que codifica el receptor del sistema inmunitario adaptativo 
(p. ej., un locus de TCR o IgH humano). Dichos conjuntos de cebadores permiten la generación, en PCR 
multiplexada (es decir, usando múltiples parejas de cebadores directos e inversos), de productos amplificados que 
tienen un primer extremo que es codificado por un segmento génico que codifica la región V reordenada y un 
segundo extremo que es codificado por un segmento génico que codifica la región J. 35

Típicamente y en algunas realizaciones, dichos productos de amplificación pueden incluir una secuencia que 
codifica la CDR3 aunque la invención no se pretende que esté así limitada, y contempla productos de amplificación 
que no incluyen una secuencia que codifica la CDR3. Los cebadores se pueden diseñar preferiblemente para dar 
productos de amplificación que tienen suficientes partes de secuencias de V y J y secuencias (B) de código de 
barras V-J como se describe en la presente memoria, de modo que por secuenciación de los productos 40
(amplicones), se pueden identificar basándose en las secuencias que son únicas para cada segmento génico, (i) el 
gen V particular, y (ii) el gen J particular en la cercanía del cual el gen V sufre reordenación para dar un gen que 
codifica el receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional. Típicamente, y en realizaciones preferidas, los 
productos de amplificación de la PCR no tendrán más de 600 pares de bases de tamaño, lo cual, de acuerdo con la 
teoría no limitante, excluirá los productos de amplificación de genes de receptor del sistema inmunitario adaptativo 45
no reordenados. En algunas otras realizaciones preferidas, los productos de amplificación serán como máximo de 
500, 400, 300, 250, 200, 150, 125, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30 o 20 de bases de tamaño, de modo que se puede 
proporcionar ventajosamente cuantificación de alto rendimiento de los amplicones de distinta secuencia por lecturas 
de secuencia cortas.

En ciertas realizaciones preferidas, la pluralidad de oligonucleótidos molde comprende al menos a o al menos b50
secuencias de oligonucleótidos únicas, la que sea más larga, donde a es el número de segmentos génicos que 
codifican la región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto, y b es el número de 
segmentos génicos que codifican la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo únicos en el sujeto, y la 
composición comprende al menos un oligonucleótido molde para cada polinucleótido V único y al menos un 
oligonucleótido molde para cada polinucleótido J único. Se apreciará que debido a que los oligonucleótidos molde 55
tienen una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I), que incluye un polinucleótido V y que 
también incluye un polinucleótido J, la composición de moldes puede comprender por lo tanto menos de (a x b) 
secuencias de oligonucleótidos únicas, pero comprenderá al menos el mayor de a o b secuencias de 
oligonucleótidos únicas. Por consiguiente, la composición puede acomodar al menos una aparición de cada 
secuencia de polinucleótido V única y al menos una aparición de cada secuencia de polinucleótido J única, donde, 60
en algunos casos la al menos una aparición de un polinucleótido V único particular estará presente en el mismo 
oligonucleótido molde en el que se puede encontrar la al menos una aparición de un polinucleótido J único particular. 
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Así, por ejemplo, "al menos un oligonucleótido molde para cada polinucleótido V único y al menos un oligonucleótido 
molde para cada polinucleótido J único" en algunos casos puede referirse a un solo oligonucleótido molde en el que 
están presentes un polinucleótido V único y un polinucleótido J único. 

Como se describe también en otra parte en la presente memoria, en algunas otras realizaciones preferidas, la 
composición de moldes comprende al menos un oligonucleótido molde con el que se puede reasociar cada cebador 5
oligonucleótido de amplificación en un conjunto de cebadores de amplificación. Por lo tanto, la composición puede 
contener menos de a o b secuencias únicas, por ejemplo, donde un conjunto de cebadores de amplificación puede 
no incluir un cebador único para cada posible secuencia de V y/o J. 

Se observará que algunas realizaciones contemplan una composición de moldes para la normalización de la eficacia 
de amplificación de un conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar productivamente ADN 10
reordenado que codifica una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica 
que comprende ADN de células linfoides de un sujeto como se proporciona en la presente memoria, en donde la 
composición de moldes comprende una pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen una pluralidad de 
secuencias de oligonucleótidos de fórmula general  5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' (I) como se describe en la 
presente memoria. De acuerdo con estas realizaciones y realizaciones asociadas y como se describe también en 15
otra parte en la presente memoria, el conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación que es capaz de 
amplificar productivamente ADN reordenado, puede excluir cualesquiera cebadores oligonucleótidos que hibridan 
específicamente con un pseudogén u orfón de región V o con un pseudogén u orfón de región J. Por lo tanto, en 
dichas realizaciones la composición de moldes excluirá de forma conveniente oligonucleótidos molde de fórmula 
general (I) en los que las secuencias de oligonucleótidos V únicas y/o las secuencias de oligonucleótidos J únicas 20
son secuencias que son, respectivamente, únicas respecto a un pseudogén u orfón de región V o un pseudogén u 
orfón de región J. 

Una composición de moldes de TCRB de ejemplo que comprende 858 oligonucleótidos molde distintos se describe 
en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 3157-4014. Otra composición de moldes de TCRB de ejemplo que 
comprende 871 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 1-871. Otra 25
composición de moldes de TCRB de ejemplo que comprende 689 oligonucleótidos molde distintos se describe en la 
lista de secuencias en la SEQ ID NO: 872-1560.

Una composición de moldes de TCRG de ejemplo que comprende 70 oligonucleótidos molde distintos se describe 
en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 4015-4084. Una composición de moldes de TCRG de ejemplo que 
comprende 70 oligonucleótidos molde distintos se describe también en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 30
1561-1630.

Una composición de moldes de IGH de ejemplo que comprende 1116 oligonucleótidos molde distintos se describe 
en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 4085-5200. Una composición de moldes de IGH de ejemplo que 
comprende 1116 oligonucleótidos molde distintos se describe también en la lista de secuencias en la SEQ ID NO: 
1805-2920.35

También se describen en la presente memoria conjuntos de ejemplo de polinucleótidos V y J para la inclusión en los 
oligonucleótidos molde descritos en la presente memoria que tienen una pluralidad de secuencias de 
oligonucleótidos de fórmula general (I). Para TCRB, la pluralidad de oligonucleótidos molde que pueden tener una 
pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las 
secuencias de V y J del TCRB expuestas en al menos una de las 68 SEG ID NO de V y J de TCRB, 40
respectivamente, como se expone en la figura 5 como conjunto 1 de V/J de TCRB, conjunto 2 de V/J de TCRB, 
conjunto 3 de V/J de TCRB, conjunto 4 de V/J de TCRB, conjunto 5 de V/J de TCRB, conjunto 6 de V/J de TCRB, 
conjunto 7 de V/J de TCRB, conjunto 8 de V/J de TCRB, conjunto 9 de V/J de TCRB , conjunto 10 de V/J de TCRB, 
conjunto 11 de V/J de TCRB, conjunto 12 de V/J de TCRB y conjunto 13 de V/J de TCRB.

Para TCRG, la pluralidad de oligonucleótidos molde puede tener una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos 45
de fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias V y J de TCRG expuestas en al 
menos uno de los conjuntos de 14 SEQ ID NO de V y J de TCRG, respectivamente, como se expone en la figura 6, 
como conjunto 1 de V/J de TCRG V/J, conjunto 2 de V/J de TCRG V/J, conjunto 3 de V/J de TCRG V/J, conjunto 4 
de V/J de TCRG V/J y conjunto 5 de V/J de TCRG V/J.

Para IGH, la pluralidad de oligonucleótidos molde puede tener una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de 50
fórmula general (I) en las que los polinucleótidos V y J tienen las secuencias V y J de IGH expuestas en al menos 
uno de los conjuntos de 127 SEQ ID NO de V y J de IGH, respectivamente, como se expone en la figura 7 como 
conjunto 1 de V/J de IGH, conjunto 2 de V/J de IGH, conjunto 3 de V/J de IGH, conjunto 4 de V/J de IGH, conjunto 5 
de V/J de IGH, conjunto 6 de V/J de IGH, conjunto 7 de V/J de IGH, conjunto y de V/J de IGH y conjunto 9 de V/J de 
IGH.55

Cebadores

De acuerdo con la presente descripción, se proporcionan cebadores oligonucleótidos en un conjunto de cebadores 
oligonucleótidos que comprende una pluralidad de cebadores del segmento V y una pluralidad de cebadores del 
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segmento J, donde el conjunto de cebadores es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica receptores del 
sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende ADN de células linfoides. Los conjuntos de 
cebadores adecuados son conocidos en la técnica y se describen en la presente memoria, por ejemplo, los 
conjuntos de cebadores en los documentos U.S.A.N. 13/217.126;U.S.A.N. 12/794.507; PCT/US2011/026373; o 
PCT/US2011/049012; o similares; o los mostrados en la tabla 1. En determinadas realizaciones el conjunto de 5
cebadores se diseña para incluir una pluralidad de cebadores específicos de secuencia de V que incluye, para cada 
gen de región V único (incluyendo pseudogenes) en una muestra, al menos un cebador que se puede reasociar 
específicamente con una secuencia de región V única; y para cada gen de región J único en la muestra, al menos un 
cebador que se puede reasociar específicamente con una secuencia de región J única. 

El diseño de cebadores se puede lograr por metodologías rutinarias en vista de las secuencias genómicas de TCR y 10
BCR conocidas. Por consiguiente, el conjunto de cebadores preferiblemente es capaz de amplificar cada 
combinación de V-J posible que puede resultar de las reordenaciones de ADN en los locus de TCR o BCR. También 
como se describe más adelante, determinadas realizaciones contemplan conjuntos de cebadores en los que uno o 
más cebadores de V pueden ser capaces de reasociarse específicamente con una secuencia "única" que puede ser 
compartida por dos o más regiones V pero que no es común a todas las regiones V, y/o en los que uno o más 15
cebadores de J pueden ser capaces de reasociarse específicamente con una secuencia "única" que puede ser 
compartida por dos o más regiones J pero que no es común a todas las regiones J. 

En realizaciones, particulares, los cebadores oligonucleótidos para usar en las composiciones y métodos descritos 
en la presente memoria, pueden comprender o consistir en un ácido nucleico de al menos aproximadamente 15 
nucleótidos de longitud que tiene la misma secuencia que, o es complementaria de, una secuencia de 15 20
nucleótidos contiguos de largo del segmento V o J diana (es decir, parte del polinucleótido genómico que codifica un 
polipéptido de la región V o región J). Cebadores más largos, por ejemplo, los de aproximadamente 16, 17, 18, 19, 
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, o 50, nucleótidos de longitud que 
tienen la misma secuencia que, o la secuencia complementaria de, una secuencia contigua del segmento de 
polinucleótido que codifica la región V o J diana, también serán útiles en determinadas realizaciones. Todas las 25
longitudes intermedias de los cebadores oligonucleótidos presentes descritos están contempladas para usar en la 
presente memoria. Como reconocerá el experto en la técnica, los cebadores pueden tener secuencia adicional 
añadida (p. ej., nucleótidos que pueden no ser iguales que o complementarios del segmento de polinucleótido que 
codifica la región V o J diana), tal como sitios de reconocimiento de enzimas de restricción, secuencias adaptadoras 
para la secuenciación, secuencias códigos de barras, y similares (véase, p. ej., las secuencias de cebadores 30
proporcionadas en las tablas y lista de secuencias de la presente memoria). Por lo tanto, la longitud de los 
cebadores puede ser más larga, tal como aproximadamente 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 
70, 71, 72, 73, 74, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o más nucleótidos de longitud o más, dependiendo del uso o necesidad 
específicos.

También están contemplados para usar en determinadas realizaciones, variantes de cebadores oligonucleótidos del 35
segmento V o segmento J de receptores del sistema inmunitario adaptativo que pueden compartir un grado alto de 
identidad de secuencia con cebadores oligonucleótidos para los que se presentan en la presente memoria 
secuencias de nucleótidos, incluyendo las expuestas en la lista de secuencias. Por lo tanto, en estas realizaciones y 
relacionadas, las variantes de cebadores oligonucleótidos del segmento V o segmento J de receptores del sistema 
inmunitario adaptativo pueden tener identidad sustancial con secuencias  de cebadores oligonucleótidos del 40
segmento V o segmento J de receptores del sistema inmunitario adaptativo descritas en la presente memoria, por 
ejemplo, dichas variantes de secuencias de oligonucleótidos pueden comprender al menos 70% de identidad de 
secuencia, preferiblemente al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% o 
mayor identidad de secuencia comparado con una secuencia de polinucleótido de referencia tal como las 
secuencias de cebadores oligonucleótidos descritas en la presente memoria, usando los métodos descritos en la 45
presente memoria (p. ej., análisis con BLAST usando parámetros estándar). Un experto en esta técnica reconocerá 
que estos valores se pueden ajustar de forma adecuada para determinar la correspondiente capacidad de una 
variante de cebador oligonucleótido para reasociarse con un polinucleótido que codifica segmentos del receptor del 
sistema inmunitario adaptativo, teniendo en cuenta la degeneración de codones, posicionamiento del marco de 
lectura, y similares. 50

Típicamente, las variantes de cebadores oligonucleótidos contendrán una o más sustituciones, adiciones, 
eliminaciones y/o inserciones, preferiblemente de modo que la capacidad de reasociarse con el oligonucleótido 
variante no disminuya sustancialmente con respecto a la de una secuencia de cebador oligonucleótido del segmento 
V o segmento J de receptor del sistema inmunitario adaptativo que se expone específicamente en la presente 
memoria. 55

La tabla 1 presenta como un ejemplo no limitante, un conjunto de cebadores oligonucleótidos que es capaz de 
amplificar productivamente ADN reordenado que codifica cadenas β de TCR (TCRB) en una muestra biológica que 
comprende ADN de células linfoides de un sujeto. En este conjunto de cebadores, los cebadores del segmento J 
comparten homología de secuencia sustancial, y por lo tanto puede haber cebado cruzado entre más de una 
secuencia de polinucleótido J diana, pero los cebadores del segmento V se diseñan para reasociarse 60
específicamente con secuencias diana dentro de la región CDR2 de V y por lo tanto son únicos para cada segmento 
V. Sin embargo, hay una excepción presente en el caso de varios cebadores de V donde las secuencias dentro de la 
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familia de los genes diana estrechamente relacionados son idénticas (p. ej., V6-2 y V6-3 son idénticos a nivel de 
nucleótidos a lo largo de la secuencia codificante del segmento V, y por lo tanto pueden tener un solo cebador, 
TRB2V6-2/3).

Por lo tanto, se apreciará que en determinadas realizaciones el número de oligonucleótidos molde diferentes en la 
composición de moldes, y/o el número de cebadores oligonucleótidos diferentes en el conjunto de cebadores, se 5
puede reducir ventajosamente diseñando moldes y/o cebadores que aprovechen algunas similitudes conocidas en 
las secuencias de V y/o J. Por lo tanto, en estas realizaciones y relacionadas, secuencias de oligonucleótidos 
"únicas" como se describe en la presente memoria, pueden incluir secuencias de polinucleótido V específicas que 
son compartidas por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 oligonucleótidos molde 
distintos y/o secuencias de polinucleótido J específicas que son compartidas por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 10
13 oligonucleótidos molde distintos, donde dichos moldes difieren en secuencia entre sí por secuencias distintas de 
las de V y/o J compartidas. 

De acuerdo con realizaciones presentes contempladas, puede ser útil disminuir (p. ej., reducir de una forma 
estadísticamente significativa) el sesgo de amplificación de moldes tal como el potencial de amplificación de ácidos 
nucleicos no uniformes entre miembros de un conjunto de cebadores de amplificación, que puede producir eficacias 15
de cebadores desiguales (p. ej., uso de cebadores desigual) solo para un subconjunto limitado de todos los genes V 
y J naturales. Por ejemplo, en el análisis del repertorio inmunitario de TCR y BCR implicado en una respuesta 
inmunitaria, si es contra un antígeno específico, como en una vacuna, o contra un tejido, como en una enfermedad 
autoinmunitaria, pueden ser de interés solo las reordenaciones de TCR e IG productivas. En dichas circunstancias, 
puede ser económicamente ventajoso identificar y corregir el potencial de amplificación de ácidos nucleicos no 20
uniformes solo para aquellos cebadores de segmentos V y J que contribuyen a reordenaciones productivas del ADN 
que codifica TCR y BCR, y excluir esfuerzos para corregir la amplificación no uniforme de pseudogenes y orfones 
(es decir, segmentos que codifican la región V de TCR o BCR que se han duplicado en otros cromosomas). 

En el locus de IGH humano, por ejemplo, la base de datos ImmunoGeneTics (IMGT) (M.-P. LeFranc, Université 
Montpellier, Montpellier, Francia; www.imgt.org) indica 165 genes de segmento V, de los cuales 26 son orfones en 25
otros cromosomas y 139 están en el locus de IGH en el cromosoma 14. Entre los 139 segmentos V dentro del locus 
de IGH, 51 tienen al menos un alelo funcional, mientras que 6 son ORF (marcos de lectura abiertos) que pierden al 
menos un resto de aminoácido altamente conservado, y 81 son pseudogenes. Los pseudogenes pueden incluir 
segmentos V que contienen un codón de parada en el marco dentro de la secuencia codificante del segmento V, un 
desplazamiento de marco entre el codón de inicio y la secuencia codificante de CDR3, una o más inserciones de 30
elementos de repetición, y eliminaciones de regiones críticas, tales como el primer exón o RSS. Para caracterizar las 
reordenaciones de IGH funcionales en una muestra evitando el tiempo y gasto de caracterización de pseudogenes 
y/u orfones, se contempla, por lo tanto, el uso de un subconjunto de los oligonucleótidos molde sintéticos descritos 
en la presente memoria, que se diseña para incluir solo los segmentos V que participan en una reordenación 
funcional para codificar TCR o BCR, sin tener que sintetizar o calibrar cebadores de amplificación y oligonucleótidos 35
molde específicos para las secuencias de pseudogenes. Ventajosamente, se obtienen así, entre otros, eficacias 
respecto al tiempo y gasto. 

Tabla 1. Conjunto de cebadores oligonucleótidos de ejemplo (Cebadores de PCR hsTCRB)

Nombre Secuencia SEQ ID NO:

TRBJ1-1 TTACCTACAACTGTGAGTCTGGTGCCTTGTCCAAA 1631

TRBJ1-2 ACCTACAACGGTTAACCTGGTCCCCGAACCGAA 1632

TRBJ1-3 ACCTACAACAGTGAGCCAACTTCCCTCTCCAAA 1633

TRBJ1-4 CCAAGACAGAGAGCTGGGTTCCACTGCCAAA 1634

TRBJ1-5 ACCTAGGATGGAGAGTCGAGTCCCATCACCAAA 1635

TRBJ1-6 CTGTCACAGTGAGCCTGGTCCCGTTCCCAAA 1636

TRBJ2-1 CGGTGAGCCGTGTCCCTGGCCCGAA 1637

TRBJ2-2 CCAGTACGGTCAGCCTAGAGCCTTCTCCAAA 1638

TRBJ2-3 ACTGTCAGCCGGGTGCCTGGGCCAAA 1639

TRBJ2-4 AGAGCCGGGTCCCGGCGCCGAA 1640

TRBJ2-5 GGAGCCGCGTGCCTGGCCCGAA 1641
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Nombre Secuencia SEQ ID NO:

TRBJ2-6 GTCAGCCTGCTGCCGGCCCCGAA 1642

TRBJ2-7 GTGAGCCTGGTGCCCGGCCCGAA 1643

TRB2V10-1 AACAAAGGAGAAGTCTCAGATGGCTACAG 1644

TRB2V10-2 GATAAAGGAGAAGTCCCCGATGGCTATGT 1645

TRB2V10-3 GACAAAGGAGAAGTCTCAGATGGCTATAG 1646

TRB2V6-2/3 GCCAAAGGAGAGGTCCCTGATGGCTACAA 1647

TRB2V6-8 CTCTAGATTAAACACAGAGGATTTCCCAC 1648

TRB2V6-9 AAGGAGAAGTCCCCGATGGCTACAATGTA 1649

TRB2V6-5 AAGGAGAAGTCCCCAATGGCTACAATGTC 1650

TRB2V6-6 GACAAAGGAGAAGTCCCGAATGGCTACAAC 1651

TRB2V6-7 GTTCCCAATGGCTACAATGTCTCCAGATC 1652

TRB2V6-1 GTCCCCAATGGCTACAATGTCTCCAGATT 1653

TRB2V6-4 GTCCCTGATGGTTATAGTGTCTCCAGAGC 1654

TRB2V24-1 ATCTCTGATGGATACAGTGTCTCTCGACA 1655

TRB2V25-1 TTTCCTCTGAGTCAACAGTCTCCAGAATA 1656

TRB2V27 TCCTGAAGGGTACAAAGTCTCTCGAAAAG 1657

TRB2V26 CTCTGAGAGGTATCATGTTTCTTGAAATA 1658

TRB2V28 TCCTGAGGGGTACAGTGTCTCTAGAGAGA 1659

TRB2V 19 TATAGCTGAAGGGTACAGCGTCTCTCGGG 1660

TRB2V4-1 CTGAATGCCCCAACAGCTCTCTCTTAAAC 1661

TRB2V4-2/3 CTGAATGCCCCAACAGCTCTCACTTATTC 1662

TRB2V2P CCTGAATGCCCTGACAGCTCTCGCTTATA 1663

TRB2V3-1 CCTAAATCTCCAGACAAAGCTCACTTAAA 1664

TRB2V3-2 CTCACCTGACTCTCCAGACAAAGCTCAT 1665

TRB2V16 TTCAGCTAAGTGCCTCCCAAATTCACCCT 1666

TRB2V23-1 GATTCTCATCTCAATGCCCCAAGAACGC 1667

TRB2V18 ATTTTCTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC 1668

TRB2V17 ATTCACAGCTGAAAGACCTAACGGAACGT 1669

TRB2V 14 TCTTAGCTGAAAGGACTGGAGGGACGTAT 1670

TRB2V2 TTCGATGATCAATTCTCAGTTGAAAGGCC 1671

TRB2V12-1 TTGATTCTCAGCACAGATGCCTGATGT 1672

TRB2V12-2 GCGATTCTCAGCTGAGAGGCCTGATGG 1673

TRB2V12-3/4 TCGATTCTCAGCTAAGATGCCTAATGC 1674

TRB2V12-5 TTCTCAGCAGAGATGCCTGATGCAACTTTA 1675
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Nombre Secuencia SEQ ID NO:

TRB2V7-9 GGTTCTCTGCAGAGAGGCCTAAGGGATCT 1676

TRB2V7-8 GCTGCCCAGTGATCGCTTCTTTGCAGAAA 1677

TRB2V7-4 GGCGGCCCAGTGGTCGGTTCTCTGCAGAG 1678

TRB2V7-6/7 ATGATCGGTTCTCTGCAGAGAGGCCTGAGG 1679

TRB2V7-2 AGTGATCGCTTCTCTGCAGAGAGGACTGG 1680

TRB2V7-3 GGCTGCCCAACGATCGGTTCTTTGCAGT 1681

TRB2V7-1 TCCCCGTGATCGGTTCTCTGCACAGAGGT 1682

TRB2V11-123 CTAAGGATCGATTTTCTGCAGAGAGGCTC 1683

TRB2V13 CTGATCGATTCTCAGCTCAACAGTTCAGT 1684

TRB2V5-1 TGGTCGATTCTCAGGGCGCCAGTTCTCTA 1685

TRB2V5-3 TAATCGATTCTCAGGGCGCCAGTTCCATG 1686

TRB2V5-4 TCCTAGATTCTCAGGTCTCCAGTTCCCTA 1687

TRB2V5-8 GGAAACTTCCCTCCTAGATTTTCAGGTCG 1688

TRB2V5-5 AAGAGGAAACTTCCCTGATCGATTCTCAGC 1689

TRB2V5-6 GGCAACTTCCCTGATCGATTCTCAGGTCA 1690

TRB2V9 GTTCCCTGACTTGCACTCTGAACTAAAC 1691

TRB2V15 GCCGAACACTTCTTTCTGCTTTCTTGAC 1692

TRB2V30 GACCCCAGGACCGGCAGTTCATCCTGAGT 1693

TRB2V20-1 ATGCAAGCCTGACCTTGTCCACTCTGACA 1694

TRB2V29-1 CATCAGCCGCCCAAACCTAACATTCTCAA 1695

En algunas realizaciones, los cebadores oligonucleótidos del segmento V y segmento J como se describen en la 
presente memoria se diseñan para incluir secuencias de nucleótidos de modo que esté presente información 
adecuada dentro de la secuencia de un producto de amplificación de un gen del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo reordenado (TCR o Ig) para identificar de forma única tanto los genes específicos de V como específicos 5
de J que dan lugar al producto de amplificación en el locus del receptor del sistema inmunitario adaptativo 
reordenado (p. ej., al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 pares de bases de 
secuencia en la dirección 5' de la secuencia de señal de recombinación (RSS) del gen V, preferiblemente al menos 
aproximadamente 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40 pares de bases de secuencia en la dirección 5' 
de la secuencia de señal de recombinación (RSS) del gen V, y en algunas realizaciones preferidas más de 40 pares 10
de bases de secuencia en la dirección 5' de la secuencia de señal de recombinación (RSS) del gen V, y al menos 1, 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 pares de bases en la dirección 3' de la RSS del gen J, 
preferiblemente al menos aproximadamente 22, 24, 26, 28 o 30 pares de bases en la dirección 3' de la RSS del gen 
J, y en algunas realizaciones preferidas más de 30 pares de bases en la dirección 3' de la RSS del gen J).

Esta característica está en contraste con los cebadores oligonucleótidos descritos en la técnica para la amplificación 15
de secuencias de genes que codifican TCR o que codifican Ig, que se basan principalmente en la reacción de 
amplificación simplemente para la detección de la presencia o ausencia de productos de tamaños adecuados para 
los segmentos V y J (p. ej., la presencia en productos de reacción de la PCR de un tamaño particular indica la 
presencia de un segmento V o J, pero no puede proporcionar la secuencia del producto de PCR amplificado y por lo 
tanto no puede confirmar su identidad, tal como la práctica común de análisis de espectros ("spectratyping")). 20

Los oligonucleótidos (p. ej., cebadores) se pueden preparar por cualquier método adecuado, incluyendo la síntesis 
química directa por un método tal como el método del fosforotriéster de Narang et al., 1979, Meth. Enzymol. 68:90-
99; el método del fosfotriéster de Brown et al., 1979, Meth. Enzymol. 68:109-151; el método de la dietilfosforamidita 
de Beaucage et al., 1981, Tetrahedron Lett. 22:1859-1862; y el método del soporte sólido de la patente de EE.UU. nº 
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4.458.066. Se proporciona una revisión de métodos de síntesis de conjugados de oligonucleótidos y nucleótidos 
modificados en Goodchild, 1990, Bioconjugate Chemistry 1(3): 165-187.

El término "cebador" como se usa en la presente memoria, se refiere a un oligonucleótido capaz de actuar como un 
punto de inicio de la síntesis de ADN en condiciones adecuadas. Dichas condiciones incluyen aquellas en las que se 
induce la síntesis de un producto de extensión del cebador complementario a una cadena de ácido nucleico, en 5
presencia de cuatro trifosfatos de nucleósidos diferentes y un agente para la extensión (p. ej., una ADN polimerasa o 
transcriptasa inversa) en un tampón adecuado y a una temperatura adecuada. 

Un cebador preferiblemente es un ADN monocatenario. La longitud adecuada de un cebador depende del uso 
previsto del cebador, pero típicamente está en el intervalo de 6 a 50 nucleótidos, o en algunas realizaciones, de 15-
35 nucleótidos. Las moléculas de cebadores cortos en general requieren temperaturas más frías para formar 10
complejos híbridos suficientemente estables con el molde. No es necesario que un cebador refleje la secuencia 
exacta del ácido nucleico molde, pero debe ser suficientemente complementario para hibridar con el molde. El 
diseño de cebadores adecuados para la amplificación de una secuencia diana dada es bien conocida en la técnica y 
se describe en la bibliografía citada en la presente memoria. 

Como se describe en la presente memoria, los cebadores pueden incorporar características adicionales que 15
permitan la detección o inmovilización del cebador, pero no alteren la propiedad básica del cebador, la de actuar 
como un punto de inicio de la síntesis de ADN. Por ejemplo, los cebadores pueden contener una secuencia de ácido 
nucleico adicional en el extremo 5' que no hibrida con el ácido nucleico diana, pero que facilita la clonación, 
detección o secuenciación del producto amplificado. La región del cebador que es suficientemente complementaria 
del molde para hibridar, se denomina en la presente memoria la región de hibridación. 20

Como se usa en la presente memoria, un cebador es "específico" para una secuencia diana, si cuando se usa en 
una reacción de amplificación en condiciones suficientemente restrictivas, el cebador hibrida principalmente con el 
ácido nucleico diana. Típicamente, un cebador es específico para una secuencia diana si la estabilidad del dúplex 
cebador-diana es mayor que la estabilidad de un dúplex formado entre el cebador y cualquier otra secuencia 
encontrada en la muestra. Un experto en la técnica reconocerá que varios factores, tales como las condiciones 25
salinas así como la composición de bases del cebador y la localización de los errores de apareamiento, afectarán a 
la especificidad del cebador, y que en muchos casos será necesaria la confirmación experimental rutinaria del 
cebador. Se pueden elegir condiciones de hibridación en las que el cebador puede formar dúplex estables solo con 
una secuencia diana. Por lo tanto, el uso de cebadores específicos de diana en condiciones de amplificación 
restrictivas adecuadas permite la amplificación selectiva de las secuencias diana que contienen los sitios diana de 30
unión del cebador. 

En realizaciones particulares, los cebadores para usar en los métodos descritos en la presente memoria 
comprenden o consisten en un ácido nucleico de al menos aproximadamente 15 nucleótidos de longitud, que tiene la 
misma secuencia que, o es complementario de una secuencia contigua de 15 nucleótidos de longitud del segmento 
V o J diana. Cebadores más largos, por ejemplo, los de aproximadamente 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 35
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, o 50, nucleótidos de longitud que tienen la misma secuencia 
que, o la secuencia complementaria de, una secuencia contigua del segmento V o J diana, también serán útiles en 
determinadas realizaciones. Están contempladas en la presente memoria todas las longitudes intermedias de los 
cebadores mencionados en lo que antecede. Como reconocerá el experto en la técnica, los cebadores pueden tener 
secuencia adicional añadida (p. ej., nucleótidos que pueden no ser iguales que o complementarios del segmento V o 40
J diana), tal como sitios de reconocimiento de enzimas de restricción, secuencias adaptadoras para la 
secuenciación, secuencias códigos de barras, y similares (véase, p. ej., las secuencias de cebadores 
proporcionadas en la presente memoria y en la lista de secuencias). Por lo tanto, la longitud de los cebadores puede 
ser más larga, tal como 55, 56, 57, 58, 59, 60, 65, 70, 75, nucleótidos de longitud dependiendo del uso o necesidad 
específicos. Por ejemplo, en una realización, los cebadores directos e inversos están ambos modificados en el 45
extremo 5' con la secuencia de cebador directo universal compatible con un secuenciador de ADN. 

También están contemplados para usar en determinadas realizaciones, variantes de cebadores oligonucleótidos del 
segmento V o segmento J de receptores del sistema inmunitario adaptativo que pueden compartir un grado alto de 
identidad de secuencia con cebadores oligonucleótidos para los que se presentan en la presente memoria 
secuencias de nucleótidos, incluyendo las expuestas en la lista de secuencias. Por lo tanto, en estas realizaciones y 50
relacionadas, las variantes de cebadores oligonucleótidos del segmento V o segmento J de receptores del sistema 
inmunitario adaptativo pueden tener identidad sustancial con secuencias  de cebadores oligonucleótidos del 
segmento V o segmento J de receptores del sistema inmunitario adaptativo descritas en la presente memoria, por 
ejemplo, dichas variantes de secuencias de oligonucleótidos pueden comprender al menos 70% de identidad de 
secuencia, preferiblemente al menos 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% o 55
mayor identidad de secuencia comparado con una secuencia de polinucleótido de referencia tal como las 
secuencias de cebadores oligonucleótidos descritas en la presente memoria, usando los métodos descritos en la 
presente memoria (p. ej., análisis con BLAST usando parámetros estándar). Un experto en esta técnica reconocerá 
que estos valores se pueden ajustar de forma adecuada para determinar la correspondiente capacidad de una 
variante de cebador oligonucleótido para reasociarse con un polinucleótido que codifica segmentos del receptor del 60
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sistema inmunitario adaptativo, teniendo en cuenta la degeneración de codones, posicionamiento del marco de 
lectura, y similares.

Típicamente, las variantes de cebadores oligonucleótidos contendrán una o más sustituciones, adiciones, 
eliminaciones y/o inserciones, preferiblemente de modo que la capacidad de reasociarse con el oligonucleótido 
variante no disminuya sustancialmente con respecto a la de una secuencia de cebador oligonucleótido del segmento 5
V o segmento J de receptor del sistema inmunitario adaptativo que se expone específicamente en la presente 
memoria. Como también se ha indicado en otra parte en la presente memoria, en realizaciones preferidas, los 
cebadores oligonucleótidos del segmento V y segmento J de receptores del sistema inmunitario adaptativo se 
diseñan para ser capaces de amplificar una secuencia de TCR o IGH reordenada que incluye la región codificante 
para CDR3.10

De acuerdo con determinadas realizaciones contempladas en la presente memoria, los cebadores para usar en los 
métodos de PCR multiplexados de la presente descripción se pueden bloquear funcionalmente para prevenir el 
cebado no específico de secuencias que no son de linfocitos T o B. Por ejemplo, los cebadores se pueden bloquear 
con modificaciones químicas como se describe en la publicación de la solicitud de patente de EE.UU. 
US2010/0167353. De acuerdo con determinadas realizaciones descritas en la presente memoria, el uso de dichos 15
cebadores bloqueados en las presentes reacciones de PCR multiplexadas implica cebadores que pueden tener una 
configuración inactiva en donde la replicación del ADN (es decir, extensión del cebador) está bloqueada y una 
configuración activada en donde avanza la replicación del ADN. La configuración inactiva del cebador está presente 
cuando el cebador es monocatenario, o cuando el cebador está hibridado específicamente con la secuencia de ADN 
diana de interés pero la extensión del cebador permanece bloqueada por un resto químico que está unido a o cerca 20
del extremo 3' del cebador. 

La configuración activada del cebador está presente cuando el cebador está hibridado con la secuencia de ácido 
nucleico diana de interés y sobre el que posteriormente actúa la RNasa H u otro agente de escisión para separar el 
grupo bloqueante 3', dejando así que una enzima (p. ej., una ADN polimerasa) catalice la extensión del cebador en 
una reacción de amplificación. Sin querer estar ligado por la teoría, se cree que las cinéticas de la hibridación de 25
dichos cebadores son parecidas a una reacción de segundo orden, y por lo tanto, son función de la concentración de 
la secuencia génica de los linfocitos T o linfocitos B en la mezcla. Los cebadores bloqueados minimizan las 
reacciones no específicas requiriendo la hibridación con la diana seguido de escisión antes de que pueda proceder 
la extensión del cebador. Si un cebador hibrida de forma incorrecta con una secuencia que está relacionada con la 
secuencia diana deseada pero que difiere al tener uno o más nucleótidos no complementarios que producen 30
apareamiento erróneo de pares de bases, la escisión del cebador es inhibida, en especial cuando hay un 
apareamiento erróneo que está en o cerca del sitio de escisión. Esta estrategia para mejorar la fidelidad de la 
amplificación reduce la frecuencia del cebado falso en dichas localizaciones, y por lo tanto aumenta la especificidad 
de la reacción. Como reconocerá el experto, las condiciones de reacción, en particular la concentración de RNasa H 
y el tiempo permitido para la hibridación y extensión en cada ciclo, se puede optimizar para maximizar la diferencia 35
en las eficacias de escisión entre la escisión altamente eficaz del cebador cuando está correctamente hibridado con 
su secuencia diana verdadera, y la poca escisión del cebador cuando hay un apareamiento erróneo entre el cebador 
y la secuencia molde con la que se puede reasociar de forma incompleta. 

Como se describe en el documento US2010/0167353, se conocen una serie de grupos bloqueadores en la técnica 
que se pueden poner en o cerca del extremo 3' del oligonucleótido (p. ej., un cebador) para prevenir la extensión. Un 40
cebador u otro oligonucleótido se puede modificar en el nucleótido 3'-terminal para prevenir o inhibir el inicio de la 
síntesis de ADN, por ejemplo, por adición de un resto de 3'-desoxirribonucleótido (p. ej., cordicepina), un resto de 
2',3'-didesoxirribonucleótido, uniones no nucleotídicas o modificaciones de alcano-diol (patente de EE.UU. nº 
5.554.516). Las modificaciones de alcano-diol que se pueden usar para inhibir o bloquear la extensión del cebador 
también han sido descritas por Wilk et al., (1990 Nucleic Acids Res. 18 (8):2065), y por Arnold et al. (patente de 45
EE.UU. nº 6.031.091). Los ejemplos adicionales de grupos de bloqueo adecuados incluyen sustituciones en el 
hidroxilo de 3' (p. ej., 3'-fosfato, 3'-trifosfato o diésteres de 3'-fosfato con alcoholes tales como 3-hidroxipropilo), 
fosfato 2'3'-cíclico, sustituciones en el hidroxilo de 2' de una base de ARN terminal (p. ej., fosfato o grupos 
estéricamente impedidos tales como triisopropilsililo (TIPS) o terc-butildimetilsililo (TBDMS)). Laikhter et al., solicitud 
de patente de EE.UU. nº de serie 11/686.894 (US2007218490), describen grupos 2'-alquil-sililo tales como TIPS y 50
TBDMS sustituyentes en el extremo 3' de un oligonucleótido. Los sustituyentes con impedimento estérico también se 
pueden incorporar en la base en el resto 3'-terminal del oligonucleótido para bloquear la extensión del cebador.

En algunas realizaciones, el oligonucleótido puede comprender un dominio de escisión que está situado en la 
dirección 5' (p. ej., 5' de) del grupo bloqueante usado para ihibir la extensión del cebador. Como ejemplos, el dominio 
de escisión puede ser un dominio de escisión de RNasa H, o el dominio de escisión pude ser un dominio de escisión 55
de RNasa H2 que comprende un solo resto de ARN, o el oligonucleótido puede comprender la sustitución de la base 
de ARN con uno o más nucleósidos alternativos. Se describen dominios de escisión ilustrativos adicionales en el 
documento US2010/0167353.

Por lo tanto, un sistema de PCR multiplexado puede usar 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, o más cebadores 
directos, en donde cada cebador directo es complementario de un solo segmento V de TCR o Ig funcional o una 60
pequeña familia de segmentos V de TCR o Ig funcionales, p. ej., un segmento Vβ de TCR , (véase p. ej., los 
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cebadores de TCRBV mostrados en la tabla 1, SEQ ID NO: 1644-1695), y, por ejemplo, 13 cebadores inversos, 
cada uno específico de un segmento J de TCR, tal como el segmento Jβ de TCR (véase, p. ej., cebadores de 
TCRBJ en la tabla 1, SEQ ID NO: 1631-1643). En otra realización, una reacción de PCR multiplexada puede usar 
cuatro cebadores directos cada uno específico para uno o más segmentos V de TCRγ funcionales y cuatro 
cebadores inversos cada uno específico para uno o más segmentos J de TCRγ. En otra realización, una reacción de 5
PCR multiplexada puede usar 84 cebadores directos cada uno específicos para uno o más segmentos V funcionales 
y seis cebadores inversos cada uno específico para uno o más segmentos J. 

Las condiciones de los ciclos térmicos pueden seguir los métodos de los expertos en la técnica. Por ejemplo, usando 
un ciclador término PCR Express™ (Hybaid, Ashford, Reino Unido), se pueden usar las siguientes condiciones de 
ciclos: 1 ciclo a 95°C durante 15 minutos, de 25 a 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 59°C durante 30 segundos 10
y 72°C durante 1 minuto, seguido de un ciclo a 72°C durante 10 minutos. Como reconocerá el experto en la técnica, 
las condiciones de los ciclos térmicos se pueden optimizar, por ejemplo, modificando las temperaturas de 
reasociación, tiempos de reasociación, número de ciclos y tiempos de extensión. Como reconocerá el experto en la 
técnica, la cantidad de cebador y otros reactivos de PCR usados, así como los parámetros de la PCR (p. ej., 
temperatura de reasociación, tiempos de extensión y número de ciclos), se pueden optimizar para lograr la eficacia 15
de la amplificación de PCR deseada. 

Alternativamente, en determinadas realizaciones relacionadas también se contemplan en la presente memoria, 
métodos de "PCR digital" que se pueden usar para cuantificar el número de genomas diana en una muestra, sin 
necesidad de una curva patrón. En la PCR digital, la reacción de PCR para una sola muestra se lleva a cabo en una 
multitud de más de 100 microceldas o gotitas, de modo que cada gotita amplifica (p. ej., la generación de un 20
producto de amplificación proporciona pruebas de la presencia de al menos una molécula molde en la microcelda o 
gotita) o no consigue amplificar (prueba de que el molde no está presente en una microcelda o gotita dada). 
Simplemente contando el número de microceldas positivas, se puede contar directamente el número de genomas 
diana que están presentes en una muestra de entrada. 

Los métodos de la PCR digital típicamente usan una lectura de punto final, en lugar de una señal de PCR 25
cuantitativa convencional que se mide después de cada ciclo en la reacción de ciclos térmicos (véase, p. ej., Pekin 
et al., 2011 Lab. Chip 11(13):2156; Zhong et al., 2011 Lab. Chip 11(13):2167; Tewhey et al., 2009 Nature Biotechnol. 
27:1025; 2010 Nature Biotechnol. 28:178; Vogelstein y Kinzler, 1999 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:9236-41; Pohl y 
Shih, 2004 Expert Rev. Mol. Diagn. 4(1);41-7, 2004). Comparada con la PCR tradicional, la dPCR tiene las 
siguientes ventajas: (1) no es necesario basarse en referencias o patrones, (2) se puede lograr la precisión deseada 30
aumentando el número total de replicados de la PCR, (3) es muy tolerante a los inhibidores, (4) es capaz de analizar 
mezclas complejas, y (5) proporciona una respuesta lineal al número de copias presentes en una muestra para 
permitir que se detecte un cambio pequeño en el número de copias. Por consiguiente, cualquiera de las 
composiciones (p. ej., composiciones de moldes y conjuntos de cebadores oligonucleótidos específicos de genes de 
receptores del sistema inmunitario adaptativo) y métodos descritos en la presente memoria, se pueden adaptar para 35
usar en dicha metodología de PCR digital, por ejemplo, el sistema ABI QuantStudio™ 12K Flex (Life Technologies, 
Carlsbad, CA), el sistema QX100™ Droplet Digital™ PCR (BioRad, Hercules, CA), el sistema QuantaLife™ digital 
PCR (BioRad, Hercules, CA) o el sistema de PCR digital basado en microgotas RainDance™ (RainDance 
Technologies, Lexington, MA). Reischl et al., Molecular Biotechnology, vol. 3, 1 Feb. 1995, páginas 55-71, describen 
métodos de PCR cuantitativa. Henegariu et al., Biotechniques, vol. 23, no. 3, 1 Sept. 1997, páginas 504-511, 40
describen métodos de PCR multiplexada.

Adaptadores

Los oligonucleótidos molde descritos en la presente memoria de fórmula general (I), en determinadas realizaciones 
también pueden comprender una primera (U1) y una segunda (U2) secuencia de oligonucleótido adaptador 
universal, o pueden carecer de cualquiera de, o tanto de U1 como U2. Por lo tanto, U1 puede comprender nada o un 45
oligonucleótido que tiene una secuencia que se selecciona de (i) una primera secuencia de oligonucleótido 
adaptador universal, y (ii) una primera secuencia de oligonucleótido específica de plataforma de secuenciación que 
está unida a, y situada 5' respecto a la primera secuencia de oligonucleótido adaptador universal, y U2 puede 
comprender nada o un oligonucleótido que tiene una secuencia que se selecciona de (i) una segunda secuencia de 
oligonucleótido adaptador universal, y (ii) una segunda secuencia de oligonucleótido específica de plataforma de 50
secuenciación que está unida a, y situada 5' respecto a la segunda secuencia de oligonucleótido adaptador 
universal. 

U1 y/o U2 pueden, por ejemplo, comprender secuencias de oligonucleótido de adaptador universal y/o secuencias 
de oligonucleótidos específicas de plataforma de secuenciación, que son específicas para una tecnología de 
secuenciación de una sola molécula que se use, por ejemplo, los sistemas HiSeq™ o GeneAnalyzer™-2 (GA-2) 55
(Illumina, Inc., San Diego, CA) u otro conjunto de instrumentación, reactivos y software adecuado. La inclusión de 
dichas secuencias adaptadoras específicas de plataforma permite la secuenciación cuantitativa directa de la 
composición de moldes presente descrita, que comprende una pluralidad de diferentes oligonucleótidos molde de 
fórmula general (I), usando una metodología de secuenciación de nucleótidos tal como HiSeq™ o GA2 o 
equivalente. Por lo tanto, esta característica permite ventajosamente la caracterización cualitativa y cuantitativa de la 60
composición de moldes. 
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En particular, la capacidad de secuenciar todos los componentes de la composición de moldes permite directamente 
la verificación de que cada uno de los oligonucleótidos molde en la pluralidad de oligonucleótidos molde está 
presente en una cantidad sustancialmente equimolar. Por ejemplo, se puede generar un conjunto de los 
oligonucleótidos molde presentes descritos que tiene secuencias adaptadoras universales en ambos extremos, de 
modo que las secuencias adaptadoras se pueden usar para incorporar además oligonucleótidos específicos de la 5
plataforma de secuenciación en cada extremo de cada molde. 

Sin querer estar ligados por la teoría, se pueden añadir oligonucleótidos específicos de plataforma en los extremos 
de dichos moldes usando oligonucleótidos 5' (5'-secuencia de plataforma-secuencia adaptadora universal 1-3') y 3' 
(5'-secuencia de plataforma-secuencia adaptadora universal 2-3') en tan poco como dos ciclos de desnaturalización, 
reasociación y extensión, de modo que la representación relativa en la composición de moldes de cada uno de los 10
oligonucleótidos molde componentes no está cuantitativamente alterada. Las secuencias identificadoras únicas (p. 
ej., secuencia B de código de barras que comprende secuencias de oligonucleótidos V y B únicas que se asocian 
con y por lo tanto identifican, respectivamente, regiones V y J individuales, como se describe en la presente 
memoria) se colocan adyacentes a las secuencias adaptadoras, permitiendo así la secuenciación cuantitativa en 
lecturas de secuencia cortas, con el fin de caracterizar la población de moldes por el criterio de la cantidad relativa 15
de cada secuencia molde única que está presente. 

Donde dicha secuenciación cuantitativa directa indica que uno o más oligonucleótidos particulares pueden estar 
representados en exceso o en menor cantidad en una preparación de la composición de moldes, se puede hacer en 
consecuencia el ajuste de la composición de moldes para obtener una composición de moldes en la que todos los 
oligonucleótidos están presentes en cantidades sustancialmente equimolares. La composición de moldes en la que 20
todos los oligonucleótidos están presentes en cantidades sustancialmente equimolares, se pueden usar entonces 
como un patrón de calibración para conjuntos de cebadores de amplificación, tal como en los presentes métodos 
descritos para determinar y corregir la potencial amplificación no uniforme entre los miembros de un conjunto de 
cebadores. 

Además de las secuencias adaptadoras descritas en los ejemplos e incluidas en las secuencias molde de ejemplo 25
en la lista de secuencias (p. ej., en los extremos 5' y 3' de las SEQ ID NO: 1-1630), los expertos en la técnica 
conocerán otras secuencias de oligonucleótidos que se pueden usar como secuencias adaptadoras universales, en 
vista de la presente descripción, incluyendo la selección de secuencias de oligonucleótidos adaptadores que son 
distintas de las secuencias encontradas en otras partes de los moldes descritos en la presente memoria. Se 
muestran ejemplos no limitantes de secuencias adaptadoras universales en la tabla 2 y se exponen en las SEQ ID 30
NO: 1710-1731.

Tabla 2. Secuencias adaptadoras de ejemplo

Nombre del adaptador (cebador) Secuencia SEQ ID NO:

Promotor de T7 AATACGACTCACTATAGG 1710

Terminador de T7 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 1711

T3 ATTAACCCTCACTAAAGG 1712

SP6 GATTTAGGTGACACTATAG 1713

M13F(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT 1714

M13F(-40) GTTTTCCCAGTCACGAC 1715

M13R inverso CAGGAAACAGCTATGACC 1716

AOX1 directo GACTGGTTCCAATTGACAAGC 1717

AOX1 inverso GCAAATGGCATTCTGACATCC 1718

pGEX directo (GST 5, pGEX 5') GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 1719

pGEX inverso (GST 3, pGEX3') CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 1720

BGH inverso AACTAGAAGGCACAGTCGAGGC 1721

GFP (C' terminal, CFP, YFP o BFP) CACTCTCGGCATGGACGAGC 1722

GFP inverso TGGTGCAGATGAACTTCAGG 1723

GAG GTTCGACCCCGCCTCGATCC 1724
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GAG inverso TGACACACATTCCACAGGGTC 1725

CYC1 inverso GCGTGAATGTAAGCGTGAC 1726

pFastBacF 5'-d(GGATTATTCATACCGTCCCA)-3' 1727

pFastBacR 5'-d(CAAATGTGGTATGGCTGATT)-3' 1728

pBAD directo 5'-d(ATGCCATAGCATTTTTATCC)-3' 1729

pBAD inverso 5'-d (GATTTAATCTGTATCAGG)-3' 1730

CMV-directo 5'-d (CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG)-3' 1731

Códigos de barras

Como se describe en la presente memoria, algunas realizaciones contemplan diseñar secuencias de 
oligonucleótidos molde para que contengan secuencias cortas de firma que permiten la identificación sin 
ambigüedad de la secuencia molde, y por lo tanto de al menos un primer cebador responsable de la amplificación de 5
ese molde, sin tener que secuenciar el producto de amplificación entero. En los oligonucleótidos molde descritos en 
la presente memoria de fórmula general (I), B1, B2, B3 y B4 son cada uno independientemente nada o cada uno 
comprende un oligonucleótido B que comprende una secuencia de oligonucleótido de código de barras de 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 
700, 800, 900 o 1000 o más nucleótidos contiguos (incluyendo todos los valores enteros entre ellos), en donde cada 10
una de la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos molde B comprende una secuencia de oligonucleótido única 
que identifica de forma única, como una combinación emparejada, (i) la secuencia de oligonucleótido de V única del 
oligonucleótido molde, y (ii) la secuencia de oligonucleótido de J única del oligonucleótido molde.

Por lo tanto, por ejemplo, los oligonucleótidos molde que tienen secuencias identificadoras de códigos de barra 
pueden permitir lecturas de secuencia de producto de amplificación relativamente cortas, tales como lecturas de 15
secuencias códigos de barras de no más de 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80, 70, 60, 55, 
50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 o menos nucleótidos, seguido de 
emparejamiento de esta información de secuencia de código de barras con las secuencias de V y J asociadas, que 
se incorporan en el molde que tiene el código de barras como parte del diseño del molde. Por este procedimiento, se 
pueden secuenciar parcialmente simultáneamente un gran número de productos de amplificación por secuenciación 20
paralela de alta capacidad, para identificar cebadores que son responsables del sesgo de la amplificación en un 
conjunto de cebadores complejo. 

Los códigos de barras de ejemplo pueden comprender un primer oligonucleótido código de barras de 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucleótidos que identifica de forma única cada polinucleótido V en el molde y un segundo 
oligonucleótido código de barras de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucleótidos que identifica de forma única 25
cada polinucleótido V en el molde, para proporcionar códigos de barras de, respectivamente, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 o 32 nucleótidos de longitud, pero estas y realizaciones 
relacionadas no se pretende que estén así limitadas. Los oligonucleótidos de códigos de barras pueden comprender 
secuencias de oligonucleótidos de cualquier longitud, con la condición de que se obtenga una longitud de código de 
barras mínima que prevenga la aparición de una secuencia de código de barras en dos o más oligonucleótidos 30
molde que tienen por lo demás secuencias distintas (p.  ej., secuencias V y J). 

Por lo tanto, la longitud mínima del código de barras, para evitar la redundancia entre los códigos de barras que se 
usan para identificar de forma única diferentes parejas de secuencias V-J, es X nucleótidos, donde 4x es mayor que 
el número de especies de molde distintas que se van a diferenciar basándose en que no hay secuencias idénticas. 
Por ejemplo, para el conjunto de 871 oligonucleótidos molde expuestos en la presente memoria como SEQ ID NO:  35
1-871, la longitud mínima del código de barras sería 5 nucleótidos, lo que permitiría un total teórico de 1024 (es 
decir, más de 871) posibles secuencias de pentanucleótidos diferentes. En la práctica, las longitudes de lecturas de 
secuencias de oligonucleótidos de códigos de barras puede estar limitada solo por los límites de longitud de lectura 
de secuencias del instrumento de secuenciación de nucleótidos que se use. Para determinadas realizaciones, los 
oligonucleótidos de códigos de barras diferentes que distinguirán especies individuales de oligonucleótidos molde 40
deben tener al menos dos emparejamientos de nucleótidos (p. ej., una distancia de Hamming mínima de 2) cuando 
se alinean para maximizar el número de nucleótidos que coinciden en posiciones particulares en las secuencias de 
oligonucleótidos de códigos de barras. 

En realizaciones preferidas, para cada especie de oligonucleótido molde distinta que tiene una secuencia única 
dentro de la composición de moldes de fórmula general (I), B1, B2, B3, y B4 serán iguales.45

El experto en la técnica estará familiarizado con el diseño, síntesis e incorporación en un oligonucleótido mayor o 
construcción de polinucleótido, de secuencias de oligonucleótidos de códigos de barras de, por ejemplo, al menos 
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3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 
100, 200, 300, 300, 500 o más nucleótidos contiguos, incluyendo todos los valores enteros entre ellos. Para 
ejemplos no limitantes del diseño e implementación de estrategias de identificación de secuencias de 
oligonucleótidos de códigos de barras, véase, p. ej., de Carcer et al., 2011 Adv. Env. Microbiol. 77:6310; 
Parameswaran et al., 2007 Nucl. Ac. Res. 35(19):330; Roh et al., 2010 Trends Biotechnol. 28:291.5

Típicamente, los códigos de barras están situados en los moldes en posiciones donde no se encuentran de forma 
natural, es decir, los códigos de barras comprenden secuencias de nucleótidos que son distintas de cualquier 
secuencia de nucleótidos que se presenta de forma natural, que se pueden encontrar en la proximidad de las 
secuencias adyacentes a las cuales están situados los códigos de barras (p. ej., secuencias V y/o J). Dichas 
secuencias de códigos de barras pueden estar incluidas, de acuerdo con algunas realizaciones descritas en la 10
presente memoria, como elementos B1, B2 y/o B3 de los oligonucleótidos molde presentes descritos de fórmula 
general (I). Por consiguiente, algunos de los oligonucleótidos molde de fórmula general (I) descritos en la presente 
memoria, en algunas realizaciones también pueden comprender uno, dos o los tres códigos de barras B1, B2 y B3, 
aunque en algunas otras realizaciones algunos o todos estos códigos de barras pueden estar ausentes. En algunas 
realizaciones, todas las secuencias de códigos de barras tienen contenido de GC idéntico o similar (p. ej., difieren en 15
el contenido de GC en no más de 20%, o en no más de 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11 o 10%).

En las composiciones de moldes de acuerdo con algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el 
elemento B que contiene el código de barras (p. ej., B1, B2, B3 y/o B4) comprende la secuencia de oligonucleótidos 
que identifica de forma única una sola combinación V-J emparejada. Opcionalmente y en algunas realizaciones, el 
elemento que contiene el código de barras también puede incluir un nucleótido aleatorio o una secuencia de 20
polinucleótido aleatoria de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29, 30" 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 300, 500 o más 
nucleótidos contiguos, situados en la dirección 5' y/o en la dirección 3' de la secuencia de código de barras 
específica que identifica de forma única cada combinación V-J emparejada específica. Cuando está presente tanto 
en la dirección 5' como en la dirección 3' de la secuencia de código de barras específica, el nucleótido aleatorio o 25
secuencia de polinucleótido aleatoria, son independientes entre sí, es decir, pueden comprender, pero no 
necesariamente, el mismo nucleótido o la misma secuencia de polinucleótido. 

Sitios de enzimas de restricción

De acuerdo con algunas realizaciones descritas en la presente memoria, el oligonucleótido molde puede 
comprender un sitio de reconocimiento de endonucleasa de restricción (ER) que está situado entre las secuencias 30
de V y J y no aparece en otra parte en la secuencia de oligonucleótido molde. El sitio de reconocimiento de la ER 
opcionalmente puede estar adyacente a un sitio de código de barras que identifica la secuencia de la región V. El 
sitio de la ER se puede incluir para cualquiera de una serie de fines, incluyendo sin limitación, como una 
característica estructural que se puede aprovechar para destruir moldes selectivamente poniéndolos en contacto con 
la enzima de restricción adecuada. Puede ser conveniente degradar los presentes oligonucleótidos molde 35
selectivamente poniéndolos en contacto con una ER adecuada, por ejemplo, para separar oligonucleótidos molde de 
otras composiciones en las que se pueden haber introducido de forma deliberada o accidental. Alternativamente, el 
sitio de la ER se puede aprovechar de forma útil en el transcurso de la secuenciación de oligonucleótidos molde en 
la composición de moldes, y/o como un marcador de secuencia de posición en una secuencia de oligonucleótido 
molde independientemente de si es o no escindida por una enzima de restricción. Un sitio de ER de ejemplo es el 40
motivo oligonucleótido GTCGAC, que es reconocido por la enzima de restricción Sal I. Se conocen en la técnica un 
gran número de enzimas de restricción adicionales y sus respectivas secuencias del sitio de reconocimiento de la 
ER y están disponibles en el comercio (p. ej., New England Biolabs, Beverly, MA). Estas incluyen, por ejemplo, 
EcoRI (GAATTC) y SphI (GCATGC). Los familiarizados con la técnica apreciarán que cualquiera de una variedad de 
dichos sitios de reconocimiento de ER se puede incorporar en realizaciones particulares de los oligonucleótidos 45
molde presentes descritos. 

Secuenciación

La secuenciación se puede llevar a cabo usando cualquiera de una variedad de máquinas y sistemas disponibles de 
secuenciación de moléculas individuales de alta capacidad. Los sistemas de secuencias ilustrativos incluyen 
sistemas de síntesis por secuencias tales como el analizador Illumina Genome Analyzer e instrumentos asociados 50
(Illumina, Inc., San Diego, CA), Helicos Genetic Analysis System (Helicos BioSciences Corp., Cambridge, MA), 
Pacific Biosciences PacBio RS (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA), u otros sistemas que tienen capacidades 
similares. La secuenciación se logra usando un conjunto de oligonucleótidos de secuenciación que hibridan con una 
región definida dentro de las moléculas de ADN amplificadas. Los oligonucleótidos de secuenciación se diseñan de 
modo que los segmentos génicos que codifican V y J pueden ser identificados de forma única por las secuencias 55
que se generan, basándose en la presente descripción y en vista de secuencias génicas de receptor de sistema 
inmunitario adaptativo conocidas que aparecen en bases de datos públicamente disponibles. Véase, por ejemplo, los 
documentos U.S.A.N. 13/217,126 (US 2012 058902); U.S.A.N. 12/794,507 (US 2010330571); PCT/US2011/026373
(WO 2011106738); PCT/US2011/049012 (WO 2012027503). Se exponen cebadores de secuenciación de la región J 
de TCRB de ejemplo en la tabla 3:60
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Tabla 3: Cebadores de secuenciación de TCRBJ

Cebador Secuencia SEQ ID NO:

>Jseq1-1 ACAACTGTGAGTCTGGTGCCTTGTCCAAAGAAA 1696

>Jseq1-2 ACAACGGTTAACCTGGTCCCCGAACCGAAGGTG 1697

>Jseq1-3 ACAACAGTGAGCCAACTTCCCTCTCCAAAATAT 1698

>Jseq1-4 AAGACAGAGAGCTGGGTTCCACTGCCAAAAAAC 1699

>Jseq1-5 AGGATGGAGAGTCGAGTCCCATCACCAAAATGC 1700

>Jseq1-6 GTCACAGTGAGCCTGGTCCCGTTCCCAAAGTGG 1701

>Jseq2-1 AGCACGGTGAGCCGTGTCCCTGGCCCGAAGAAC 1702

>Jseq2-2 AGTACGGTCAGCCTAGAGCCTTCTCCAAAAAAC 1703

>Jseq2-3 AGCACTGTCAGCCGGGTGCCTGGGCCAAAATAC 1704

>Jseq2-4 AGCACTGAGAGCCGGGTCCCGGCGCCGAAGTAC 1705

>Jseq2-5 AGCACCAGGAGCCGCGTGCCTGGCCCGAAGTAC 1706

>Jseq2-6 "AGCACGGTCAGCCTGCTGCCGGCCCCGAAAGTC 1707

>Jseq2-7 GTGACCGTGAGCCTGGTGCCCGGCCCGAAGTAC 1708

El término "gen" significa el segmento de ADN implicado en la producción de una cadena de polipéptido tal como 
todo o una parte de un polipéptido de TCR o Ig (p. ej., un polipéptido que contiene CDR3); Incluye regiones que 
preceden y siguen a la región codificante "líder y remolque", así como secuencias intermedias (intrones) entre los 5
segmentos codificantes individuales (exones), y también pueden incluir elementos reguladores (p. ej., promotores, 
potenciadores, represores del sitio de unión y similares) y también pueden incluir secuencias de señal de 
recombinación (RSS) como se describe en la presente memoria. 

Los ácidos nucleicos de las presentes realizaciones, denominados también en la presente memoria polinucleótidos, 
pueden estar en forma de ARN o en forma de ADN, cuyo ADN incluye ADNc, ADN genómico y ADN sintético. El 10
ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es monocatenario puede ser la cadena codificante o no codificante 
(de sentido contrario). Una secuencia codificante que codifica un TCR o una inmunoglobulina o una región de los 
mismos (p. ej., una región V, un segmento D, una región J, una región C, etc.) para usar según las presentes 
realizaciones, puede ser idéntica a la secuencia codificante conocida en la técnica para cualquier región génica o 
dominio de polipéptido de TCR o inmunoglobulina dado (p. ej., dominios de región V, dominios de CDR3, etc.), o 15
puede ser una secuencia codificante diferente, que como resultado de la redundancia o degeneración del código 
genético, codifica la misma región o polipéptido de TCR o inmunoglobulina. 

En algunas realizaciones, los segmentos génicos que codifican la región J amplificada, pueden tener cada uno un 
marcador identificador de secuencia definida de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o aproximadamente 15, 20 o más 
nucleótidos, situado en una posición definida respecto al sitio de la RSS. Por ejemplo, se puede usar un marcador 20
de 4 bases, en el segmento que codifica la región Jβ de las regiones que codifican la CDR3 del TCRβ CDR3, en las 
posiciones +11 a +14 en la dirección 3' desde el sitio de RSS. Sin embargo, no es necesario que estas y otras 
realizaciones relacionadas estén así limitadas y también están contemplados otros marcadores identificadores de 
secuencia de nucleótidos definida relativamente corta que se pueden detectar en los segmentos génicos que 
codifican la región J y definidos basándose en sus posiciones relativas respecto a un sitio de RSS. Estas pueden 25
variar entre diferentes locus que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo. 

La secuencia de señal de recombinación (RSS) consiste en dos secuencias conservadas (heptámero, 5'-CACAGTG-
3', y nonámero, 5'-ACAAAAACC-3'), separadas por un espaciador de 12 +/- 1 pb ("señal 12") o 23 +/- 1 pb ("señal 
23"). Se ha identificado una serie de posiciones de nucleótidos como importantes para la recombinación que 
incluyen el dinucleótido CA en la posición 1 y 2 del heptámero, y una C en la posición 3 del heptámero se ha 30
mostrado que también es muy preferida, así como un nucleótido A en las posiciones 5, 6, 7 del nonámero.(Ramsden 
et. al 1994; Akamatsu et. al. 1994; Hesse et. al. 1989). Las mutaciones de otros nucleótidos tienen efectos mínimos 
o inconsecuentes. El espaciador, aunque más variable, también tiene un impacto en la recombinación, y se ha 
mostrado que sustituciones de un solo nucleótido tienen un impacto significativo en la eficacia de la recombinación 
(Fanning et. al. 1996, Larijani et. al 1999; Nadel et. al. 1998). Se han descrito criterios para identificar secuencias de 35
polinucleótidos de RSS que tienen eficacias de recombinación significativamente diferentes (Ramsden et. al 1994; 
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Akamatsu et. al. 1994; Hesse et. al. 1989 y Cowell et. al. 1994). Por consiguiente, los oligonucleótidos de 
secuenciación pueden hibridar adyacentes a un marcador de cuatro bases dentro de los segmentos génicos que 
codifican J amplificados en las posiciones +11 a +14 en la dirección 3' del sitio de RSS. Por ejemplo, los 
oligonucleótidos de secuenciación para TCRB, se pueden diseñar para reasociarse con un motivo de nucleótidos 
consenso observado justo en la dirección 3' de este "marcador", de modo que las primeras cuatro bases de una 5
lectura de secuencia identificarán únicamente el segmento génico que codifica J (véase, p. ej., el documento 
WO/2012/027503).

La longitud media de la región que codifica la CDR3, para el TCR, definida como los nucleótidos que codifican el 
polipéptido de TCR entre la segunda cisteína conservada del segmento V y la fenilalanina conservada del segmento 
J, es 35+/-3 nucleótidos. Por consiguiente, y en algunas realizaciones, la amplificación por PCR usando cebadores 10
oligonucleótidos del segmento V con cebadores oligonucleótidos del segmento J que empiezan desde el marcador 
del segmento J de una región J particular de TCR o IgH (p. ej., Jβ de TCR, Jγ de TCR o JH de IgH como se describe 
en la presente memoria) casi siempre capturará la unión V-D-J completa en una lectura de 50 pares de bases. La 
longitud media de la región CDR3 de IgH, definida como los nucleótidos entre la cisteína conservada en el segmento 
V y la fenilalanina conservada en el segmento J, está menos restringida que en el locus de TCRβ, pero típicamente 15
será de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 70 nucleótidos. Por consiguiente, y en algunas 
realizaciones, la amplificación por PCR usando cebadores oligonucleótidos del segmento V con cebadores 
oligonucleótidos del segmento J que empieza a partir del marcador del segmento J de IgH capturará la unión V-D-J 
completa en una lectura de 100 pares de bases. 

Los cebadores de PCR que se reasocian y apoyan la extensión de polinucleótidos en secuencias molde mal 20
apareadas se denominan cebadores promiscuos. En algunas realizaciones, los cebadores de PCR inversos del 
segmento J de TCR e Ig se pueden diseñar para minimizar el solapamiento con oligonucleótidos de secuenciación, 
con el fin de minimizar el cebado promiscuo en el contexto de la PCR multiplexada. En una realización, los 
cebadores inversos del segmento J de TCR e Ig, se pueden anclar en el extremo 3' por reasociación con el motivo 
del sitio de corte y empalme consenso, con solapamiento mínimo de los cebadores de secuenciación. En general, 25
los cebadores del segmento V y J de TCR e Ig se pueden seleccionar para trabajar en la PCR con temperaturas de 
reasociación consistentes usando programas de diseño y análisis de secuencia/cebador conocidos con los 
parámetros por defecto. 

Para la reacción de secuenciación los cebadores de secuenciación IGHJ de ejemplo extienden tres nucleótidos a 
través de las secuencias CAG conservadas, como se describe en el documento WO/2012/027503.30

Muestras

El sujeto o fuente biológica de la cual se puede obtener una muestra biológica de ensayo, puede ser un ser humano
o animal no humano, o un organismo transgénico o clonado o con tejido modificado genéticamente (incluyendo 
mediante el uso de citoblastos). En algunas realizaciones preferidas de la invención, se puede saber que el sujeto o 
fuente biológica tiene, o se puede sospechar que tiene o estar en riesgo de tener, un tumor sólido o en la circulación 35
u otra afección maligna, o una enfermedad autoinmunitaria, o una afección inflamatoria y en algunas realizaciones 
preferidas de la invención, se puede saber que el sujeto o fuente biológica carece de un riesgo o presencia de dicha 
enfermedad. 

Algunas realizaciones preferidas contemplan un sujeto o fuente biológica que es un sujeto humano tal como un 
paciente al que se le ha diagnosticado que tiene o tiene riesgo de desarrollar o adquirir cáncer de acuerdo con 40
criterios de diagnóstico clínico aceptados en la técnica, tales como los del Instituto Nacional del Cáncer de EE.UU. 
(Bethesda, MD, EE.UU.) o como se describe en De Vita, Hellman, y Rosenberg's Cancer: Principles and Practise of 
Oncology (2008, Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia/ Ovid, New York); Pizzo y Poplack, Principles and 
Practice of Pediatric Oncology (Fourth edition, 2001, Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia/ Ovid, New York); 
y Vogelstein y Kinzler, The Genetic Basis of Human Cancer (Segunda edición, 2002, McGraw Hill Professional, New 45
York); algunas realizaciones contemplan un sujeto humano que se sabe que no tiene riesgo de tener, desarrollar o 
adquirir cáncer por dichos criterios.

Algunas otras realizaciones contemplan un sujeto no humano o fuente biológica, por ejemplo, un primate no humano 
tal como un macaco, chimpancé, gorila, mono vervet, orangután, babuino y otros primates no humanos, incluyendo 
dichos sujetos no humanos que pueden ser conocidos en la técnica como modelos preclínicos, incluyendo modelos 50
preclínicos para tumores sólidos y/u otros cánceres. Algunas otras realizaciones contemplan un sujeto no humano 
que es un mamífero, por ejemplo, un ratón, rata, conejo, cerdo, oveja, caballo, bovino, cabra, jerbo, hámster, cobaya 
u otro mamífero; muchos de dichos mamíferos pueden ser sujetos que se conocen en la técnica como modelos 
preclínicos para algunas enfermedades o trastornos, incluyendo tumores en la circulación o sólidos, y/u otros 
cánceres (p. ej., Talmadge et al., 2007 Am. J. Pathol. 170:793; Kerbel, 2003 Canc. Biol. Therap. 2(4 Suppl 1):S134; 55
Man et al., 2007 Canc. Met. Rev. 26:737; Cespedes et al., 2006 Clin. Transl. Oncol. 8:318). Sin embargo, no se 
pretende que la varidad de realizaciones esté así limitada, de modo que se contemplan también otras realizaciones 
en las que la fuente del sujeto o biológica puede ser un vertebrado no mamífero, por ejemplo, otro vertebrado 
superior, o una especie de ave, anfibio o reptil, u otro sujeto o fuente biológica. 
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Se pueden proporcionar muestras biológicas obteniendo una muestra de sangre, muestra de biopsia, explante de 
tejido, cultivo de órgano, fluido biológico o cualquier otra preparación tisular o celular de un sujeto o una fuente 
biológica. Preferiblemente, la muestra comprende ADN de células linfoides del sujeto o fuente biológica que, a modo 
de ilustración y no limitación, puede contener ADN reordenado en uno o más locus de TCR o BCR. En algunas 
realizaciones, se puede obtener una muestra biológica de ensayo de un tejido sólido (p. ej., un tumor sólido), por 5
ejemplo por resección quirúrgica, biopsia con aguja u otros medios para obtener una muestra biológica de ensayo 
que contiene una mezcla de células. 

De acuerdo con algunas realizaciones, puede ser conveniente aislar células linfoides (p. ej., linfocitos T y/o linfocitos 
B) de acuerdo con cualquiera de una gran serie de metodologías establecidas, donde las células linfoides aisladas 
son las que se han retirado o separado del tejido, entorno o medio en el que se encuentran de forma natural. Así se 10
pueden obtener linfocitos T y linfocitos B de una muestra biológica, tal como de una variedad de muestras de tejidos 
y fluidos biológicos que incluyen médula ósea, timo, glándulas linfáticas, ganglios linfáticos, tejidos y sangre 
periféricos, pero la sangre periférica es la que se consigue más fácilmente. Se puede tomar muestra de cualquier 
tejido periférico para el ensayo de la presencia de linfocitos B y T, y por lo tanto, está contemplado para usar en los 
métodos descritos en la presente memoria. Los tejidos y fluidos biológicos de los que se pueden obtener células del 15
sistema inmunitario adaptativo incluyen, pero no se limitan a la piel, tejido epitelial, colon, bazo, una secreción 
mucosa, mucosa oral, mucosa intestinal, mucosa vaginal o una secreción vaginal, tejido del cuello uterino, ganglios, 
saliva, líquido cefalorraquídeo (LCR), médula ósea, sangre del cordón umbilical, suero, fluido seroso, plasma, linfa, 
orina, líquido ascítico, líquido pleural, líquido pericárdico, líquido peritoneal, líquido abdominal, medio de cultivo, 
medio de cultivo acondicionado o líquido de lavado. En algunas realizaciones, las células del sistema inmunitario 20
adaptativo se pueden aislar de una muestra de aféresis. Las muestras de sangre periférica se pueden obtener por 
flebotomía de sujetos. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se aíslan por técnicas conocidas 
para los expertos en la técnica, p. ej., separación por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque®. En algunas 
realizaciones, se usan CMSP enteras para el análisis. 

Para la extracción de ácido nucleico, se puede extraer el ADN genómico de células usando métodos conocidos en la 25
técnica y/o kits disponibles en el comercio, p. ej., usando el kit QIAamp® DNA blood Mini Kit (QIAGEN®). La masa 
aproximada de un genoma haploide es 3 pg. Preferiblemente, se usan al menos de 100.000 a 200.000 células para 
el análisis, es decir, de aproximadamente 0,6 a 1,2 µg de ADN de linfocitos T o B diploides. Usando CMSP como 
fuente, el número de linfocitos T se puede calcular que es aproximadamente 30% de las células totales. El número 
de linfocitos B también se puede calcular que es aproximadamente 30% de las células totales en una preparación de 30
CMSP. 

Los locus de los genes de Ig y TCR contienen muchos segmentos génicos variable (V), de diversidad (D), y de unión 
(J) diferentes, que se someten a procesos de reordenación durante la diferenciación linfoide inicial. Las secuencias 
de los segmentos génicos V, D y J de Ig y TCR se conocen en la técnica y están disponibles en bases de datos 
públicas tales como GENBANK. Las reordenaciones de V-D-J son mediadas por un complejo de enzima 35
recombinasa en el que las proteínas RAG1 y RAG2 tienen una función clave reconociendo y cortando el ADN en las 
secuencias de señales de recombinación (RSS), que están situadas 3' de los segmentos génicos V, a ambos lados 
de los segmentos génicos D y en la dirección 5' de los segmentos génicos J. Las RSS inadecuadas reducen o 
incluso evitan completamente la reordenación. La secuencia de señal de recombinación (RSS) incluye dos 
secuencias consenso (heptámero, 5'-CACAGTG-3', y nonámero, 5'-ACAAAAACC-3'), separadas por un espaciador 40
de 12 +/- 1 pb ("señal 12") o 23 +/- 1 pb ("señal 23"). En el extremo 3' del segmento V y el segmento D, la secuencia 
de RSS es heptámero (CACAGTG)-espaciador-nonámero (ACAAAAACC). En el extremo 5' del segmento J y el 
segmento D, la secuencia de RSS es nonámero (GGTTTTTGT)-espaciador-heptámero (CACTGTG), con variación 
de secuencia sustancial en la secuencia de heptámero y nonámero de cada segmento génico específico. 

Se ha identificado una serie de posiciones de nucleótidos como importantes para la recombinación que incluyen el 45
dinucleótido CA en la posición 1 y 2 del heptámero, y una C en la posición 3 del heptámero se ha mostrado que 
también es muy preferida, así como un nucleótido A en las posiciones 5, 6, 7 del nonámero. (Ramsden et. al 1994 
Nucl. Ac. Res. 22:1785; Akamatsu et. al. 1994 J. Immunol. 153:4520; Hesse et. al. 1989 Genes Dev. 3:1053). Las 
mutaciones de otros nucleótidos tienen efectos mínimos o inconsecuentes. El espaciador, aunque más variable, 
también tiene un impacto en la recombinación, y se ha mostrado que las sustituciones de un solo nucleótido tienen 50
un impacto significativo en la eficacia de la recombinación (Fanning et. al. 1996 Cell. Immunol. Immumnopath. 79:1, 
Larijani et. al 1999 Nucl. Ac. Res. 27:2304; Nadel et. al. 1998 J. Immunol. 161:6068; Nadel et al., 1998, J. Exp. Med. 
187:1495). Se han descrito criterios para identificar las secuencias de polinucleótidos RSS que tienen eficacias de 
recombinación significativamente diferentes (Ramsden et. al 1994 Nucl. Ac. Res. 22:1785; Akamatsu et. al. 1994, J. 
Immunol. 153:4520; Hesse et. al. 1989 Genes Dev. 3:1053, y Lee et al., 2003 PLoS 1(1):E1).55

El procedimiento de reordenación en los genes de la cadena pesada (IgH), TCR beta (TCRB), y TCR delta (TCRD) 
en general empiezan con una reordenación de D a J seguido de una reordenación de V a D-J, mientras que las 
reordenaciones directas de V a J ocurren en los genes de Ig kappa (IgK), Ig lambda (IgL), TCR alfa (TCRA), y TCR 
gamma (TCRG). Las secuencias entre los segmentos de genes de reordenación en general se eliminan en forma de 
un producto de escisión circular, llamado también círculo de escisión de TCR (TREC) o círculo de escisión del 60
receptor de linfocitos B (BREC).
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Las muchas combinaciones diferentes de segmentos génicos de V, D y J representan el llamado repertorio 
combinatorio, que se calcula que es ∼2x106 para moléculas de Ig, ∼3x106 para moléculas de TCRαβ y ∼ 5x103 para 
TCRγδ. En los sitios de unión de los segmentos génicos V, D y J, se produce la eliminación y la inserción aleatoria 
de nucleótidos durante el procedimiento de reordenación, dando como resultado regiones de unión muy diversas, 
que contribuyen significativamente al repertorio total de moléculas de Ig y TCR, que se calcula que es > 10125
posibles secuencias de aminoácidos.

Los linfocitos B maduros extienden más su repertorio de Ig tras el reconocimiento del antígeno en centros 
germinales por hipermutación somática, un proceso que conduce a la maduración de la afinidad de las moléculas de 
Ig. El proceso de hipermutación somática se centra en el exón V- (D-) J de genes de la cadena ligera de IgH e Ig, y 
genera principalmente mutaciones de nucleótidos individuales, pero a veces también inserciones o eliminaciones de 10
nucleótidos. Los genes de Ig mutados somáticamente también se encuentran típicamente en tumores malignos de 
linfocitos B maduros. 

En algunas realizaciones descritas en la presente memoria, los cebadores del segmento V y el segmento J se 
pueden usar en una reacción de PCR para amplificar regiones de ADN que codifican CDR3 de TCR o BCR en una 
muestra biológica, en donde cada segmento génico que codifica TCR o Ig funcionales, comprende una secuencia de 15
señal de recombinación RSS del gen V y cada TCR o segmento génico que codifica J comprende una RSS del gen 
J. En estas realizaciones y relacionadas, cada molécula de ADN reordenada amplificada puede comprender (i) al 
menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 
(incluyendo todos los valores enteros entre ellos) o más nucleótidos contiguos de una cadena codificante del 
segmento génico que codifica V de TCR o Ig, con los al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 20
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 o más nucleótidos contiguos que están situados 5' de la RSS del 
gen V y/o cada molécula de ADN amplificada puede comprender (ii) al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 (incluyendo todos los valores enteros entre ellos) o más nucleótidos 
contiguos de una cadena codificante del segmento génico que codifica J de TCR o Ig, con los al menos 
aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o más nucleótidos contiguos que están 25
situados 3' de la RSS del gen G. 

Determinación del factor de amplificación

Además del uso de las composiciones de moldes presentes descritas para la normalización de la eficacia de la 
amplificación de conjuntos de cebadores oligonucleótidos de amplificación como se describe en la presente 
memoria, algunas otras realizaciones contemplan el uso de la composición de moldes para determinar factores de 30
amplificación para calcular el número de secuencias que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo 
reordenadas en una muestra. Estas realizaciones y relacionadas pueden ser útiles para cuantificar el número de 
secuencias que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra de ADN que se ha obtenido 
de células linfoides, incluyendo células linfoides que están presentes en una mezcla de células que comprende 
células en las que el ADN que codifica un receptor del sistema inmunitario adaptativo ha sufrido reordenación del 35
ADN, pero donde la muestra también contiene ADN de células en las que no se ha producido dicha reordenación (p. 
ej., células no linfoides, células inmaduras, células mesenquémicas, células cancerosas, etc.). 

El número total de diferentes miembros de una clase de receptores del sistema inmunitario adaptativos (p. ej., TCR o 
IG) en un sujeto se puede calcular por la PCR multiplexada usando un conjunto de cebadores de amplificación de V-
J seguido de la secuenciación cuantitativa de productos de amplificación. La amplificación multiplexada y la 40
secuenciación de alto rendimiento de secuencias de ADN reordenadas que codifican TCR y BCR (IG), se describen, 
por ejemplo en Robins et al., 2009 Blood 114, 4099; Robins et al., 2010 Sci. Translat. Med. 2:47ra64; Robins et al., 
2011 J. Immunol. Meth. doi:10.1016/j.jim.2011.09. 001; Sherwood et al. 2011 Sci. Translat. Med. 3:90ra61; U.S.A.N. 
13/217,126 (publicación US nº 2012/0058902), U.S.A.N. 12/794,507 (publicación US nº 2010/0330571), 
WO/2010/151416, WO/2011/106738(PCT/US2011/026373), WO2012/027503 (PCT/US2011/049012), U.S.A.N. 45
61/550.311 (US 2013288237), y U.S.A.N. 61/569.118 (US 2013253842).

Esta metodología típicamente implica la toma de muestra de ADN de una subpoblación de células linfoides, tales 
como células linfoides que están presentes en una muestra de sangre, que se sabe que contiene también células 
nucleadas que carecen de ADN reordenado que codifica TCR o IG. Las presentes composiciones y métodos pueden 
permitir mejorar la exactitud y precisión en la determinación del número de moléculas de ADN reordenado que 50
codifican TCR y IG. Como se describe en la presente memoria, por ejemplo, enriqueciendo la muestra de ADN con 
la presente composición de moldes, se proporciona una referencia de molde de amplificación interno para evaluar la 
eficacia relativa a lo largo de la variedad de cebadores oligonucleótidos que están presentes en el conjunto de 
cebadores de amplificación multiplexada. Evaluando de esta forma los productos de amplificación de la presente 
composición de moldes artificiales, que se añade a la reacción de amplificación en cantidades conocidas, se puede 55
determinar un factor de amplificación (p. ej., un factor multiplicativo, normalizante, de aumento de escala o 
geométrico, etc.) para el conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación y después se puede usar para 
calcular el número de moldes de ADN naturales en la muestra. 

Como otro ejemplo, estas realizaciones y relacionadas permiten la cuantificación de la enfermedad residual mínima 
(EMR) en linfoma o leucemia, por detección cuantitativa del ADN que codifica TCR o IG reordenado en muestras 60
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obtenidas a partir de preparaciones mixtas de células linfoides y no linfoides, incluyendo células de linfoma 
persistentes o leucemia. Métodos previos determinan la EMR como el número de células malignas que son 
detectables como una proporción del número total de células en una muestra. En cambio, los presentes métodos 
permiten calcular el número total de células en una muestra que tienen ADN que codifica TCR o IG reordenado, de 
modo que las células malignas (p. ej., las que tiene una reordenación de TCR o IG particular, tales como un 5
clonotipo) se pueden cuantificar como una proporción de dichas células reordenadas en lugar de como una 
proporción de todas las células. A modo de teoría no limitante, se cree que debido a que la representación de todas 
las células reordenadas en una muestra clínica de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene EMR típicamente es 
muy baja, los presentes métodos mejorarán notablemente la sensibilidad con la que se detecta la EMR, incluyendo 
la mejora de dicha sensibilidad aumentando la relación de señal a ruido. 10

Por consiguiente, algunas realizaciones proporcionan así un método para cuantificar moléculas de ADN reordenadas 
que codifican uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que 
comprende ADN de células linfoides de un sujeto, comprendiendo cada receptor del sistema inmunitario adaptativo 
una región variable y una región de unión. Brevemente, el método comprende las etapas de: 

(A) en una reacción de amplificación multiplexada usando el conjunto de cebadores oligonucleótidos de 15
amplificación descritos en la presente memoria que es capaz de amplificar sustancialmente todas las combinaciones 
que codifican V-J para un receptor del sistema inmunitario adaptativo dado, amplificar el ADN de la muestra a la que 
se ha añadido una cantidad conocida de la composición de moldes descrita en la presente memoria para la 
normalización de la amplificación, para obtener productos de amplificación; 

(B) secuenciar cuantitativamente los productos de amplificación de (A) para cuantificar (i) productos de amplificación 20
de moldes, que son productos de amplificación de la composición de moldes descrita en la presente memoria y 
serán identificables porque contienen al menos una secuencia de oligonucleótido de código de barras, y (ii) 
productos de amplificación de secuencias de ADN reordenada que codifican receptores del sistema inmunitario 
adaptativo en la muestra, que serán identificables porque comprenden secuencias de V y J específicas pero carecen 
de una secuencia de oligonucleótido de código de barras;25

(C) calcular un factor de amplificación basado en la información cuantitativa obtenida en la etapa (B); y

(D) usando el factor de amplificación de (C) determinar, mediante cálculo, el número de moléculas de ADN que 
codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo únicas en la muestra. 

Sin querer estar ligados por la teoría, de acuerdo con estos métodos y relacionados, el número de moléculas de 
ADN que codifican TCR o IG reordenadas en la muestra que se toma se mide en una reacción de amplificación 30
multiplexada. Para hacer esto, se determina un valor de cobertura de la secuencia, p. ej., el número de lecturas de 
secuencia de salida que se determina para cada molécula de entrada (molde), y se promedia a lo largo de todo el 
número de oligonucleótidos molde diferentes que están presentes, para obtener un valor medio de cobertura de la 
secuencia.  Dividiendo (i) el número de lecturas que se obtienen para una secuencia dada entre (ii) el valor medio de 
cobertura de secuencia, se puede calcular el número de moléculas reordenadas que están presentes como moldes 35
al inicio de la reacción de amplificación. 

Así, por ejemplo, para calcular el valor de cobertura de secuencias, se añade una cantidad conocida de un conjunto 
de moléculas sintéticas de la composición de moldes presente descrita a cada amplificación de PCR, teniendo los 
moldes sintéticos la estructura básica de fórmula (I) 5' U-B1-V-B2-R-(B3)-J-B4-U 3' donde cada V es un segmento de 
300 pares de bases que tiene una secuencia que coincide con una secuencia génica de V de TCR o IG y J es un 40
segmento de 100 pares de bases que tiene una secuencia que coincide con un gen J de TCR o IG. B2 una 
secuencia de oligonucleótido de código de barras que identifica de forma única cada pareja VJ y que también 
diferencia los productos de amplificación o moldes de ADN sintéticos (que contendrán las secuencias de código de 
barras) de los productos de amplificación de las moléculas de ADN moldes biológicos que se encuentran de forma 
natural que aporta la muestra de ADN linfoide (que carecerán de la secuencia de código de barras). En este 45
ejemplo, B3 de la fórmula (I) no es nada. Después de la amplificación por PCR y secuenciación, se cuenta el número 
de cada molécula sintética secuenciada (es decir, productos de amplificación que contienen la secuencia de código 
de barras). La cobertura de secuencias de las moléculas sintéticas después se calcula basándose en el número 
conocido de moléculas molde sintéticas usadas para enriquecer la reacción de amplificación. 

Por ejemplo, se puede añadir a la reacción de amplificación un grupo de 5000 moléculas molde que contienen 50
código de barras, sintéticas, que comprenden 4-5 copias cada una de 1100 secuencias de oligonucleótidos molde 
únicas sintéticas (que representan cada posible pareja VJ).Si los productos de amplificación incluyen 50.000 
secuencias que coinciden con las moléculas molde sintéticas, se ha obtenido un valor de cobertura de secuencias 
de 10X y el factor de amplificación es 10. Para calcular el número de moléculas molde reordenadas de VDJ 
naturales en el ADN obtenido de la muestra, después el número de productos de amplificación de los moldes 55
naturales (es decir, productos de amplificación que carecen de cualquier secuencia de código de barras) se divide 
entre el factor de amplificación. Para añadir precisión, debido a que en este ejemplo las 5000 moléculas sintéticas 
son una mezcla compleja de 1100 moléculas que representan cada pareja de VJ, el factor de amplificación para 
cada pareja VJ se puede calcular individualmente, Después, el factor de amplificación se puede promediar a lo largo 
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de todas las moléculas sintéticas (Fig. 8). La precisión y fiabilidad del método se muestra en la figura 9, y se 
describen detalles más adelante en el ejemplo 5. 

En una realización alternativa, idéntica a la que se ha descrito antes y se describe más adelante en esta sección, 
excepto que difiere en el uso de un subconjunto de la mezcla total de moléculas molde sintéticas, de modo que de 
como resultado la adición a una muestra de no más de 1 copia de un subconjunto de moléculas molde distintas a la 5
muestra. La aplicación de los métodos estadísticos de Poisson bien conocidos para el experto en la técnica, se usan 
para determinar la cantidad de molde a añadir basándose en las propiedades conocidas de la mezcla (p. ej., el 
número total de secuencias distintas y la concentración de moléculas molde). Por ejemplo, se añaden 200-500 
moléculas molde a la reacción de amplificación, de modo que como media hay como máximo una copia de cada uno 
de un subconjunto de moléculas molde presentes en la mezcla. 10

Por consiguiente, en estas realizaciones el método comprende: (A) amplificar el ADN en una reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) multiplexada que comprende: (1) ADN de la muestra biológica que comprende células linfoides 
del sujeto, (2) la composición de moldes de la reivindicación 1 en la que está presente un número conocido de cada 
uno de una pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen una secuencia de oligonucleótidos única, (3) un conjunto 
de cebadores oligonucleótidos de amplificación que es capaz de amplificar ADN reordenado que codifica uno o una 15
pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo en el ADN de la muestra biológica, comprendiendo el 
conjunto de cebadores: (a) en cantidades sustancialmente equimolares, una pluralidad de cebadores 
oligonucleótidos del segmento V que cada uno es capaz independientemente de hibridar específicamente con al 
menos un polinucleótido que codifica un polipéptido de la región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo o 
con el complementario del mismo, en donde cada cebador del segmento V comprende una secuencia de nucleótidos 20
de al menos 15 nucleótidos contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la 
región V del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional, y en donde la pluralidad de cebadores del 
segmento V hibridan específicamente sustancialmente con todos los segmentos génicos que codifican la región V 
del receptor del sistema inmunitario adaptativo funcional que están presentes en la composición de moldes, y (b) en 
cantidades sustancialmente equimolares, una pluralidad de cebadores oligonucleótidos del segmento J que cada 25
uno es capaz independientemente de hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que codifica un 
polipéptido de la región J del receptor del sistema inmunitario adaptativo o con el complementario del mismo, en 
donde cada cebador del segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos 
que es complementaria con al menos un segmento génico que codifica la región J del receptor del sistema 
inmunitario adaptativo funcional y en donde la pluralidad de cebadores del segmento J hibrida específicamente con 30
sustancialmente todos los segmentos génicos que codifican la región J del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo funcional que están presentes en la composición de moldes, en donde los cebadores oligonucleótidos del 
segmento V y el segmento J son capaces de promocionar la amplificación en dicha reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) multiplexada de (i) sustancialmente todos los oligonucleótidos molde en la composición de moldes 
para producir una multiplicidad de moléculas de ADN molde amplificadas, siendo suficiente dicha multiplicidad de 35
moléculas de ADN molde amplificadas para cuantificar la diversidad de oligonucleótidos molde en la composición de 
moldes, y (ii) sustancialmente todas las moléculas de ADN reordenadas que codifican receptores del sistema 
inmunitario adaptativo en la muestra biológica para producir una multiplicidad de moléculas de ADN reordenadas 
amplificadas, siendo suficiente dicha multiplicidad de moléculas de ADN amplificadas para cuantificar la diversidad 
de moléculas de ADN reordenadas de la muestra biológica, y en donde dicha molécula de ADN amplificada en la 40
multiplicidad de moléculas de ADN molde amplificadas y en la multiplicidad de moléculas de ADN reordenadas 
amplificadas es menor de  1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 90, 80 o 70 nucleótidos de longitud;

(B) secuenciar cuantitativamente todas o una parte suficiente de cada una de dichas moléculas de ADN molde 
amplificadas y cada una de dichas moléculas de ADN reordenadas amplificadas para cuantificar (ii) un número de 
productos molde de moléculas de ADN molde amplificadas que contienen al menos una secuencia de 45
oligonucleótido de código de barras, y (i) un número de productos reordenados de moléculas de ADN reordenadas 
amplificadas que carecen de una secuencia de oligonucleótido de código de barras; 

(C) calcular un factor de amplificación dividiendo el número de productos molde de (B)(i) entre el número conocido 
de cada uno de la pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen una secuencia de oligonucleótido única de (A)(2); 
y50

(D) dividir el número de productos reordenados de (B)(ii) entre el factor de amplificación calculado en (C) para 
cuantificar moléculas de ADN que codifican el receptor del sistema inmunitario adaptativo únicas en la muestra.

No se pretende que las realizaciones contempladas estén limitadas al método descrito antes, de modo que a partir 
de la presente descripción el experto en la técnica apreciará variaciones que se pueden usar. Un método alternativo, 
por ejemplo, puede no usar la composición de moldes sintéticos descrita en la presente memoria como un molde de 55
control añadido en la amplificación de PCR multiplexada de una muestra de ADN que contiene ADN reordenado que 
codifica TCR y/o IG así como ADN no reordenado de células linfoides. En cambio, de acuerdo con una de dichas 
alternativas, a la reacción de amplificación que usa cebadores de amplificación de V y J se le puede añadir un 
conjunto conocido de cebadores oligonucleótidos de amplificación que amplifican una región de secuencia genómica 
altamente conservada, distinta. Estos cebadores de control genómico pueden amplificar cada genoma que está 60
presente en la muestra de ADN independientemente de si contiene o no secuencias reordenadas que codifican TCR 
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y/o IG, mientras que los cebadores de V y J solo pueden amplificar productos de genomas con una región VDJ 
reordenada. La relación entre estas dos clases de moléculas de productos de amplificación permite la estimación del 
número total de genomas de linfocitos B en la muestra. 

La práctica de algunas realizaciones de la presente invención usará, salvo que se indique específicamente lo 
contrario, métodos convencionales en microbiología, biología molecular, bioquímica, genética molecular, biología 5
celular, virología y técnicas de inmunología que conoce el experto en la técnica, a varias de las cuales se hace
referencia más adelante con el propósito de ilustrar. Dichas técnicas se explican de forma completa en la 
bibliografía. Véase, p. ej., Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª Edición, 2001); Sambrook, et 
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª Edición, 1989); Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual (1982); Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons, actualizado en julio de 10
j2008); Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience; Glover, DNA Cloning: A Practical Approach, vol. I y II (IRL Press, 
Oxford Univ. Press USA, 1985); Current Protocols in Immunology (Editado por: John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, 
David H. Margulies, Ethan M. Shevach, Warren Strober 2001 John Wiley & Sons, NY, NY); Real-Time PCR: Current 
Technology and Applications, Editado por Julie Logan, Kirstin Edwards y Nick Saunders, 2009, Caister Academic 15
Press, Norfolk, UK; Anand, Techniques for the Analysis of Complex Genomes, (Academic Press, New York, 1992); 
Guthrie y Fink, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology (Academic Press, New York, 1991); Oligonucleotide 
Synthesis (N. Gait, Ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, Eds., 1985); Transcription and 
Translation (B. Hames & S. Higgins, Eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, Ed., 1986); Perbal, A Practical 
Guide to Molecular Cloning (1984); Next-Generation Genome Sequencing (Janitz, 2008 Wiley-VCH); PCR Protocols20
(Methods in Molecular Biology) (Park, Ed., 3ª Edición, 2010 Humana Press); Immobilized Cells And Enzyme (IRL 
Press, 1986); el tratado, Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For 
Mammalian Cells (J. H. Miller and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Harlow y Lane, 
Antibodies, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1998); Immunochemical Methods In 
Cell And Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of Experimental 25
Immunology, Volúmenes I-IV (D. M. Weir and CC Blackwell, eds., 1986); Riott, Essential Immunology, 6ª Edición, 
(Blackwell Scientific Publications, Oxford, 1988); Embryonic Stem Cells: Methods and Protocols (Methods in 
Molecular Biology) (Kurstad Turksen, Ed., 2002); Embryonic Stem Cell Protocols: Volumen I: Isolation and 
Characterization (Methods in Molecular Biology) (Kurstad Turksen, Ed., 2006); Embryonic Stem Cell Protocols: 
Volumen II: Differentiation Models (Methods in Molecular Biology) (Kurstad Turksen, Ed., 2006); Human Embryonic 30
Stem Cell Protocols (Methods in Molecular Biology) (Kursad Turksen Ed., 2006); Mesenchymal Stem Cells: Methods 
and Protocols (Methods in Molecular Biology) (Darwin J. Prockop, Donald G. Phinney, y Bruce A. Bunnell Eds., 
2008); Hematopoietic Stem Cell Protocols (Methods in Molecular Medicine) (Christopher A. Klug, y Craig T. Jordan 
Eds., 2001); Hematopoietic Stem Cell Protocols (Methods in Molecular Biology) (Kevin D. Bunting Ed., 2008) Neural 
Stem Cells: Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology) (Leslie P. Weiner Ed., 2008).35

Salvo que se proporcionen definiciones específicas, la nomenclatura usada en relación con y en los procedimientos 
y técnicas de laboratorio de biología molecular, química analítica, química orgánica sintética y química médica y 
farmacéutica descritos en la presente memoria son los bien conocidos y usados habitualmente en la técnica. Se 
pueden usar técnicas estándar para la tecnología de recombinación, biología molecular, microbiología, síntesis 
química, análisis químico, preparación farmacéutica, formulación y suministro y tratamiento de pacientes. 40

Salvo que el contexto requiera otra cosa, a lo largo de la presente memoria descriptiva y reivindicaciones, la palabra 
"comprender" y variaciones de la mismas, tales como "comprende" y "que comprende" deben considerarse en un 
sentido abierto e inclusivo, es decir, como "que incluye, pero no limitado a". Por "que consiste en" se entiende que 
incluye, y típicamente limitado a, lo que siga en la frase de "que consiste en". Por "que consiste esencialmente en" 
se entiende que incluye cualquier elemento citado después de la frase, y limitado a otros elementos que no 45
interfieren con o contribuyen a la actividad o acción especificada en la descripción para los elementos citados. Por lo 
tanto, la frase "que consiste esencialmente en" indica que los elementos citados son necesarios u obligatorios, pero 
que no se requieren otros elementos y que pueden o no estar presentes dependiendo de si afectan o no a la 
actividad o acción de los elementos citados. 

En esta memoria descriptiva y reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el", "la" incluyen las 50
referencias plurales salvo que el contenido dicte claramente otra cosa. Como se usa en la presente memoria, en 
realizaciones particulares, el término "aproximadamente" cuando precede un valor numérico indica el valor más o 
menos un intervalo de 5%, 6%, 7%, 8% o 9%. En otras realizaciones, el término "aproximadamente" cuando precede 
un valor numérico indica el valor más o menos un intervalo de 10%, 11%, 12%, 13% o 14%. En otras realizaciones 
más, el término "aproximadamente" cuando precede un valor numérico indica el valor más o menos un intervalo de 55
15%, 16%, 17%, 18%, 19% o 20%.

La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva a "una realización" o "un aspecto" significa que una propiedad, 
estructura o característica particular descrita en relación con la realización está incluida en al menos una realización 
de la presente invención. Por lo tanto, la aparición de la frase "en una realización" en diferentes sitios a lo largo de 
esta presente memoria descriptiva no se refieren necesariamente todas a la misma realización. Además, se pueden 60
combinar propiedades, estructuras o características particulares de cualquier forma en una o más realizaciones. 
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Ejemplos

Ejemplo 1: Diseño de oligonucleótidos molde para calibrar el control del sesgo de la amplificación

En este y los siguientes ejemplos, se usaron materiales y metodologías de biología y bioquímica molecular estándar, 
que incluyen técnicas descritas en Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición, 2001); 
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª Edición, 1989); Maniatis et al., Molecular Cloning: A 5
Laboratory Manual (1982); Ausubel et at., Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley and Sons, actualizado 
en julio de 2008); Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in 
Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience; Glover, DNA Cloning: A Practical Approach, vol. 
I y II (IRL Press, Oxford Univ. Press USA, 1985); Anand, Techniques for the Analysis of Complex Genomes, 
(Academic Press, New York, 1992); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, Ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. 10
Hames & S. Higgins, Eds., 1985); Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins, Eds., 1984); Perbal, A 
Practical Guide to Molecular Cloning (1984); Next-Generation Genome Sequencing (Janitz, 2008 Wiley-VCH); PCR 
Protocols (Methods in Molecular Biology) (Park, Ed., 3ª Edición, 2010 Humana Press);

Un conjunto de oligonucleótidos molde de ADN bicatenario (ADCbc) se diseñó como un patrón de calibración para 
usar como un molde de control que simulaba todas las posibles combinaciones de V/J en un locus del receptor del 15
sistema inmunitario adaptativo (TCR o BCR). Para cada locus de TCR y BCR humano, se compiló una lista de las 
secuencias de segmentos genómicos V 5' de la RSS, y una lista de los segmentos genómicos J 3' de la RSS. Las 
secuencias de las cadenas codificantes del molde de ADNbc se presentan aquí para facilidad de interpretación, de 
acuerdo con el convenio por el cual la orientación de 5' a 3' se lee de izquierda a derecha. 

Se muestra una representación esquemática de la estructura general de los oligonucleótidos molde en la figura 1. 20
Para usar en la validación cruzada de cada identidad de oligonucleótido molde única en múltiples contextos, se 
incorporó un oligonucleótido de código de barras de 16 pb diferente (B) en cada molde que identifica de forma única 
el polinucleótido del segmento V del molde con los primeros 8 pb del código de barras, y el segmento J con los 
segundos 8 pb del código de barras. Se incorporaron copias de este código de barras tres veces: (B3) entre el 
adaptador externo (U2) y la secuencia del segmento J (J) de modo que una lectura corta de un solo extremo con 25
cebadores de Illumina o Ion convencionales puede poner de manifiesto la identidad de la combinación única de 
secuencias de V y J en cada oligonucleótido molde, (B2) entre los segmentos V y J de modo que una estrategia de 
secuenciación convencional (p. ej., Illumina GA-2 o HiSeq™ or MiSEQ®) capturará la combinación única de las 
secuencias V y J en cada oligonucleótido molde, y (B3) entre el segmento V y el otro adaptador externo (U1), de 
modo que una lectura corta de extremo emparejado puede confirmar la identidad de la combinación única de 30
secuencias V y J en cada oligonucleótido molde si así se desea.

Como se muestra en la figura 1, las secuencias de oligonucleótidos molde empezaban con una secuencia 
adaptadora (U1) que era capaz de incorporar secuencias de oligonucleótidos cortas específicas de plataforma de 
secuenciación en los extremos de la molécula. En este ejemplo, se usaron los adaptadores de Illumina Nextera™, 
pero debe observarse que esencialmente ningún par de cebadores de PCR robustos funcionaría igual de bien. 35
Como un adaptador de ejemplo, la secuencia de oligonucleótido GCCTTGCCAGCCCGCTCAG [SEQ ID NO: 1746] 
se unió al extremo del segmento V de U1 (Fig. 1), con el fin de mantener la compatibilidad con el adaptador 
Nextera™ Illumina (Illumina, Inc., San Diego, CA)

(CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTGCCTTGCCAGCCCGCTCAG) [SEQ ID NO: 1747] para añadir un 
oligonucleótido de Illumina de referencia, que era compatible con las celdas de flujo de Illumina tanto de extremo 40
sencillo como emparejado. 

Inmediatamente en la dirección 3' desde U1 (3' a) estaba la primera copia (B1) del oligonucleótido código de barras 
ACACACGTGACACTCT [SEQ ID NO: 1748]. Después, se incorporó una longitud fija de secuencia del segmento V 
en el oligonucleótido molde, con todos los moldes en el conjunto de moldes terminando con un número de bases 
dado antes de la RSS natural, con el fin de imitar la reordenación de genes de TCR o BCR naturales que tienen un 45
número fijo de bases eliminadas en el segmento V. En este ejemplo se eliminaron inicialmente cero bases antes del 
RSS. Para maximizar la capacidad de reconocimiento de estas secuencias, después se recortaron todas las 
secuencias de polinucleótidos del segmento V para eliminar codones parciales adyacentes a la RSS, de modo que 
las secuencias del segmento V residuales estaban en el marco con el codón de inicio. Las diversas secuencias de 
segmento V eran las mostradas en los conjuntos de oligonucleótidos molde de ejemplo presentadas en la lista de 50
secuencias (p. ej., un conjunto de segmento V de TCRB dentro de las secuencias de fórmula (I) del conjunto de 
oligonucleótidos moldes de TCRB en las SEQ ID NO: 1-871; un conjunto distinto de segmentos V de TCRB dentro 
de las secuencias de fórmula (I) del conjunto de oligonucleótidos moldes de TCRB en las SEQ ID NO: 872-1560; un 
conjunto de segmentos V de TCRG dentro de las secuencias de fórmula (I) del conjunto de oligonucleótidos moldes 
de TCRG en las SEQ ID NO: 1561-1630); un solo polinucleótido V de ejemplo era como sigue: 55

E13722968
13-07-2016ES 2 582 554 T3

 



39

El codón de parada TGA se incorporó en el marco en el extremo 3' de la secuencia de polinucleótido V en cada 
oligonucleótido molde, para asegurar que las secuencias de oligonucleótidos molde no se considerarían relevantes 
en el caso de que contaminaran una muestra biológica. En la dirección 3' desde el codón de inicio, entre el 
segmento V y el segmento J donde estaría normalmente NDN, se insertó la segunda copia de la secuencia de 5
código de barras B2 identificadora de V/J (SEQ ID NO: 1748). A continuación se incorporó la secuencia del sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción (R) Sal1 GTCGAC; esta secuencia se seleccionó basándose en una 
secuencia que no se encontraba de forma natural en ninguna de las secuencias genómicas de los segmentos V o J 
de TCRB, confiriendo la capacidad de destruir específicamente el molde sintético si se desea, o para usar como un 
marcador informático para identificar secuencias sintéticas. El sitio de B3, en esta versión del molde, está vacío. 10

El polinucleótido J (J) se incorporó como una longitud fija de secuencia de un segmento génico J, medido desde un 
número de bases fijo después de la RSS natural para imitar un reordenamiento natural, y en el presente ejemplo 
extendiéndose en el intrón J-C. En este ejemplo, se borraron cero bases desde el segmento J, pero en otros diseños 
de oligonucleótidos molde se usó una eliminación de 5 pb para hacer sitio para el código de barras de VJ (B2) en la 
unión V-J mientras se mantenía una longitud total del segmento J en el intervalo natural. Un polinucleótido J de 15
ejemplo era

En la dirección 3' desde el polinucleótido del segmento J estaba la tercera copia (B4) del oligonucleótido identificador 
código de barras (B4) (SEQ ID NO: 1748). La secuencia de oligonucleótido molde de ejemplo terminaba con una 
segunda secuencia adaptadora (U2) que era capaz de incorporar secuencias específicas de plataforma en los 20
extremos de la molécula. Como se ha indicado antes, se usó un adaptador compatible con 
Nextera™(CTGATGGCGCGAGGGAGGC) [SEQ ID NO: 1751] en el extremo del segmento J de U2 con el adaptador 
Nextera™ Illumina (AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCCTCCCTCGCGCCATCAG) [SEQ ID NO: 1752] 
para permitir añadir el oligonucleótido de secuenciación de Illumina de referencia, que es compatible con celdas de 
flujo de extremos solos o emparejados. 25

Se prepararon conjuntos de oligonucleótidos molde de TCRB y TCRG de ejemplo de acuerdo con la presente 
descripción, y tenían las secuencias de nucleótidos expuestas en las SEQ ID NO: 1-1630. Los conjuntos de 
oligonucleótidos molde que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 1-871 y 1561-1630, basándose en
la información del diseño de secuencias descrito en la presente memoria, fueron sintetizados por Integrated DNA 
Technologies, Inc. (Coralville, IA) usando química de fragmentos génicos de gBlocks™. El conjunto de 30
oligonucleótidos molde que tienen las secuencias expuestas en las SEQ ID NO: 872-1560 se generó mediante un 
procedimiento en mosaico de PCR descrito en el ejemplo 2.

Oligonucleótidos molde de TCRB (SEQ ID NO: 1-871). Se diseñó un conjunto de 871 oligonucleótidos molde de 
fórmula general (I) (en la que B3 es nada) usando secuencias de polinucleótidos de V y J de TCRB humano:

5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3' (I)35

Cada oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 495 pares de bases. Las secuencias de la cadena 
codificante se presentan como SEQ ID NO: 1-871.

En la figura 1 se muestra un diagrama esquemático que representa el diseño de este conjunto de moldes. Por 
convenio, el diagrama representa el diseño del oligonucleótido en la dirección de 5' a 3' (de izquierda a derecha). El 
"segmento V" representa una secuencia génica que codifica la región variable (V) de receptor del sistema 40
inmunitario adaptativo, o su complementaria. El "segmento J" representa la secuencia génica que codifica la región 
de unión (J) de receptor del sistema inmunitario adaptativo. U1 y U2 representan, respectivamente, la primera y 
segunda secuencias de oligonucleótidos adaptadores universales, que pueden comprender además opcionalmente, 
respectivamente, una primera y segunda secuencias de oligonucleótidos específicas de plataforma de secuenciación 
unidas a y en posición 5' respecto de la primera y segunda secuencias de oligonucleótidos adaptadores universales. 45
B1, B2 y B4 representan secuencias de oligonucleótidos de códigos de barras que comprende cada una secuencia 
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de oligonucleótido de código de barras que comprende una secuencia de oligonucleótido única que identifica de
forma única, como una combinación emparejada, (i) una secuencia del segmento V única, y (ii) una secuencia del 
segmento J única; En este ejemplo, B3 es nada. 

S representa un codón de parada opcional que puede estar en el marco o fuera del marco en el extremo 3' de V. R 
representa un sitio de reconocimiento de enzima de restricción opcional. En la SEQ ID NO: 1-871 los adaptadores 5
U1 y U2 incluían los oligómeros de 19 unidades como se ha descrito antes (SEQ ID NO:  1746 y 1751, 
respectivamente) y todas las secuencias de código de barras (B) identificadoras de (V+J) (B1, B2, B4) tenían 16 
nucleótidos de longitud; se incluyeron el codón de parada TGA y el sitio de reconocimiento de la enzima de 
restricción Sal1 (GTCGAC).

Oligonucleótidos molde de TCRB (SEQ ID NO: 872-1560). Se diseñó un segundo conjunto de 689 oligonucleótidos 10
molde en el que, de acuerdo con la fórmula general (I), V y J comprendían, respectivamente, secuencias de 
polinucleótidos de V y J de TCRB humanos, U1 y U2 comprendían independientemente distintos sitios de 
reconocimiento de enzimas de restricción (R1 y R3), y B1, B3 y B4 eran independientemente nada, para llegar a la 
fórmula general (II):

R1-V-B2-R2-J-R3 (II)15

en donde B2 era un identificador de código de barras de 8 nucleótidos (p. ej., una secuencia de código de barras 
como se expone en la tabla 7); R1, R2 y R3 eran, respectivamente, los sitios de reconocimiento de enzimas de 
restricción EcoR1 (GAATTC), Sal1 (GTCGAC) y Sph1 (GCATGC); y V y J eran, respectivamente, polinucleótidos de 
la región V y región J como se describe en la presente memoria. Cada oligonucleótido molde consistía en una 
molécula de ADN de 239 pares de bases. Las secuencias de la cadena codificante se presentan como SEQ ID NO: 20
872-1560.

Oligonucleótidos molde de TCRG (SEQ ID NO: 1561-1630). Se diseñó un tercer conjunto de 70 oligonucleótidos 
molde de fórmula general (I) usando secuencias de polinucleótidos de V y J de TCRG humanos. Cada 
oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 495 pares de bases. Las secuencias de la cadena 
codificante se presentan como SEQ ID NO: 1561-1630. Los detalles para el conjunto de 70 oligonucleótido de 25
moldes de TCRG (SEQ ID NO: 1561-1630) son representativos y eran como sigue:

Basándose en secuencias genómicas previamente determinadas, se mostró que el locus de TCRG humano 
contenía 14 segmentos Vγ que cada uno tenía una secuencia de RSS y por lo tanto se consideraron como 
competentes para la reordenación. Estos 14 segmentos Vγ incluían 6 segmentos génicos que se sabía que 
expresaban 3 segmentos V que se clasificaron como que tenían marcos de lectura abiertos, y 5 pseudogenes V. Los 30
segmentos génicos Vγ se unieron a cinco segmentos génicos Jγ. Con el fin de incluir todas las posibles 
combinaciones de genes de V+J para los 14 segmentos V y 5 segmentos J, se diseñaron 70 (5 x 14) moldes que 
representaban todas las posibles combinaciones VJ. Cada molde estaba conforme con la fórmula general (I) (5'-U1-
B1-V-B2-R-(B3)-J-B4-U2-3')(Fig. 1) y por lo tanto, incluía 9 secciones, un adaptador universal (U1) de 19 pares de 
bases (pb), un marcador de nucleótido de 16 pb que identifica de forma única cada combinación emparejada de 35
segmentos de gen V y gen J (B1), 300 pb de secuencia específica del gen V (V), un codón de parada de 3 pb (S), 
otra copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B2), un marcador de unión de 6 pb compartido por todas las 
moléculas (R), nada para B3, 100 pb de la secuencia específica para el gen J (J), una tercera copia del marcador de 
nucleótidos de 16 pb (B4), y una secuencia adaptadora universal de 19 pb (U2).

Cada uno de los 70 moldes (SEQ ID NO: 1561-1630) se amplificó individualmente usando cebadores 40
oligonucleótidos (Tabla 4; SEQ ID NO: 1732-1745) diseñados para reasociarse a las secuencias adaptadoras 
universales (U1, U2).

Tabla 4. Cebadores de amplificación de TCRG

Nombre del cebador Adaptador 
5' 

Secuencia SEQ ID NO:

TCRGV01_dev10 pGEXf GGAGGGGAAGGCCCCACAGTGTCTTC 1732

TCRGV02/3/4/5/8 d ev10 pGEXf GGAGGGGAAGGCCCCACAGCGTCTTC 1733

TCRGV05P_dev10 pGEXf GGAGGGGAAGACCCCACAGCATCTTC 1734

TCRGV06_dev10 pGEXf GGAGGGGAAGGCCCCACAGCATCTTC 1735

TCRGV07_dev10 pGEXf GGCGGGGAAGGCCCCACAGCATCTTC 1736

TCRGV09_dev10 pGEXf TGAAGTCATACAGTTCCTGGTGTCCAT 1737

TCRGV10_dev10 pGEXf CCAAATCAGGCTTTGGAGCACCTGATCT 1738
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TCRGV11_dev10 pGEXf CAAAGGCTTAGAATATTTATTACATGT 1739

TCRGVA_dev10 pGEXf CCAGGTCCCTGAGGCACTCCACCAGCT 1740

TCRGVB_dev10 pGEXf CTGAATCTAAATTATGAGCCATCTGACA 1741

TCRGJP1_dev10 pGEXr 1742

TCRGJP2_dev10 pGEXr 1743

TCRGJ1/2_dev10 pGEXr TGACAACAAGTGTTGTTCCACTGCCAAA 1744

TCRGJP_dev10 pGEXr 1745

La concentración resultante de cada producto de oligonucleótido molde amplificado se cuantificó usando un sistema 
de electroforesis capilar de LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Las frecuencias de aparición para cada una de las 70 posibles combinaciones de V-J, 
determinadas por secuenciación de los códigos de barras B1, se muestran en la tabla 5. Las 70 preparaciones de 5
oligonucleótidos molde amplificados se normalizaron respecto a una concentración de referencia y después se 
mezclaron. 

Para verificar que los 70 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina HiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de 10
plataforma en los oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los 
sitios de cebado universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina Nextera™ como extremo 
5'. Después, se llevó a cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los 
oligonucleótidos molde. Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas 
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. 15
Los primeros 60 pb de los productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina 
HiSEQ™ (Illumina, Inc., San Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras 
de 16 pb (B1).

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 70 oligonucleótidos molde contenía 
aproximadamente 1,4% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o menos 10 20
veces la frecuencia (0,14-14%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de manifiesto que las 70 
especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla inicial no estaban 
representados equitativamente. 

Por consiguiente, se llevan a cabo el ajuste de las concentraciones de los oligonucleótidos molde individuales y la 
repetición de las etapas de secuenciación cuantitativa hasta que cada molécula está presente dentro de la 25
concentración de tolerancia umbral (0,14-14%).
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Tabla 5: Representación relativa (número de apariciones de la combinación V-J indicada) de los productos de 
amplificación de cada pareja VJ de TCRG VJ (14 V x 5J) en la mezcla de moldes de preamplificación

Recuento de seg J

Marcadores B TCRGJ TCRGJ2 TCRGJ P TCRGJP1 TCRGJP2 nº 
N/A

Suma total

TCRGV01 17 308 1315 741 822 44 3247

TCRGV02 630 781 2394 2009 122 65 6001

TCRGV03 250 166 2119 157 1105 51 3848

TCRGV04 777 37 2031 1490 1443 76 5854

TCRGV05 323 93 2571 716 150 63 3916

TCRGV05P 294 1161 2946 1552 530 111 6594

TCRGV06 164 1280 1809 401 23 40 3717

TCRGV07 16 234 1849 1697 93 78 3967

TCRGV08 2523 653 944 170 134 57 4481

TCRGV09 55 1004 2057 124 228 42 3510

TCRGV10 351 690 814 384 466 36 2741

TCRGV11 505 648 639 330 181 39 2342

TCRGVA 199 475 112 272 437 12 1507

TCRGVB 210 20 423 874 917 24 2468

nº N/A 77 118 309 150 106 531 1291

Suma total 6391 7668 22332 11067 6757 1269 55484

Ejemplo 2: Detección del sesgo de amplificación de genes V de TCRB

Este ejemplo describe como se ensambló un conjunto de 689 oligonucleótidos molde de TCRB de fórmula general 5
(I) juntando entre sí cuatro oligonucleótidos monocatenarios de 50-90 nucleótidos para generar un conjunto de 
moldes que contiene dianas de hibridación para todas las posibles combinaciones V-J en un conjunto de cebadores 
oligonucleótidos, que era capaz de amplificar secuencias de TCRB diana. El conjunto de oligonucleótidos molde 
después se usó para caracterizar las eficacias de amplificación relativas de un conjunto de cebadores de 
amplificación de V y J de TCRB. 10

Se sintetizó un conjunto de 689 oligonucleótidos molde de TCRB que contenían secuencias de polinucleótidos que 
representan todas las posibles combinaciones de V y J reordenadas de forma productiva para cadenas de TCRB 
humanas, "juntando" entre sí cuatro cebadores de ADN en una reacción de PCR convencional. Brevemente, se 
diseñaron dos fragmentos de 90 pb (uno en la orientación "directa" y el otro en la "inversa") para cada segmento 
génico de V de TCRB, se diseñó un fragmento de 90 pb (en la orientación "inversa") para cada segmento génico J 15
de TCRB, y se diseñó un molécula conectora de 50 pb (directa) para unir entre sí los fragmentos V y J. En total, se 
diseñaron 52 V directos y 52 V inversos, 13 J inversos, y 689 moléculas conectoras. Los dos fragmentos de 90 pb 
(uno directo, uno inverso) que correspondían a cada uno de los segmentos génicos V tenían 39 pb de secuencia 
complementaria que solapaban. Un extremo de cada fragmento V inverso tenía 25 pb de secuencia complementaria 
que solapaban con la molécula conectora de 50 pb. Los 25 pb restantes en cada una de las moléculas conectoras 20
tenían una secuencia que solapaba de forma complementaria con un extremo de la molécula J. Las moléculas se 
diseñaron de modo que las secuencias complementarias podrían reasociarse entre sí y formar ADN bicatenario al 
que que se podría unir la polimerasa Taq y extender enzimáticamente la molécula.

Cada reacción de PCR para ensamblar las moléculas juntadas usaba la mezcla de PCR QIAGEN Multiplex PCR 
master mix (QIAGEN número de componente 206145, Qiagen, Valencia, CA), solución Q al 10% Q (QIAGEN), y las 25
cuatro secuencias de oligonucleótidos monocatenarios (dos V de TCRB V, uno J de TCRB y un conector, como se 
ha descrito antes). Las dos moléculas externas (una V directa y una J inversa) se añadieron con una concentración 
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final 1 µM de cada una, mientras que las dos moléculas internas (una V inversa y el conector directo), se añadieron 
cada una con una concentración final 0,01 µM. Las condiciones del termociclador eran: 95°C durante 15 minutos, 
seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 59°C durante 30 segundos, y 72°C durante 1 minuto, seguido de 
1 ciclo a 72ºC durante minutos. Después de la síntesis, las moléculas se cuantificaron por el sistema de 
electroforesis capilar LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las instrucciones 5
del fabricante y la concentración (en ng/µl) de cada banda resultante se calculó usando el software Caliper LabChip 
GX.

Las secuencias de nucleótidos para el conjunto de 689 TCRB oligonucleótidos molde se exponen en la SEQ ID NO: 
872-1560. En las SEQ ID NO: 872-1560, cada secuencia de la región V distinta se identificó por una secuencia de 
código de barras única de 8 nucleótidos, como se muestra en la tabla 7. Los 689 moldes se normalizaron respecto a 10
una concentración de referencia de 25 ng/µl, y después se mezclaron. La mezcla resultante se usó para los ensayos 
de TCRB descritos en la presente memoria para detectar el uso sesgado (no uniforme) de los cebadores de 
amplificación durante la amplificación del conjunto de 689 oligonucleótidos molde (SEQ ID NO: 872-1560).

Cada uno de los 689 moldes estaba presente en la mezcla de oligonucleótidos molde lo más cerca posible 
experimentalmente de la concentración equimolar, y la mezcla se usó como molde para la reacción de PCR de 15
amplificación de TCRB usando una mezcla equimolar de 52 cebadores de región V de TCRB que incluían una 
secuencia compatible con el adaptador de Illumina (SEQ ID NO: 1753-1804, tabla 6) y una mezcla equimolar de 13 
cebadores de región J de TCRB J (SEQ ID NO: 1631-1643, Tabla 1). Los miembros de la mezcla de 689 moldes se 
amplificaron usando una mezcla equimolar de los 52 cebadores de VβF de TCRB (directos) (la "mezcla de VF") y 
una mezcla equimolar de los 13 cebadores de JβR de TCRB (inversos) (la "mezcla de JR") como se muestra en la 20
tabla 1 (SEQ ID NO: 1631-1695). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) (50 µl de cada una) se 
ajustaron a mezcla de VF 1,0 µM (22 nM para cada cebador de VβF de TCRB único), mezcla de JR 1,0 µM (77 nM 
para cada cebador de JβR de TCRB único), mezcla QIAGEN Multiplex PCR master mix 1 µM (QIAGEN número de 
componente 206145, Qiagen Corp., Valencia, CA), solución Q al 10% (QIAGEN), y ADN genómico 16 ng/µl (ADNg). 
Se usaron las siguientes condiciones de ciclos térmicos en un ciclador térmico C100 (Bio-Rad Laboratories, 25
Hercules, CA, EE.UU.): un ciclo a 95°C durante 15 minutos, de 25 a 40 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 59°C 
durante 30 segundos y 72°C durante un minuto, seguido de un ciclo a 72°C durante 10 minutos. Para la obtención 
de millones de muestras de locus de CDr de TCRβ reordenados, se llevaron a cabo de 12 a 20 pocillos de PCR para 
cada biblioteca. Como se ha indicado antes, los cebadores de V y J incluían una cola que correspondía a, y era 
compatible con adaptadores Illumina para la secuenciación. 30

Los productos de amplificación se secuenciaron cuantitativamente en un secuenciador Illumina HiSeq™. Una región 
de 60 pares de bases de cada molécula producto se secuenció usando los cebadores de secuenciación de J de 
referencia (tabla 3) empezando a partir de las moléculas J. Las frecuencias de aparición de cada secuencia de 
TCRB en los productos de reacción se muestran en la figura 2, a partir de la cual era evidente que no todas las 
secuencias de TCRB se habían amplificado en un grado comparable. 35

Tabla 6. Cebadores de amplificación de TCRB

Nombre del 
cebador

Secuencia de cebador Relación molar de cebador relativa 
ajustada

SEQ ID 
NO:

TRB2V10-1 0,77 1753

TRB2V10-2 1,57 1754

TRB2V10-3 2,76 1755

TRB2V11-
123

1,88 1756

E13722968
13-07-2016ES 2 582 554 T3

 



44

Nombre del 
cebador

Secuencia de cebador Relación molar de cebador relativa 
ajustada

SEQ ID 
NO:

TRB2V12-1 1 1757

TRB2V12-2 1 1758

TRB2V12-
3/4

3,24 1759

TRB2V12-5 1,82 1760

TRB2V13 2,14 1761

TRB2V14 1,65 1762

TRB2V 15 3,77 1763

TRB2V16 1,40 1764

TRB2V 17 2,87 1765

TRB2V18 0,80 1766

TRB2V 19 0,84 1767

TRB2V2 1,02 1768
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Nombre del 
cebador

Secuencia de cebador Relación molar de cebador relativa 
ajustada

SEQ ID 
NO:

TRB2V20-1 1,66 1769

TRB2V23-1 1 1770

TRB2V24-1 4,01 1771

TRB2V25-1 1,29 1772

TRB2V26 1 1773

TRB2V27 4,22 1774

TRB2V28 2,37 1775

TRB2V29-1 1,50 1776

TRB2V2P 1 1777

TRB2V3-1 3,35 1778

TRB2V3-2 1 1779

TRB2V30 1,48 1780
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Nombre del 
cebador

Secuencia de cebador Relación molar de cebador relativa 
ajustada

SEQ ID 
NO:

TRB2V4-1 3,32 1781

TRB2V4-2/3 3,11 1782

TRB2V5-1 1,27 1783

TRB2V5-3 1,75 1784

TRB2V5-4 1,58 1785

TRB2V5-5 0,99 1786

TRB2V5-6 0,69 1787

TRB2V5-8 3,30 1788

TRB2V6-1 1,74 1789

TRB2V6-2/3 1,59 1790

TRB2V6-4 1,48 1791

TRB2V6-5 0,45 1792
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Nombre del 
cebador

Secuencia de cebador Relación molar de cebador relativa 
ajustada

SEQ ID 
NO:

TRB2V6-6 0,41 1793

TRB2V6-7 2,23 1794

TRB2V6-8 1,18 1795

TRB2V6-9 0,96 1796

TRB2V7-1 0,85 1797

TRB2V7-2 0,64 1798

TRB2V7-3 0,84 1799

TRB2V7-4 0,48 1800

TRB2V7-6/7 1,01 1801

TRB2V7-8 1,57 1802

TRB2V7-9 0,49 1803

TRB2V9 3,46 1804
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Tabla 7: Secuencias de códigos de barra usadas para identificar regiones V de TCRB en las SEQ ID NO: 872-1560

Nombre de la región V de TCRB de código de barras 
de 8 pb

Secuencia de nucleótidos SEQ ID NO

TCRBV2_8bpBC CAAGGTCA SEQ ID NO: 6375

TCRBV3-1_8bpBC TACGTACG SEQ ID NO: 6376

TCRBV4-1_8bpBC TACGCGTT SEQ ID NO: 6377

TCRBV4-2_8bpBC CTCAGTGA SEQ ID NO: 6378

TCRBV4-3_8bpBC GTGTCTAC SEQ ID NO: 6379

TCRBV5-1_8bpBC AGTACCGA SEQ ID NO: 6380

TCRBV5-3_8bpBC TTGCCTCA SEQ ID NO: 6381

TCRBV5-4_8bpBC TCGTTAGC SEQ ID NO: 6382

TCRBV5-5_8bpBC TGGACATG SEQ ID NO: 6383

TCRBV5-6_8bpBC AGGTTGCT SEQ ID NO: 6384

TCRBV5-7_8bpBC GTACAGTG SEQ ID NO: 6385

TCRBV5-8_8bpBC ATCCATGG SEQ ID NO: 6386

TCRBV6-1_8bpBC TGATGCGA SEQ ID NO: 6387

TCRBV6-2_8bpBC GTAGCAGT SEQ ID NO: 6388

TCRBV6-3_8bpBC GGATCATC SEQ ID NO: 6389

TCRBV6-4_8bpBC GTGAACGT SEQ ID NO: 6390

TCRBV6-5_BbpBC TGTCATCG SEQ ID NO: 6391

TCRBV6-6_BbpBC AGGCTTGA SEQ ID NO: 6392

TCRBV6-7_8bpBC ACACACGT SEQ ID NO: 6393

TCRBV6-8_8bpBC TCCACAGT SEQ ID NO: 6394

TCRBV6-9_8bpBC CAGTCTGT SEQ ID NO: 6395

TCRBV7-1_8bpBC TCCATGTG SEQ ID NO: 6396

TCRBV7-2_8bpBC TCACTGCA SEQ ID NO: 6397

TCRBV7-3_8bpBC CAAGTCAC SEQ ID NO: 6398

TCRBV7-4_8bpBC TAGACGGA SEQ ID NO: 6399

TCRBV7-6_8bpBC GAGCGATA SEQ ID NO: 6400

TCRBV7-7_8bpBC CTCGAGAA SEQ ID NO: 6401

TCRBV7-8_8bpBC ATGACACC SEQ ID NO: 6402

TCRBV7-9_BbpBC CTTCACGA SEQ ID NO: 6403

TCRBV9_8bpBC CGTAGAGT SEQ ID NO: 6404

TCRBV10-1_8bpBC TCGTCGAT SEQ ID NO: 6405

TCRBV10-2_8bpBC AGCTAGTG SEQ ID NO: 6406

TCRBV10-3_8bpBC TGAGACCT SEQ ID NO: 6407
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TCRBV11-1_8bpBC GATGGCTT SEQ ID NO: 6408

TCRBV11-2_8bpBC GCATCTGA SEQ ID NO: 6409

TCRBV11-3_8bpBC GACACTCT SEQ ID NO: 6410

TCRBV12-3_8bpBC TGCTACAC SEQ ID NO: 6411

TCRBV12-4_8bpBC TCAGCTTG SEQ ID NO: 6412

TCRBV12-5_8bpBC TTCGGAAC SEQ ID NO: 6413

TCRBV13_8bpBC GCAATTCG SEQ ID NO: 6414

TCRBV14_8bpBC CAAGAGGT SEQ ID NO: 6415

TCRBV15_8bpBC GAATGGAC SEQ ID NO: 6416

TCRBV16_8bpBC AACTGCCA SEQ ID NO: 6417

TCRBV17p_8bpBC CCTAGTAG SEQ ID NO: 6418

TCRBV18_8bpBC CTGACGTT SEQ ID NO: 6419

TCRBV19_8bpBC TGCAGACA SEQ ID NO: 6420

TCRBV20-1_8bpBC AGTTGACC SEQ ID NO: 6421

TCRBV24-1_8bpBC GTCTCCTA SEQ ID NO: 6422

TCRBV25-1_8bpBC CTGCAATC SEQ ID NO: 6423

TCRBV27-1_8bpBC TGAGCGAA SEQ ID NO: 6424

TCRBV28_BbpBC TTGGACTG SEQ ID NO: 6425

TCRBV29-1_8bpBC AGCAATCC SEQ ID NO: 6426

TCRBV30_8bpBC CGAACTAC SEQ ID NO: 6427

Usando los datos que se obtuvieron para generar la figura 2, como se ha descrito antes, se evaluó la capacidad de 
amplificación cruzada (capacidad para amplificar un segmento génico V distinto de aquel para el que se había 
diseñado específicamente el cebador, basándose en la complementariedad de la secuencia de reasociación) para 
cada cebador de amplificación que se había diseñado para la reasociación con un segmento génico V específico. Se 5
prepararon 52 mezclas de cebadores de amplificación independientes, donde cada mezcla de cebadores tenía 51 de 
los cebadores de región V de TCRB de la tabla 6 mezclados en concentraciones equimolares, y el cebador 52 de la 
región V de TCRB presente en la mezcla con doble concentración molar que los otros 51 cebadores.Se preparó una 
mezcla de cebadores de amplificación separada de modo que había una mezcla para cada uno de los 52 cebadores 
de V presentes con doble concentración que la de los otros cebadores, dando como resultado 52 mezclas de 10
cebadores únicas. Se establecieron entonces 52 reacciones de amplificación separadas, una para cada una de las 
mezclas de cebadores de amplificación únicas, usando cada reacción el conjunto de los 689 oligonucleótidos molde 
(SEQ ID NO: 872-1560) descritos antes. Los oligonucleótidos molde estaban presentes en concentración equimolar 
unos respecto a otros. La amplificación y secuenciación se llevaron a cabo usando las condiciones descritas antes. 
Los resultados se muestran en la Figura 3.15

En la figura 3, los cuadrados negros indicaban que no había cambio en el grado de amplificación con el respectivo 
cebador específico de región V de TCRB indicado presente con doble concentración respecto a las concentraciones 
equimolares de todos los demás cebadores; los cuadrados blancos indicaban un aumento de 10 veces en la 
amplificación; los cuadrados grises indicaban grados intermedios (en un gradiente de escala de grises) de 
amplificación entre cero y 10 veces. La línea diagonal indicaba que la duplicación de la concentración molar para un 20
cebador dado producía un aumento de aproximadamente 10 veces en la amplificación del respectivo oligonucleótido 
molde que tenía la secuencia diana de reasociación específica, en el caso de la mayoría de los cebadores de 
regiones V de TCRB que se ensayaron. Los cuadrados blancos fuera de la diagonal indicaban moldes no 
correspondientes con los que algunos cebadores eran capaces de reasociarse y amplificar.

Cuando uno o más de los cebadores presentaban una potencial amplificación que era significativamente mayor o 25
menor que un intervalo aceptable de potencial amplificación (p. ej., un intervalo de potencial amplificación uniforme 
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designado), se llevaban a cabo ajustes adicionales de las concentraciones de los oligonucleótidos cebadores 
individuales y la repetición de las etapas de amplificación de molde y secuenciación cuantitativa, hasta que cada 
especie de molécula producto estaba presente dentro de un intervalo deseado, que era indicativo de la corrección de 
la potencial amplificación no uniforme entre los cebadores dentro de un conjunto de cebadores de amplificación.  

Por consiguiente, las concentraciones de cebadores se ajustaron como se indicaba en la tabla 6, con el fin de 5
determinar si los resultados de la amplificación sesgada que aparecían en las figuras 2 y 3 se podían reducir en 
gravedad por el aumento o disminución de la presencia relativa de, respectivamente, cebadores de amplificación 
muy eficaces o poco eficaces. Para la PCR multiplexada usando un conjunto de cebadores ajustado, las secuencias 
de cebadores de genes de V seguían siendo las mismas (secuencia descrita en la tabla 3), sin embargo la 
concentración relativa de cada cebador era mayor, si el cebador amplificaba en menor cantidad su molde (Fig. 3), o 10
menor si el cebador amplificaba en mayor cantidad su molde (Fig. 3). Después la mezcla de cebadores de 
amplificación ajustada se usaba en una PCR para amplificar la composición de moldes que contenía, en cantidades 
equimolares, el conjunto de 689 oligonucleótidos molde (SEQ ID NO: 872-1560) que se usaron para generar los 
datos en las figuras 2 y 3. 

La amplificación y secuenciación cuantitativa se llevaron a cabo como se ha descrito antes y los resultados se 15
muestran en la figura 4, que compara la frecuencia con la que se obtuvo cada producto que contiene secuencia de 
región V amplificada indicado cuando todos los cebadores de amplificación estaban presentes en concentraciones 
equimolares (barras negras) con la frecuencia con la que se obtuvo cada uno de dichos productos después de que 
se ajustaran las concentraciones de los cebadores de amplificación (barras grises) a las concentraciones indicadas 
en la tabla 6. 20

Se encuentran secuencias de cebadores de hs-TCRB adicionales en las SEQ ID NO: 6192-6264.

Ejemplo 3: Corrección de la potencial amplificación no uniforme (sesgo de la  PCR) en conjuntos de cebadores 
oligonucleótidos que amplifican TCR

Se diseñaron diversos cebadores de amplificación de TCR para amplificar todas las posibles combinaciones de 
segmentos génicos V y J de TCR reordenados en una muestra biológica que contiene ADN de células linfoides de 25
un sujeto. Se usa una preparación que contiene concentraciones equimolares de los diversos cebadores de 
amplificación en la PCR multiplexada para amplificar una composición de diversos moldes que comprenden 
concentraciones equimolares de oligonucleótidos molde específicos de TCR de acuerdo con la fórmula (I) con al 
menos un molde que representa todas las posibles combinaciones de V-J para el locus de TCR. Los productos de 
amplificación se secuencian cuantitativamente y se obtiene la frecuencia de aparición de cada secuencia de 30
producto V-J única a partir de la frecuencia de aparición de cada secuencia de código de barras molecular de 16 pb 
(B en la fórmula (I)) que identifica de forma única cada combinación V-J. 

Para el TCRG, los oligonucleótidos molde de TCRG (SEQ ID NO: 1561-1630) se amplifican usando cebadores 
específicos de V y J de TCRG (SEQ ID NO:  1732-1745, Tabla 4). La independencia del cebador J de los 
respectivos cebadores V emparejados se identifica amplificando por separado cada uno de los 8 cebadores 35
específicos del segmento génico V de TCRG con una mezcla de los 5 cebadores específicos del segmento génico J. 
Los productos de amplificación se secuencian cuantitativamente en una plataforma de secuenciación Illumina 
HiSeq™ y la frecuencia de aparición de las secuencias de código de barras de 16 pb (B) que identifican de forma 
única las combinaciones V-J específicas permiten la cuantificación de cada par V-J. La independencia del cebador V 
de los cebadores J respectivamente emparejados se identifica llevando a cabo la reacción inversa, es decir, 40
amplificando por separado cada uno de los 5 cebadores de segmentos génicos J de TCRG con una mezcla de 8 
cebadores específicos del segmento génico V. 

Para ensayar si los cebadores V o cebadores J de TCRG se amplifican de forma cruzada (p. ej., si los cebadores 
específicos de segmento génico se amplifican de forma no específica, por ejemplo, para ensayar si el cebador de V 
diseñado específicamente para amplificar segmentos V7 de TCRG es capaz de amplificar los segmentos génicos 45
tanto V6 de TCRG como V7 de TCRG), se generan mezclas de cebadores independientes que contienen 
concentraciones equimolares de todos salvo un cebador, y después se añade el cebador omitido a la mezcla en una 
concentración molar doble que la de los otros cebadores.   Después los cebadores se usan para amplificar una 
composición de moldes que comprende una pluralidad de oligonucleótidos molde de fórmula general (I) como se 
describe en la presente memoria, usando las secuencias de genes V y J de TCRG, respectivamente en los 50
polinucleótidos V y J de fórmula (I). La secuenciación cuantitativa pone de manifiesto las identidades de uno 
cualquiera o más moldes que están representados en exceso entre los productos de amplificación, cuando un solo 
cebador de amplificación está presente en doble concentración que la de los otros cebadores en la mezcla de 
cebadores. Después, la mezcla de cebadores se ajusta para aumentar o disminuir las concentraciones relativas de 
uno o más cebadores, para obtener frecuencias de amplificación en los ciclos iterativos que están dentro de 55
tolerancias cuantitativas aceptables. La mezcla de cebadores ajustada así obtenida se considera que se ha 
corregido para reducir la potencial amplificación no uniforme entre los miembros del conjunto de cebadores. 

Para determinar si una mezcla de cebadores corregida presenta potencial amplificación sin sesgo cuando se usa 
para amplificar ADN molde de TCR reordenado en una muestra biológica de células linfoides de un sujeto, se 
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preparan composiciones molde artificiales como se describe en la presente memoria con todos los pares VJ 
presentes con una frecuencia similar, y también con concentraciones variables de la representación relativa de 
determinadas parejas VJ. Cada tipo de preparación de moldes se ensaya por separado como un molde de 
amplificación para un conjunto de cebadores de amplificación que se ha corregido para reducir el potencial de 
amplificación no uniforme entre determinados miembros del conjunto de cebadores. La determinación cuantitativa de 5
secuencias de los productos de amplificación identifica que la representación cuantitativa relativa de secuencias 
específicas en la preparación de moldes se refleja en la representación cuantitativa relativa de secuencias 
específicas entre los productos de amplificación. 

Como una alternativa al proceso iterativo descrito antes, o además de dichas etapas de amplificación iterativas 
seguido de secuenciación cuantitativa, también se puede corregir el sesgo de la amplificación por medio informático. 10
De acuerdo con este procedimiento computacional, se conoce la frecuencia de inicio de cada una de las especies de 
las secuencias de oligonucleótidos molde en la composición de moldes sintetizada. La frecuencia de cada una de 
estas especies de secuencias de oligonucleótidos entre los productos de amplificación que se obtienen después de 
la amplificación por PCR se determina por secuenciación cuantitativa. La diferencia entre las frecuencias relativas de 
las secuencias de oligonucleótidos molde antes de la amplificación por PCR y sus frecuencias después de 15
amplificación por PCR es el "sesgo de la PCR". Esta diferencia es el sesgo de la amplificación introducido durante la 
amplificación, por ejemplo, como consecuencia de diferentes eficacias de amplificación entre los diferentes 
cebadores de amplificación. 

Determinado cuantitativamente para cada secuencia de oligonucleótido molde conocida, el sesgo de la PCR para 
cada cebador se usa para calcular un factor de sesgo de amplificación (normalización) por el cual se corrige la 20
frecuencia para cada producto de amplificación para reflejar la frecuencia real de la respectiva secuencia molde en 
la composición de moldes. Si el sesgo de la PCR para un conjunto de cebadores de amplificación se detecta 
empíricamente usando la presente composición de moldes que está dentro de un factor de 10, entonces el sesgo se 
puede corregir computacionalmente en productos de amplificación obtenidos cuando se usa el mismo cebador de 
amplificación para amplificar una muestra de ADN de composición desconocida. De esta forma se obtiene una mejor 25
precisión en la cuantificación de las especies molde en la muestra de ADN. 

Debido a que los cebadores de V y J se ensayan empíricamente y se muestra que son independientes, se puede 
obtener un factor de sesgo de la amplificación para cada especie V y para cada especie J, y no es necesario un 
factor de amplificación para cada pareja de especies VJ. Por consiguiente, el factor del sesgo de amplificación para 
cada especie V y especie J se obtiene usando la presente composición de moldes. Por el presente método, se 30
conocen las frecuencias de las secuencias génicas de V y J en la composición de moldes (o se pueden calcular 
basándose en el conocimiento de las concentraciones de cada especie oligonucleótido molde en la composición de 
moldes sintetizada) antes de la amplificación por PCR. Después de la amplificación por PCR, se usa la 
secuenciación cuantitativa para detectar la frecuencia de cada una de las secuencias de segmentos génicos V y J 
en los productos de amplificación. Para cada secuencia, la diferencia en la frecuencia de segmentos génicos es el35
sesgo de la amplificación:

Frecuencia inicial/frecuencia final = factor de sesgo de la amplificación

Los factores de sesgo de la amplificación se calculan para cada segmento génico V y cada segmento génico J. 
Estos factores de amplificación, una vez calculados, se pueden aplicar a muestras, para las que no se conoce la 
frecuencia inicial de los genes de V y J. 40

En una población de moldes mixta (tal como una muestra de ADN complejo obtenida a partir de una fuente biológica 
que comprende ADN de células linfoides, que se supone qu contiene ADN que codifica el receptor del sistema 
inmunitario adaptativo, o una muestra de ADN complejo que comprende además ADN de otras células que carecen 
de dichas reordenaciones), donde no se conoce la frecuencia inicial de cada uno de los segmentos génicos V y J, 
los factores de amplificación calculados para un primer conjunto que se ha caracterizado usando la presente 45
composición de moldes, se pueden usar para corregir el sesgo de amplificación de la PCR residual. Para cada 
especie de molécula de producto de amplificación secuenciado, los genes V y J que usa la molécula se determinan 
basándose en la similitud de secuencia. Para corregir el sesgo de la amplificación, el número de veces que se 
secuenció la molécula se multiplica por los factores de amplificación tanto de V como de J corregidos. El recuento de 
secuencia resultante es el conjunto "normalizado" computacionalmente. 50

Ejemplo 4: Generación de composiciones de moldes adicionales

Se diseñaron y produjeron composiciones de moldes adicionales esencialmente de acuerdo con las metodologías 
descritas antes. 

Polinucleótidos V y J. Se generaron secuencias de polinucleótidos V y J de TCRB para incluir en la pluralidad de 
oligonucleótidos molde descritos en la presente memoria y se establecen en conjuntos de 68 SEQ ID NO de V y J de 55
TCRB, respectivamente, como se muestra en las figuras 5a-5l como conjunto 1 de V/J de TCRB, conjunto 2 de V/J 
de TCRB, conjunto 3 de V/J de TCRB, conjunto 4 de V/J de TCRB, conjunto 5 de V/J de TCRB, conjunto 6 de V/J de 
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TCRB, conjunto 7 de V/J de TCRB, conjunto 8 de V/J de TCRB, conjunto 9 de V/J de TCRB, conjunto 10 de V/J de 
TCRB, conjunto 11 de V/J de TCRB, conjunto 12 de V/J de TCRB y conjunto 13 de V/J de TCRB.

Se generaron secuencias de polinucleótidos V y J de TCRG para incluir en la pluralidad de oligonucleótidos molde 
descritos en la presente memoria y se establecen en conjuntos de 14 SEQ ID NOS de V y J de TCRG, 
respectivamente, como se expone en las figuras 6a-6b como conjunto 1 de V/J de TCRG, conjunto 2 de V/J de 5
TCRG, conjunto 3 de V/J de TCRG, conjunto 4 de V/J de TCRG y conjunto 5 de V/J de TCRG.

Se generaron secuencias de polinucleótidos V y J de IGH para incluir en la pluralidad de oligonucleótidos molde 
descritos en la presente memoria y se establecen en conjuntos de 127 SEQ ID NOS de V y J de IGH, 
respectivamente, como se expone en las figuras 7a-7m como conjunto 1 de V/J de IGH, conjunto 2 de V/J de IGH, 
conjunto 3 de V/J de IGH, conjunto 4 de V/J de IGH, conjunto 5 de V/J de IGH, conjunto 6 de V/J de IGH, conjunto 7 10
de V/J de IGH, conjunto 8 de V/J de IGH y conjunto 9 de V/J de IGH.

Composiciones de moldes. Se preparó una composición de moldes para la normalización de la eficacia de la 
amplificación de conjuntos de cebadores de amplificación de TCRB. La composición comprendía una pluralidad de 
oligonucleótidos moldes que tenían una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I). La 
composición de moldes de TCRB que comprende 858 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de 15
secuencias en las SEQ ID NO: 3157-4014.

Se preparó una composición de moldes para la normalización de la eficacia de la amplificación de conjuntos de 
cebadores de amplificación de TCRG. La composición comprendía una pluralidad de oligonucleótidos moldes que 
tenían una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I). La composición de moldes de TCRG 
que comprende 70 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de secuencias en las SEQ ID NO: 4015-20
4084.

Se preparó una composición de moldes para la normalización de la eficacia de la amplificación de conjuntos de 
cebadores de amplificación de IGH. La composición comprendía una pluralidad de oligonucleótidos moldes que 
tenían una pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I). La composición de moldes de IGH 
que comprende 1116 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de secuencias en las SEQ ID NO: 4085-25
5200. Una composición de moldes de IGH que comprende un conjunto de 1116 oligonucleótidos molde se describe 
también en la lista de secuencias en las SEQ ID NO: 1805-2920.

Ejemplo 5: Uso de la composición de moldes para determinar el factor de amplificación

Este ejemplo describe la cuantificación de moléculas de ADN reordenadas que codifican una pluralidad de 
moléculas de IG, usando la composición de oligonucleótidos molde presente descrita como un molde sintético 30
"enriquecido en" en una amplificación de PCR multiplexada de una muestra de ADN que contiene ADN de linfocitos 
B y fibroblastos. 

AND molde biológico: Se usaron 8 muestras biológicas como fuentes de ADN molde, conteniendo cada muestra 
biológica la misma cantidad de ADN genómico total (ADNg), 300 ng, pero en una proporción diferente de (i) ADN 
extraído de linfocitos B a (ii) ADN extraído de células fibroblastos humanos, un tipo de célula en la que los genes que 35
codifican IG y TCR no se reordenan. Las muestras contenían 0, 0,07, 0,3, 1, 4, 18, 75 o 300 ng de ADNg de 
linfocitos B, suministrando el ADNg de fibroblastos el resto de cada preparación de ADNg de 300 ng. Se hicieron 
cuatro repeticiones de cada muestra. 

ADN molde sintético: Para cada reacción de PCR (a continuación) se añadieron 5000 moléculas (4-5 moléculas de 
cada secuencia) de una composición de oligonucleótidos molde que comprende una mezcla de 1116 moléculas de 40
oligonucleótidos molde de IGH sintéticas (SEQ ID NO: 4085-5200). Una composición de moldes de IGH que 
comprende un conjunto de 1116 oligonucleótidos molde se describe también en la lista de secuencias como SEQ ID 
NO: 1805-2920.

Reacción de PCR: La reacción de PCR usaba la mezcla QIAGEN Multiplex Plus™ PCR master mix (QIAGEN 
número de componentes 206152, Qiagen, Valencia, CA), solución Q al 10% Q (QIAGEN), y 300 ng de ADN molde 45
biológico (descrito antes). Se añadieron los cebadores de amplificación mezclados de modo que la reacción final 
tenía una concentración de cebador directo agregado 2 µM y una concentración de cebador inverso agregado 2 µM. 
Los cebadores directos (SEQ ID NO: 5201-5286) incluían 86 cebadores que tenían en el extremo 3' un segmento de 
aproximadamente 20 pb que se reasociaba con la secuencia que codifica el segmento V de IGH, y en el extremo 5' 
un cebador universal de aproximadamente 20 pb pGEXf. Los cebadores inversos (SEQ ID NO: 5287-5293) incluían 50
un agregado de cebadores específicos del segmento J que tenían en el extremo 3' un segmento de 
aproximadamente 20 pb que se reasociaba con la secuencia que codifica el segmento J de IGH, y en el extremo 5' 
de los cebadores J había un cebador universal pGEXr. Se usaron las siguientes condiciones de ciclos térmicos en 
un ciclador térmico C100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.): un ciclo a 95°C durante 10 minutos, 30 
ciclos a 94°C durante 30 segundos, 63°C durante 30 segundos y 72°C durante un minuto, seguido de un ciclo a 55
72°C durante 10 minutos. Cada reacción se llevó a cabo por cuadruplicado. 
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Para la secuenciación, se incorporaron adaptadores Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA), que también incluían un 
marcador de 6 pb y un conjunto aleatorio de nucleótidos de 6 pb, en los extremos de los productos de reacción de la 
PCR en una reacción de PCR de 7 ciclos. Los reactivos y condiciones de la PCR eran como se han descrito antes, 
excepto las condiciones del termociclado, que eran: 95°C durante 5 minutos, seguido de 7 ciclos de 95° durante 30 
s, 68° durante 90 s y 72° durante 30 s. Después de los ciclos térmicos, las reacciones se mantuvieron durante 10 5
min a 72ºC y los cebadores eran los cebadores de unión adaptadores de Illumina (SEQ ID NO: 5387-5578). Las 
muestras se secuenciaron en un secuenciador Illumina MiSEQ™ usando el cebador Illumina_PE_RD2.

Resultados: Se obtuvieron los datos de las secuencias para cada muestra y los productos de amplificación de los 
moldes sintéticos se identificaron por la presencia de la secuencia de oligonucleótido código de barras. Para cada 
muestra, el número de productos molde se dividió entre el número de secuencias de oligonucleótidos molde 10
sintéticos únicas (1116) para llegar a un factor de amplificación de la muestra. El número total de productos de 
amplificación de los moldes biológicos para cada muestra después se dividió entre el factor de amplificación para 
calcular el número de moléculas de molde biológico reordenadas (p. ej., recombinaciones VDJ) en la reacción de 
amplificación inicial como un cálculo del número de moldes de genoma de linfocitos B únicos. Se representaron 
gráficamente los valores medio con desviaciones estándar frente al número conocido de moléculas molde biológicas 15
reordenadas basado en la entrada de linfocitos B (Fig. 9). En la figura 9, los puntos representan el factor de 
amplificación medio y las barras representan la desviación estándar a lo largo de las 4 repeticiones. El uso de 
factores de amplificación calculados como se describe en la presente memoria para calcular el número de moléculas 
que codifican IG con VJ reordenados (como un valor proxy para el número de linfocitos B) daba determinaciones 
que estaban de acuerdo con el número de linfocitos B conocidos al menos hasta una entrada de 100 linfocitos B. 20
Los valores del factor de amplificación calculados y el factor de amplificación observado estaban altamente 
correlacionados (Fig. 9, R2 = 0,9988).

Ejemplo 6: Oligonucleótidos molde de VJ de IgH, moldes de control del sesgo de IgH, IgL e IgK

En una realización, se generaron y analizaron oligonucleótidos molde de VJ de IgHSe diseñó un conjunto de 1134 
oligonucleótidos molde de fórmula general (I) usando secuencias de polinucleótidos de V y J de IgH humano. Cada 25
oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 495 pares de bases. Los detalles para el conjunto de 
1134 oligonucleótidos moldes de IgH son representativos y eran los siguientes.  

Basándose en secuencias genómicas previamente determinadas, se mostró que el locus de IgH humano contenía 
126 segmentos Vh que cada uno tenía una secuencia de RSS y por lo tanto se consideraron como competentes 
para la reordenación. Estos 126 segmentos Vh incluían 52 segmentos génicos que se sabía que eran expresados, 5 30
segmentos V que se clasificaron como que tenían marcos de lectura abiertos, y 69 pseudogenes V. Los segmentos 
génicos Vh se unieron a 9 segmentos génicos Jh. Con el fin de incluir todas las posibles combinaciones de genes de 
V+J para los 126 segmentos V y 9 segmentos J, se diseñaron 1134 (9 x 126) moldes que representaban todas las 
posibles combinaciones VJ. Cada molde estaba conforme con la fórmula general (I) (5'-U1-B1-V-B2-R-J-B4-U2-
3')(Fig. 1) y por lo tanto, incluía 9 secciones, un adaptador universal (U1) de 19 pares de bases (pb), un marcador de 35
nucleótido de 16 pb que identifica de forma única cada combinación emparejada de segmentos de gen V y gen J 
(B1), 300 pb de secuencia específica del gen V (V), un codón de parada de 3 pb (S), otra copia del marcador de 
nucleótidos de 16 pb (B2), un marcador de unión de 6 pb compartido por todas las moléculas (R), nada para B3, 100 
pb de la secuencia específica para el gen J (J), una tercera copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B4), y una 
secuencia adaptadora universal de 19 pb (U2). Dos segmentos V eran idénticos en nucleótidos a otros dos 40
segmentos V, y por lo tanto no se ordenaron. Esto reducía el número de segmentos incluidos de 1134 a 1116. La 
composición de moldes de IGH que comprende 1116 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de 
secuencias en las SEQ ID NO: 4085-5200.

Cada uno de los 1116 moldes se amplificó individualmente usando cebadores oligonucleótidos diseñados para 
reasociarse con las secuencias adaptadoras universales (U1, U2). Estas secuencias de oligonucleótidos pueden ser 45
cualquier cebador universal. Para esta solicitud se usó un cebador universal codificado Nextera.

Tabla 8: Secuencias de cebadores universales incluidas en moldes de control del sesgo

Nombre del cebador Secuencia de cebador SEQ ID NO

pGEXf GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG SEQ ID NO: 6428

pGEXr CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG SEQ ID NO: 6429

Las secuencias de cebador universal se pueden reasociar con cualquier secuencia de cebador descrita en la 
presente memoria. Se muestra a continuación un ejemplo de los cebadores de PCR incluyendo la secuencia de 50
cebador universal: 

Tabla 9: Cebadores de PCR de IGH de ejemplo con secuencias universales (negrilla y subrayadas)
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Nombre del cebador Secuencia de cebador SEQ ID NO

pGEXf_IGHV(II)- SEQ ID

15-1_ver10_01 NO: 6430

pGEXr_IGHJ1/4/5_ 
ver10_03

SEQ ID NO: 
6431

La concentración de cada producto de oligonucleótido molde amplificado se cuantificó usando un sistema de 
electroforesis capilar de LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las 1116 preparaciones de oligonucleótidos molde amplificados se normalizaron respecto a una 
concentración de referencia y después se mezclaron.5

Para verificar que los 1116 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de plataforma en los 
oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los sitios de cebado 
universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. Después, se llevó a 10
cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los oligonucleótidos molde. 
Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas Agencourt® AMPure® XP 
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Los primeros 29 pb de los 
productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina MiSEQ™ (Illumina, Inc., San 
Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras de 16 pb (B1).15

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 1116 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,09% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos 10 veces la frecuencia (0,009%-0,9) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 
manifiesto que las 1116 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 
inicial no estaban representados equitativamente.20

Por consiguiente, se llevan a cabo el ajuste de las concentraciones de los oligonucleótidos molde individuales y la 
repetición de las etapas de secuenciación cuantitativa hasta que cada molécula está presente dentro de la 
concentración de tolerancia umbral (0,009-0,9%).

Oligonucleótidos molde de DJ de IgH

En otra realización, se generaron y analizaron oligonucleótidos molde de DJ de IgH. Se diseñó un conjunto de 243 25
oligonucleótidos molde de fórmula general (I) usando secuencias de polinucleótidos de D y J de IgH humano. Cada 
oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 382 pares de bases. Las secuencias de los 
oligonucleótidos molde de DJ de IgH  se presentaba en las SEQ ID NO:  5579-5821. Los detalles para el conjunto de 
243 oligonucleótidos moldes de IgH son representativos y eran los siguientes.

Basándose en las secuencias genómicas previamente determinadas, se mostró que el locus de IgH humano 30
contenía 27 segmentos Dh. Los 27 segmentos génicos Dh se unieron a 9 segmentos génicos Jh. Para incluir todas 
las posibles combinaciones de genes D+J para los 27 segmentos D y 9 segmentos J, se diseñaron 243 (9 x 27) 
moldes que representaban todas las posibles combinaciones DJ. Cada molde estaba conforme con la fórmula 
general (I) (5'-U1-B1-V-B2-R-J-B4-U2-3') (Fig. 1) y por lo tanto incluía 9 secciones, un adaptador universal (U1) de 
19 pares de bases (pb), un marcador de nucleótidos de 16 pb que identifica de forma única cada combinación 35
emparejada de segmentos de genes D y genes J (B1). Sin embargo, para estas moléculas, los 300 pb de la 
secuencia específica génica V (V) se sustituyeron por un segmento de 182 pb de la secuencia específica del gen D. 
Este segmento incluía segmentos de nucleótidos tanto exónicos como intrónicos. Como las otras moléculas, estas 
incluían un codón de parada de 3 pares de bases (pb) (S), otra copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B2), un 
marcador de unión de 6 pb compartido por todas las moléculas (R), nada para B3, 100 pb para la secuencia 40
específica del gen J (J), una tercera copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B4) y una secuencia adaptadora 
universal de 10 pb (U2).

Cada uno de los 243 moldes (SEQ ID NO:  5579-5821) se amplificó individualmente usando cebadores 
oligonucleótidos diseñados para reasociarse con las secuencias adaptadoras universales (U1, U2; véase la tabla 8). 
Estas secuencias de oligonucleótidos pueden ser cualquier cebador universal; Para esta solicitud se usó un cebador 45
universal codificado Nextera.

Un ejemplo de los cebadores de PCR con las secuencias adaptadoras universales se muestra en la tabla 10. 
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Tabla 10: Cebadores de PCR de DJ de IgH de ejemplo con secuencias universales (negrilla y subrayadas)

Nombre del cebador Secuencia de cebador SEQ ID NO

pGEXf_IGHV(I I)-15- 1_ver10_01 SEQ ID NO: 6432

pGEXr_IGHJ1/4/5_ ver10_03 SEQ ID NO: 6433

La concentración resultante de cada producto de oligonucleótido molde amplificado se cuantificó usando un sistema 
de electroforesis capilar de LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Las 243 preparaciones de oligonucleótidos molde amplificados se normalizaron 5
respecto a una concentración de referencia y después se mezclaron.

Para verificar que los 243 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de plataforma en los 
oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los sitios de cebado 10
universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. Después, se llevó a 
cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los oligonucleótidos molde. 
Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas Agencourt® AMPure® XP 
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Los primeros 29 pb de los 
productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina MiSEQ™ (Illumina, Inc., San 15
Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras de 16 pb (B1).

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 243 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,4% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos 4,0 veces la frecuencia (0,04%- 4,0%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 
manifiesto que las 243 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 20
inicial no estaban representados equitativamente.

Por consiguiente, se llevan a cabo el ajuste de las concentraciones de los oligonucleótidos molde individuales y la 
repetición de las etapas de secuenciación cuantitativa hasta que cada molécula está presente dentro de la 
concentración de tolerancia umbral (0,04 - 4,0%). Después de normalización, este conjunto se combinó con un 
conjunto de control de sesgo de 1116 VJ de IgH para una mezcla de 1359 moldes.25

La figura 10 muestra los resultados para un recuento de secuenciación antes de amplificación por PCR para cada 
una de las 1116 moléculas de VJ de IGH de control de sesgo y 243 moléculas DJ de IGH de control de sesgo. Las 
moléculas de control de sesgo están a lo largo del eje x. El conjunto incluye las 1116 moléculas de VJ de IGH de 
control de sesgo y las 243 moléculas de DJ de IGH de control de sesgo para un total de 1359 gBlocks. El eje y es el 
recuento de secuencias para cada gBlock individual. Este cálculo proporciona la cuantificación de la composición de 30
la representación antes de amplificación de cada pareja VJ. Este dato se usa para calcular el cambio en la 
frecuencia entre la muestra antes y la muestra después de la amplificación por PCR, para calcular el sesgo de la 
amplificación introducido por los cebadores. 

Oligonucleótidos molde de VJ de IgL 

En otra realización, se generaron y analizaron oligonucleótidos molde de VJ de IgL. Se diseñó un conjunto de 245 35
oligonucleótidos molde de fórmula general (I) usando secuencias de polinucleótidos de V y J de IgL humano. Cada 
oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 495 pares de bases. Los oligonucleótidos molde de IgL 
se presentan como SEQ ID NO:  5822-6066. Los detalles para el conjunto de 245 oligonucleótidos moldes de IgL 
son representativos y eran los siguientes.

Basándose en secuencias genómicas previamente determinadas, se mostró que el locus de IgL humano contenía 75 40
segmentos VL que cada uno tenía una secuencia de RSS y por lo tanto se consideraron como competentes para la 
reordenación. Estos 33 segmentos VL incluían segmentos génicos que se sabía que eran expresados, 5 segmentos 
V que se clasificaron como que tenían marcos de lectura abiertos, y 37 pseudogenes V. Los segmentos génicos VL 
se unieron a cinco segmentos génicos de 6 JL. Para incluir todas las posibles combinaciones de genes V+J 
funcionales y expresadas para los 33 segmentos V funcionales y 6 segmentos J, se diseñaron 204 (6 x 33) moldes 45
que representaban todas las posibles combinaciones de VJ expresadas. Además, dos de los pseudogenes V eran 
cuestionables; se diseñaron 12 (2 x 6) moldes de VJ adicionales, dando un total de 216. Cada molde estaba 
conforme con la fórmula general (I) (5'-U1-B1-V-B2-R-J-B4-U2-3') (Fig. 1) y por lo tanto, incluía 9 secciones, un 
adaptador universal (U1) de 19 pares de bases (pb), un marcador de nucleótidos de 16 pb que identifica de forma 
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única cada combinación emparejada de segmentos de gen V y gen J (B1), 300 pb de secuencia específica del gen V 
(V), un codón de parada de 3 pb (S), otra copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B2), un marcador de unión de 
6 pb compartido por todas las moléculas (R), nada para B3, 100 pb de la secuencia específica para el gen J (J), una 
tercera copia del marcador de nucleótidos de 16 pb (B4), y una secuencia adaptadora universal de 19 pb (U2).

Cada uno de los 216 moldes se amplificó individualmente usando cebadores oligonucleótidos diseñados para 5
reasociarse con las secuencias adaptadoras universales (U1, U2). Estas secuencias de oligonucleótidos pueden ser 
cualquier cebador universal; para esta solicitud se usó un cebador universal codificado Nextera.

La concentración de cada producto de oligonucleótido molde amplificado se cuantificó usando un sistema de 
electroforesis capilar de LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las 216 preparaciones de oligonucleótidos molde amplificados se normalizaron respecto a una 10
concentración de referencia y después se mezclaron.

Para verificar que los 216 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de plataforma en los 
oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los sitios de cebado 15
universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. Después, se llevó a 
cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los oligonucleótidos molde. 
Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas Agencourt® AMPure® XP 
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Los primeros 29 pb de los 
productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina MiSEQ™ (Illumina, Inc., San 20
Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras de 16 pb (B1).

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 216 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,46% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos diez veces la frecuencia (0,046% - 4,6%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 
manifiesto que las 216 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 25
inicial no estaban representados equitativamente.

Oligonucleótidos molde de VJ de IgK

En una realización, se generaron y analizaron oligonucleótidos molde de VJ de IgK.  Se diseñó un conjunto de 560 
oligonucleótidos molde de fórmula general (I) usando secuencias de polinucleótidos de V y J de IgK humano. Cada 
oligonucleótido molde consistía en una molécula de ADN de 495 pares de bases. Los ejemplos de oligonucleótidos 30
molde de IgK se encuentran en la SEQ ID NO:  6067-6191. Los detalles para el conjunto de 560 oligonucleótidos 
moldes de IgK son representativos y eran los siguientes.

Basándose en secuencias genómicas previamente determinadas, se mostró que el locus de IgK humano contenía 
112 segmentos Vk que cada uno tenía una secuencia de RSS y por lo tanto se consideraron como competentes 
para la reordenación. Estos 112 segmentos Vk incluían 46 segmentos génicos que se sabía que eran expresados, 8 35
segmentos V que se clasificaron como que tenían marcos de lectura abiertos, y 50 pseudogenes V. Para esta IgK, 
solo se analizaron las reordenaciones de VJ de IgK expresadas. Se excluyeron los genes clasificados como 
pseudogenes y marcos de lectura abiertos. Los segmentos génicos Vk se unieron a 5 segmentos génicos Jk. Esto 
dejaba 230 reordenaciones de genes VJ (46 x 5). Para incluir todas las posibles combinaciones de genes de V+J 
funcionales para los 46 segmentos V y 5 segmentos J funcionales, se diseñaron 230 (5 x 46) moldes que 40
representaban todas las posibles combinaciones VJ. Cada molde estaba conforme con la fórmula general (I) (5'-U1-
B1-V-B2-R-J-B4-U2-3')(Fig. 1) y por lo tanto, incluía 9 secciones, un adaptador universal (U1) de 19 pares de bases 
(pb), un marcador de nucleótido de 16 pb que identifica de forma única cada combinación emparejada de segmentos 
de gen V y gen J (B1), 300 pb de secuencia específica del gen V (V), un codón de parada de 3 pb (S), otra copia del 
marcador de nucleótidos de 16 pb (B2), un marcador de unión de 6 pb compartido por todas las moléculas (R), nada 45
para B3, 100 pb de la secuencia específica para el gen J (J), una tercera copia del marcador de nucleótidos de 16 pb 
(B4), y una secuencia adaptadora universal de 19 pb (U2).

Cada uno de los 230 moldes se amplificó individualmente usando cebadores oligonucleótidos diseñados para 
reasociarse con las secuencias adaptadoras universales (U1, U2). Estas secuencias de oligonucleótidos pueden ser 
cualquier cebador universal - para esta solicitud se usó un cebador universal codificado Nextera.50

La concentración de cada producto de oligonucleótido molde amplificado se cuantificó usando un sistema de 
electroforesis capilar de LabChip GX™ (Caliper Life Sciences, Inc., Hopkinton, MA) de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante. Las 230 preparaciones de oligonucleótidos molde amplificados se normalizaron respecto a una 
concentración de referencia y después se mezclaron.

Para verificar que los 230 oligonucleótidos molde estaban presentes en concentraciones sustancialmente 55
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de 
plataforma en los oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los 
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sitios de cebado universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. 
Después, se llevó a cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los 
oligonucleótidos molde. Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas 
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. 
Los primeros 29 pb de los productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina 5
MiSEQ™ (Illumina, Inc., San Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras 
de 16 pb (B1).

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 230 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,4% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos diez veces la frecuencia (4,0% - 0,04%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 10
manifiesto que las 230 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 
inicial estaban representados equitativamente.

Ejemplo 7: Ensayos combinados. Ensayo combinado de DJ de IgH y VJ de IgH

En algunas realizaciones, se desea la coamplificación y secuencia de cadenas de CDR3 de VDJ de IgH 
reordenadas y cadenas de DJ de IgH reordenadas. Se generó una mezcla de moldes para probar un ensayo 15
combinado de DJ de IgH y VJ de IgH usando los moldes de DJ de IgH y VJ de IgH. Cuando se mezclaron, la mezcla 
final incluía 1116 moldes de VJ y 243 moldes de DJ, dando un total de 1359 moldes individuales. La composición de 
moldes de VJ de IgH que comprende 1116 oligonucleótidos molde distintos se describe en la lista de secuencias en 
las SEQ ID NO: 4085-5200. Las secuencias de los oligonucleótidos molde de DJ de IgH  se presentaba en las SEQ 
ID NO: 5579-5821.20

Para verificar que los 1359 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de plataforma en los 
oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los sitios de cebado 
universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. Después, se llevó a 25
cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los oligonucleótidos molde. 
Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas Agencourt® AMPure® XP 
(Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. Los primeros 29 pb de los 
productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina MiSEQ™ (Illumina, Inc., San 
Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras de 16 pb (B1).30

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 1359 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,073% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos diez veces la frecuencia (0,73% - 0,0073%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 
manifiesto que las 1359 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 
inicial estaban representados equitativamente.35

Ensayo combinado de IgL e IgK 

En otras realizaciones, se desea la coamplificación y secuencia de cadenas de CDR3 reordenadas de IgL e IgK 
reordenadas. Se generó una mezcla de moldes para probar un ensayo combinado de IgL e IgK (se combinaron los 
moldes de IgL e IgK). Cuando se mezclaron, la mezcla final incluía 216 moldes de IgL y 230 moldes de IgK, para un 
total de 446 moldes individuales. Los oligonucleótidos molde de IgL se presentan como SEQ ID NO: 5822-6066.40

Para verificar que los 446 oligonucleótidos moldes estaban presentes en concentraciones sustancialmente 
equimolares, la mezcla se secuenció usando la plataforma de secuenciación Illumina MiSeq™ de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, para incorporar secuencias de oligonucleótidos específicas de 
plataforma en los oligonucleótidos molde mezclados, se diseñaron cebadores adaptados para reasociarse con los 
sitios de cebado universales (U1, U2) y que tenían colas de secuencia adaptadora Illumina como los extremos 5'. 45
Después, se llevó a cabo una reacción de PCR de 7 ciclos para reasociar los adaptadores de Illumina con los 
oligonucleótidos molde. Después, la mezcla de productos de reacción de la PCR se purificó usando perlas 
Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA) en las condiciones recomendadas por el fabricante. 
Los primeros 29 pb de los productos de reacción de la PCR se secuenciaron usando un secuenciador Illumina 
MiSEQ™ (Illumina, Inc., San Diego, CA) y se analizaron evaluando la frecuencia de cada marcador código de barras 50
de 16 pb (B1).

Se calculó que una preparación sustancialmente equimolar para el conjunto de 446 oligonucleótidos molde distintos 
contenía aproximadamente 0,22% de cada miembro del conjunto, y se deseaba una tolerancia umbral de más o 
menos diez veces la frecuencia (2,2% - 0,022%) para todas las especies. La secuenciación cuantitativa puso de 
manifiesto que las 446 especies de los oligonucleótidos molde modificados por el adaptador dentro de la mezcla 55
inicial estaban representados equitativamente.

Ejemplo 8: Corrección de la potencial amplificación no uniforme (sesgo de la  PCR) en conjuntos de cebadores 
oligonucleótidos que amplifican IgH
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Se diseñaron diversos cebadores de amplificación de IgH para amplificar todas las posibles combinaciones de 
segmentos génicos V y J de IgH reordenados en una muestra biológica que contiene ADN de células linfoides de un 
sujeto. Se usó una preparación que contiene concentraciones equimolares de los diversos cebadores de 
amplificación en la PCR multiplexada para amplificar una composición de diversos moldes que comprenden 
concentraciones equimolares de oligonucleótidos molde específicos de IgH de acuerdo con la fórmula (I) con al 5
menos un molde que representa todas las posibles combinaciones de V-J para el locus de IgH. Los productos de 
amplificación se secuenciaron cuantitativamente y se obtuvo la frecuencia de aparición de cada secuencia de 
producto V-J única a partir de la frecuencia de aparición de cada secuencia de código de barras molecular de 16 pb 
(B en la fórmula (I)) que identificaba de forma única cada combinación V-J.

La reacción de PCR multiplexada se diseñó para amplificar todas las posibles reordenaciones de genes V y J del 10
locus IgH, indicado por IMGT collaboration. Véase, Yousfi Monod M, Giudicelli V, Chaume D, Lefranc. Pf. 
IMGT/JunctionAnalysis: the first tool for the analysis of the immunoglobulin and T cell receptor complex V-J and V-D-
J JUNCTIONs. Bioinformatics. 2004;20(suppl 1):i379-i385. El locus incluía 126 genes V únicos; 52 genes 
funcionales, 6 marcos de lectura abiertos putativos que carecían de aminoácidos críticos y 69 pseudogenes; y 9 
genes J, 6 funcionales y 3 pseudogenes. La secuencia diana para la reasociación de cebadores era idéntica para 15
algunos segmentos V, permitiendo la amplificación de los 126 segmentos V con 86 cebadores directos únicos. 
Igualmente, 7 cebadores inversos únicos se reasociaban con los 9 genes J. Como un valor inicial para la evaluación 
del sesgo, la mezcla de 1116 moldes se amplificó usando una mezcla equimolar de los 86 cebadores directos de V 
(VF; específicos para los genes V) y una mezcla equimolar de los 7 cebadores inversos J (JR; específicos para los 
genes J).20

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) (25 µl cada una) se establecieron con mezcla de VF 2,0 µM, JR 
2,0 µM (Integrated DNA Technologies), QIAGEN Multiplex Plus PCR master mix 1 µM (QIAGEN, Valencia, CA), 
solución Q al 10% (QIAGEN), y 200.000 moléculas diana de la mezcla de repertorio de IgH sintética de los autores 
de la invención. Se usaron las siguientes condiciones de ciclos térmicos en un ciclador térmico C100 (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA): un ciclo a 95°C durante 6 minutos, 31 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 64°C durante 25
120 segundos y 72° durante 90 segundos, seguido de un ciclo a 72°C durante 3 minutos. Para todos los 
experimentos, se repitió 3 veces cada una de las condiciones de la PCR. 

Después de la evaluación del sesgo inicial, se llevaron a cabo experimentos para definir todas las características de 
amplificación de cebadores individuales. Para determinar la especificidad de los cebadores de VF y JR, se 
prepararon 86 mezclas que contenían un solo cebador de VF con todos los cebadores de JR, y 7 mezclas que 30
contenían un solo cebador de JR con todos los cebadores de VP. Estos conjuntos de cebadores se usaron para 
amplificar el molde sintético y secuenciar las bibliotecas resultantes para medir la especificidad de cada cebador 
para los segmentos génicos V o J diana, y para identificar casos de cebado fuera de la diana. Se llevaron a cabo 
experimentos de valoración usando mezclas de concentraciones de 2 veces y 4 veces de cada VF y JF individual 
dentro del contexto de todos los demás cebadores equimolares (p. ej. 2x-veces IgHV1-01+ todos los demás 35
cebadores de VF y JR equimolares) para calcular factores de aumento de escala que relacionaban la concentración 
de cebador con la frecuencia de los moldes observada. 

Optimización de mezcla de cebadores

Usando los factores de aumento de escala obtenidos por la valoración de cebadores uno a uno, se desarrollaron 
mezclas de cebadores alternativas en las que los cebadores se combinaron en concentraciones desiguales para 40
minimizar el sesgo de la amplificación. Las mezclas de cebadores revisadas después se usaron para amplificar la 
mezcla de moldes y medir el sesgo de la amplificación residual. Este proceso se repitió, reduciendo o aumentando 
cada concentración de cebador adecuadamente basándose en si los moldes amplificados por ese cebador estaban 
representados por encima o por debajo de la ronda previa de resultados. En cada etapa de este proceso iterativo, el 
grado total de sesgo de la amplificación se determinó calculando las medidas para el intervalo dinámico (sesgo 45
máximo/sesgo mínimo) y la suma de los cuadrados (SS, calculado como valores log(sesgo)), y repitiendo el proceso 
para ajustar las concentraciones de cebador hasta que había una mejora mínima entre las iteraciones. Para evaluar 
la solidez de la mezcla de cebadores optimizada final y los factores de aumento de escala respecto de las 
desviaciones de la entrada de moldes equimolares, los autores de la invención usaron una mezcla muy desigual de 
los moldes de referencia de IgH para determinar el efecto en la salida de la secuenciación. La mezcla final era 50
sustancialmente mejor que una mezcla equimolar. 

Ejemplo 9: Corrección de la potencial amplificación no uniforme (sesgo de la  PCR) en conjuntos de cebadores 
oligonucleótidos que amplifican TCRB

Se diseñaron diversos cebadores de amplificación de TCRB para amplificar todas las posibles combinaciones de 
segmentos génicos V y J de TCRB reordenados en una muestra biológica que contiene ADN de células linfoides de 55
un sujeto. Se usó una preparación que contiene concentraciones equimolares de los diversos cebadores de 
amplificación en la PCR multiplexada para amplificar una composición de diversos moldes que comprenden 
concentraciones equimolares de oligonucleótidos molde específicos de TCRB de acuerdo con la fórmula (I) con al 
menos un molde que representa todas las posibles combinaciones de V-J para el locus de TCRB. Los productos de 
amplificación se secuenciaron cuantitativamente y se obtuvo la frecuencia de aparición de cada secuencia de 60
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producto V-J única a partir de la frecuencia de aparición de cada secuencia de código de barras molecular de 16 pb 
(B en la fórmula (I)) que identifica de forma única cada combinación V-J.

La reacción de PCR multiplexada se diseñó para amplificar todas las posibles reordenaciones de genes V y J del 
locus TCRB, comentado por la colaboración de IMGT. Véase, Yousfi Monod M, Giudicelli V, Chaume D, Lefranc. Pf. 
IMGT/JunctionAnalysis: the first tool for the analysis of the immunoglobulin and T cell receptor complex V-J and V-D-5
J JUNCTIONs. Bioinformatics. 2004;20(suppl 1):i379-i385. El locus incluye 67 genes V únicos; La secuencia diana 
para la reasociación de cebadores era idéntica para algunos segmentos V, permitiendo amplificar los 67 segmentos 
V con 60 cebadores directos únicos. Para el locus de J, 13 cebadores inversos únicos se reasociaban con 13 genes 
J. Como un valor inicial para la evaluación del sesgo, la mezcla de 868 moldes se amplificó usando una mezcla 
equimolar de los 60 cebadores directos de V (VF; específicos para los genes V) y una mezcla equimolar de los 13 10
cebadores inversos de J (JR; específicos para los genes J). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) (25 µl 
cada una) se prepararon con mezcla de VF 3,0 µM, JR 3,0 µM (Integrated DNA Technologies), QIAGEN Multiplex 
Plus PCR master mix 1 µM (QIAGEN, Valencia, CA), solución Q al 10% (QIAGEN), y 200.000 moléculas diana de la 
mezcla de repertorio de TCRB sintético de los autores de la invención. Se usaron las siguientes condiciones de 
ciclos térmicos en un ciclador térmico C100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA): un ciclo a 95°C durante 5 15
minutos, 31 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 62°C durante 90 segundos y 72° durante 90 segundos, seguido de 
un ciclo a 72°C durante 3 minutos. Para todos los experimentos, se repitió 3 veces cada una de las condiciones de la 
PCR.

Después de la evaluación del sesgo inicial, se llevaron a cabo experimentos para definir todas las características de 
amplificación de cebadores individuales. Para determinar la especificidad de los cebadores de VF y JR de los 20
autores de la invención, se prepararon 60 mezclas que contenían un solo cebador de VF con todos los cebadores de 
JR, y 13 mezclas que contenían un solo cebador de JR con todos los cebadores de VF. Estos conjuntos de 
cebadores se usaron para amplificar el molde sintético y secuenciar las bibliotecas resultantes para medir la 
especificidad de cada cebador para los segmentos génicos V o J diana, y para identificar casos de cebado fuera de 
la diana. Se llevaron a cabo experimentos de valoración usando mezclas de concentraciones de 2 veces y 4 veces 25
de cada VF y JF individual dentro del contexto de todos los demás cebadores equimolares (p. ej. 2x-veces 
TCRBV07-6+ todos los demás cebadores de VF y JR equimolares) para permitir calcular factores de aumento de 
escala que relacionaban la concentración de cebador con la frecuencia de los moldes observada.

Optimización de mezcla de cebadores

Usando los factores de aumento de escala obtenidos por la valoración de cebadores uno a uno, se desarrollaron 30
mezclas de cebadores alternativas en las que los cebadores se combinaron en concentraciones desiguales para 
minimizar el sesgo de la amplificación. Las mezclas de cebadores revisadas después se usaron para amplificar la 
mezcla de moldes y medir el sesgo de la amplificación residual. Este proceso se repitió, reduciendo o aumentando 
cada concentración de cebador adecuadamente basándose en si los moldes amplificados por ese cebador estaban 
representados por encima o por debajo en la ronda previa de resultados. En cada etapa de este proceso iterativo, el 35
grado total de sesgo de la amplificación se determinó calculando las medidas para el intervalo dinámico (sesgo 
máximo/sesgo mínimo) y la suma de los cuadrados (SS, calculado como valores log(sesgo)), y repitiendo el proceso 
para ajustar las concentraciones de cebador hasta que había una mejora mínima entre las iteraciones. La mezcla 
final era sustancialmente mejor que una mezcla equimolar de cebadores. 

La Fig. 11 muestra las iteraciones de TCRB-cebador para los moldes de VJ de TCRB sintéticos frente al sesgo de 40
amplificación relativo. El sesgo de amplificación relativo se determinó para 858 moldes de VJ de TCRB sintéticos 
antes de la corrección de control del sesgo químico (cebadores equimolares (negro)), corrección post-química 
(cebadores optimizados (gris oscuro)), y corrección post-química y computacional (después de ajuste computacional 
(gris claro)). Los cebadores equimolares tenían un intervalo dinámico de 264, un recorrido intercuartílico de 0,841, y 
una suma de cuadrados (log sesgo) de 132. Los cebadores optimizados tenían un intervalo dinámico de 147, un 45
recorrido intercuartílico de 0,581, y una suma de cuadrados (log sesgo) de 50,7. Los cebadores corregidos (después 
de ajuste computacional) tenían un intervalo dinámico de 90,8, un recorrido intercuartílico de 0,248, y una suma de 
cuadrados (log sesgo) de 12,8.

Ejemplo 10: Corrección del potencial de amplificación no uniforme (sesgo de PCR) en un conjunto de cebadores 
oligonucleótidos que amplifican VJ y DJ de IgH combinados50

Se diseñaron diversos cebadores de amplificación de IgH para amplificar todas las posibles combinaciones de 
segmentos génicos V y J de IgH reordenados y segmentos génicos D y J de IgH en una muestra biológica que 
contenía ADN de células linfoides de un sujeto. Se usó una preparación que contenía concentraciones equimolares 
de diversos cebadores de amplificación en PCR multiplexada para amplificar una composición de moldes diversos 
que comprende concentraciones equimolares de oligonucleótidos molde específicos de IgH de acuerdo con la 55
fórmula (I) con al menos un molde que representa todas las posibles combinaciones de V-J para el locus de IgH y 
todas las posibles combinaciones de D-J para el locus de IgH. Los productos de amplificación se secuenciaron 
cuantitativamente y se obtuvo la frecuencia de aparición de cada secuencia de producto V-J y D-J única a partir de 
la frecuencia de aparición de cada secuencia de código de barras molecular de 16 pb (B en la fórmula (I)) que 
identifica de forma única cada combinación V-J y D-J.60
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La reacción de PCR multiplexada se diseñó para amplificar todas las posibles reordenaciones de genes V y J y 
reordenaciones de genes D y J del locus de IgH, como ha señalado la IMGT collaboration. El locus incluía 126 
genes V únicos; 52 genes funcionales, 6 marcos de lectura abiertos putativos que carecían de aminoácidos críticos y 
69 pseudogenes; y 9 genes J, 6 funcionales y 3 pseudogenes. El locus también incluía 27 genes D únicos. La 
secuencia diana para la reasociación de cebadores era idéntica para algunos segmentos V, permitiendo la 5
amplificación de los 126 segmentos V con 86 cebadores directos únicos. Igualmente, 7 cebadores inversos únicos 
se reasociaban con los 9 genes J. Para el ensayo de D-J, se diseñaron cebadores para reasociarse con las estirpes 
de -DJ reordenadas. Durante el desarrollo de linfocitos B, ambos alelos sufren reordenación entre los segmentos 
génicos D y J, dando dos estirpes de -DJ. Una estirpe de -DJ incluye un gen J, una región N y un gen D. Después de 
las reordenaciones DJ, uno de los dos alelos del gen V se reordena con la estirpe -DJ para codificar la región del 10
gen de CDR3 (VnDnJ). Para amplificar la estirpe -DJ, se diseñaron 27 cebadores únicos para reasociarse con cada 
gen D específico en una región intrónica en la dirección 5' del exón del gen D. Estos segmentos, aunque están 
presentes en las estirpes -DJ, son escindidos después de la recombinación de V con -DJ. Sin embargo, no se 
rediseñaron cebadores de J; El ensayo de DJ usaba los mismos cebadores de J que el ensayo de VJ. 

Como un valor inicial para la evaluación del sesgo, se amplificó una mezcla de 1359 moldes usando una meezcla 15
(mix 2-1) optimizada de 86 cebadores directos de V (VF; específicos para genes V), 27 cebadores inversos de D 
(DF; específicos para los genes D) y una mezcla equimolar de los 7 cebadores inversos J (JR; específicos para los 
genes J). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) (25 µl cada una) se prepararon con mezcla de VF 1,0 
µM, DF 1,0 µM  y JR 2,0 µM (Integrated DNA Technologies), 1 X QIAGEN Multiplex Plus PCR master mix (QIAGEN, 
Valencia, CA), solución Q al 10% (QIAGEN), y 200.000 moléculas diana de la mezcla de repertorio de VJ y DJ de 20
IgH sintética de los autores de la invención. Se usaron las siguientes condiciones de ciclos térmicos en un ciclador 
térmico C100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA): un ciclo a 95°C durante 6 minutos, 31 ciclos a 95°C durante 30 
segundos, 64°C durante 120 segundos y 72° durante 90 segundos, seguido de un ciclo a 72°C durante 3 minutos. 
Para todos los experimentos, se repitió 3 veces cada una de las condiciones de la PCR.

Después de la evaluación del sesgo inicial, se llevaron a cabo experimentos para definir todas las características de 25
amplificación de cebadores individuales. Para determinar la especificidad de los cebadores de DF y JR de los
autores de la invención, se prepararon 27 mezclas que contenían un solo cebador de DF con todos los cebadores de 
JR y la mezcla de VF previamente identificada optimizada, y 7 mezclas que contenían un solo cebador de JR con 
todos los cebadores de VF y DF. Estos conjuntos de cebadores se usaron para amplificar el molde sintético y 
secuenciar las bibliotecas resultantes para medir la especificidad de cada cebador para los segmentos génicos V, D 30
o J diana, y para identificar casos de cebado fuera de la diana.

Se llevaron a cabo experimentos de valoración usando mezclas de concentraciones de 2 veces y 4 veces de cada 
DF o JF individual, dentro del contexto de todos los demás cebadores, incluyendo la mezcla optimizada de 
cebadores de VF (p. ej. 2x-veces IgHD2-08 + todos los demás cebadores de DF, mezcla óptima de VF y JR 
equimolares) para permitir calcular los factores de aumento de escala que relacionan la concentración de cebador 35
con la frecuencia del molde observada. 

Optimización de mezcla de cebadores

Usando el ensayo de amplificación cruzada, se identificaron cebadores de DF como amplificados cruzados. Se 
eliminaron 12 de los cebadores de DF, dando una mezcla final de 15 cebadores de DF. Usando los factores de 
aumento de escala obtenidos por la valoración de cebadores uno a uno, se desarrollaron mezclas de cebadores 40
alternativas en las que los cebadores se combinaron en concentraciones desiguales para minimizar el sesgo de la 
amplificación. Las mezclas de cebadores revisadas después se usaron para amplificar la mezcla de moldes y medir 
el sesgo de la amplificación residual. Este proceso se repitió, reduciendo o aumentando cada concentración de 
cebador adecuadamente basándose en si los moldes amplificados por ese cebador estaban representados por 
encima o por debajo en la ronda previa de resultados. En cada etapa de este proceso iterativo, el grado total de 45
sesgo de la amplificación se determinó calculando las medidas para el intervalo dinámico (sesgo máximo/sesgo 
mínimo) y la suma de los cuadrados (SS, calculado como valores log(sesgo)), y repitiendo el proceso para ajustar 
las concentraciones de cebador hasta que había una mejora mínima entre las iteraciones. La mezcla de cebadores 
final tiene sustancialmente menos sesgo de cebadores que una mezcla de cebadores equimolar. 

La Fig. 12 muestra las iteraciones de cebador de IGH para los moldes de VJ de IGH sintéticos frente al sesgo de 50
amplificación relativo. El sesgo de amplificación relativo se determinó para 1116 moldes de VJ de IgH sintéticos 
respecto al sesgo de amplificación antes de la corrección de control del sesgo químico (cebadores equimolares 
(negro)), corrección post-química (cebadores optimizados (gris oscuro)), y corrección post-química y computacional 
(después de ajuste computacional (gris claro)). Los cebadores equimolares tenían un intervalo dinámico de 1130, un 
recorrido intercuartílico de 0,991, y una suma de cuadrados (log sesgo) de 233. Los cebadores optimizados tenían 55
un intervalo dinámico de 129, un recorrido intercuartílico de 0,732, y una suma de cuadrados (log sesgo) de 88,2. 
Los cebadores después de ajuste computacional tenían un intervalo dinámico de 76,9, un recorrido intercuartílico de 
0,545, y una suma de cuadrados (log sesgo) de 37,9.

La Fig. 13 muestra el sesgo de amplificación relativo para 27 moldes sintéticos de DJ de IGH del gen de V. El sesgo 
de amplificación relativo del segmento génico V se muestra en tres iteraciones de cebador: 1) antes de la corrección 60
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de control de sesgo química (negro), 2) una primera iteración de corrección química (blanco), y 3) una segunda 
iteración de corrección química posterior (gris claro). 

EJEMPLO 11: Iteraciones de cebadores de VJ de TCRG

En otras realizaciones, se ensayó el sesgo de amplificación relativo de los cebadores de VJ de TCRG en múltiples
iteraciones. Las Figs. 14a-d muestran las iteraciones TCRG-cebador para 55 moldes sintéticos de VJ de TCRG. El 5
sesgo de amplificación relativo se determinó para los cebadores de VJ de TCRG antes de la corrección de control 
del sesgo químico (Fig. 14a), una primera iteración de la corrección química (Fig. 14b), una segunda iteración de la 
corrección química (Fig. 14c), e iteración final de corrección química (Fig. 14d).

EJEMPLO 12: Control de sesgo alternativo y método de enriquecimiento

En otras realizaciones, se pueden usar métodos alternativos para determinación el sesgo de la amplificación. Dos 10
principales objetivos del método son como sigue: (1) eliminar el sesgo de la amplificación en una amplificación por 
PCR multiplexada de genes de TCR o BCR y (2) calcular la fracción de linfocitos B o T en el molde inicial. 

El método incluye empezar con un conjunto de células que comprenden ADN o ADNc (ARNm) extraídas de una 
muestra que incluye linfocitos B y/o T. En una muestra que comprende células, se extrae el ADN usando métodos 
convencionales en la técnica. 15

El ADN extraído se divide en múltiples partes y se pone en diferentes pocillos de PCR. En algunas realizaciones, se 
usa un pocillo a plena capacidad o se pueden usar miles de pocillos. En una realización se usan 188 pocillos para la 
PCR (2 placas de 96 pocillos). El número de moldes de TCR o BCR por pocillo debe ser escaso, de modo que sea 
raro tener múltiples moléculas del mismo clonotipo en el mismo pocillo. 

Después el método incluye amplificar el ADN por separado en cada pocillo usando el mismo conjunto de cebadores 20
multiplexados. Se pueden usar los conjuntos de cebadores descritos en la presente memoria. Como se ha descrito 
antes, se aplica el método del código de barras para amplificar moléculas en cada pocillo con la misma secuencia de 
código de barras. Por ejemplo, cada pocillo consigue su propio código de barras. 

Después las moléculas se secuencian en una máquina secuenciadora de alta capacidad con una cantidad suficiente 
de secuencias de BCR o TCR amplificadas para identificar por secuencia la cadena V y la J usada, así como la 25
secuencia de código de barras. 

Cada pocillo tiene un recuento de copias medio. Puesto que cada clonotipo aparece una vez en un pocillo, la 
cantidad de ese molde con respecto a la media es el sesgo para esa combinación V-J. Puesto que el sesgo de V y J 
son independientes, no son necesarias todas las combinaciones V-J para determinar el sesgo. Estos sesgos 
relativos después se usan para rediseñar los cebadores que amplifican en mucha menor o mayor cantidad, o para 30
valorar la concentración de cebador para aumentar o disminuir la amplificación. Se repite el procedimiento entero 
con un nuevo lote de cebador y se repite para continuar disminuyendo el sesgo. 

Después de cualquier ciclo de las iteraciones, se puede aplicar un conjunto de factores computacionales (los 
factores de amplificación relativos) para eliminar el sesgo. El sesgo se puede reducir tanto por (o por cualquiera de) 
cambios de cebadores como por corrección computacional. 35

El método incluye calcular una fracción de células nucleadas de un ensayo similar. Para cada pocillo, se identifica 
cada clonotipo, y se determina el número de lecturas de secuenciación para cada clon. En algunas realizaciones, no 
es necesario que el número de moldes sea escaso. Los recuentos de lecturas para cada clon se corrigen con los 
factores de control de sesgo como se ha descrito antes. 

Se crea un histograma de los recuentos de lecturas corregidos, y la gráfica tiene un modo principal (el factor de 40
amplificación). Este modo se identifica por inspección (basándose en la identificación del primer pico grande), o por 
transformada de Fourier, u otros métodos conocidos. 

El número total de lecturas corregidas en cada pocillo se divide entre el factor de amplificación para ese pocillo. Este 
el el número calculado de moldes de genoma de TCR o BCR que estaban en el pocillo. El número total de BCR o 
TCR de la muestra es la suma del número de todos los pocillos. El número total de genomas en cada pocillo se mide 45
antes de la PCR. Esto se puede hacer por métodos de nanogotas u otros métodos conocidos usados para 
cuantificar ADN. El peso medido del ADN se divide entre el peso de un genoma bicatenario (por ejemplo, en seres 
humanos ∼6,2 picogramos). 

La fracción de linfocitos B o linfocitos T en la muestra es el número total de BCR o TCR en las muestras divididas 
entre el número total de moléculas de ADN bicatenarias añadidas a la reacción. El resultado necesita una corrección 50
menor ya que una fracción pequeña de linfocitos T tiene ambos alelos reordenados. Este factor de corrección es 
aproximadamente 15% para linfocitos T alfa beta, 10% para linfocitos B. Para linfocitos T gamma delta, casi todas 
las células tienen ambos alelos reordenados, de modo que la corrección es un factor de dos. 
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Estos métodos adicionales pueden determinar el sesgo de la amplificación en una amplificación por PCR 
multiplexada de genes de BCR o TCR y usarlo para calcular la fracción de linfocitos B o T en el molde inicial. 

Lista de secuencias informal

Secuencias de control del sesgo para hs-IgH-DJ (243 secuencias)

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2001_ D001_J001_I 
GHD1-01_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5579

hsIGH_2002_ D002_J001_I 
GHD1-07_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5580

hsIGH_2003_ D003_J001_I 
GHD1-14_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5581

hsIGH_2004_ D004_J001_I 
GHD1-20_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5582

hsIGH_2005_ D005_J001_I 
GHD1-26_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5583
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2006_ D006_J001_I 
GHD2-02_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5584

hsIGH_2007_ D007_J001_I 
GHD2-08_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5585

hsIGH_2008_ D008_J001_I 
GHD2-15_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5586

hsIGH_2009_ D009_J001_I 
GHD2-21_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5587

hsIGH_2010_ D010_J001_I 
GHD3-03_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5588
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2011_ D011_J001_I 
GHD3-09_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5589

hsIGH_2012_ D012_J001_I 
GHD3-10_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5590

hsIGH_2013_ D013_J001_I 
GHD3-16_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5591

hsIGH_2014_ D014_J001_I 
GHD3-22_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5592

hsIGH_2015_ 0015_J001_I 
GHD4-04_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5593
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2016_ D016_J001_I 
GHD4-11_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5594

hsIGH_2017_ D017_J001_I 
GHD4-17_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5595

hsIGH_2018_ D018_J001_I 
GHD4-23_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5596

hsIGH_2019_ D019_J001_I 
GHD5-05_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5597

hsIGH_2020_ D020_J001_I 
GHD5-12_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5598
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2021_ D021_J001_I 
GHD5-18_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5599

hsIGH_2022_ 0022_J001_I 
GHD5-24_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5600

hsIGH_2023_ D023_J001_I 
GHD6-06_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5601

hsIGH_2024_ D024_J001_I 
GHD6-13_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5602

hsIGH_2025_ D025_J001_I 
GHD6-19_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5603
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2026_ D026_J001_I 
GHD6-25_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5604

hsIGH_2027_ D027_J001_I 
GHD7-27_IGHJ1

SEQ ID NO: 
5605

hsIGH_2028_ D001_J002_I 
GHD1-01_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5606

hsIGH_2029_ D002_J002_I 
GHD1-07_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5607

hsIGH_2030_ D003_J002_I 
GHD1-14_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5608
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2031_ D004_J002_I 
GHD1-20_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5609

hsIGH_2032_ D005_J002_I 
GHD1-26_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5610

hsIGH_2033_ D006_J002_I 
GHD2-02_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5611

hsIGH_2034_ D007_J002_I 
GHD2-08_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5612

hsIGH_2035_ D008_J002_I 
GHD2-15_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5613
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2036_ D009_J002_I 
GHD2-21_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5614

hsIGH_2037_ D010_J002_I 
GHD3-03_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5615

hsIGH_2038_ D011_J002_I 
GHD3-09_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5616

hsIGH_2039_ D012_J002_I 
GHD3-10_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5617

hsIGH_2040_ D013_J002_I 
GHD3-16_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5618
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2041_ D014_J002_I 
GHD3-22_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5619

hsIGH_2042_ D015_J002_I 
GHD4-04_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5620

hsIGH_2043_ D016_J002_I 
GHD4-11_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5621

hsIGH_2044_ D017_J002_I 
GHD4-17_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5622

hsIGH_2045_ D018_J002_I 
GHD4-23_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5623
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2046_ D019_J002_I 
GHD5-05_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5624

hsIGH_2047_ D020_J002_I 
GHD5-12_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5625

hsIGH_2048_ D021_J002_I 
GHD5-18_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5626

hsIGH_2049_ D022_J002_I 
GHD5-24_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5627

hsIGH_2050_ D023_J002_I 
GHD6-06_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5628
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2051_ D024_J002_I 
GHD6-13_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5629

hsIGH_2052_ D025_J002_I 
GHD6-19_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5630

hsIGH_2053_ D026_J002_I 
GHD6-25_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5631

hsIGH_2054_ D027_J002_I 
GHD7-27_IGHJ2

SEQ ID NO: 
5632

hsIGH_2055_ D001_J003_I 
GHD1-01_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5633

ES 2 582 554 T3

 



73

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2056_ D002_J003_I 
GHD1-07_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5634

hsIGH_2057_ D003_J003_I 
GHD1-14_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5635

hsIGH_2058_ D004_J003_I 
GHD1-20_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5636

hsIGH_2059_ D005_J003_I 
GHD1-26_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5637

hsIGH_2060_ D006_J003_I 
GHD2-02_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5638
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2061_ D007_J003_I 
GHD2-08_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5639

hsIGH_2062_ D008_J003_I 
GHD2-15_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5640

hsIGH_2063_ D009_J003_I 
GHD2-21_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5641

hsIGH_2064_ D010_J003_I 
GHD3-03_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5642

hsIGH_2065_ D011_J003_I 
GHD3-09_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5643
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2066_ D012_J003_I 
GHD3-10_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5644

hsIGH_2067_ D013_J003_I 
GHD3-16_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5645

hsIGH_2068_ D014_J003_I 
GHD3-22_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5646

hsIGH_2069_ D015_J003_I 
GHD4-04_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5647

hsIGH_2070_ D016_J003_I 
GHD4-11_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5648
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2071_ D017_J003_I 
GHD4-17_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5649

hsIGH_2072_ D018_J003_I 
GHD4-23_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5650

hsIGH_2073_ D019_J003_I 
GHD5-05_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5651

hsIGH_2074_ D020_J003_I 
GHD5-12_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5652

hsIGH_2075_ D021_J003_I 
GHD5-18_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5653
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2076_ D022_J003_I 
GHD5-24_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5654

hsIGH_2077_ D023_J003_I 
GHD6-06_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5655

hsIGH_2078_ D024_J003_I 
GHD6-13_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5656

hsIGH_2079_ D025_J003_I 
GHD6-19_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5657

hsIGH_2080_ D026_J003_I 
GHD6-25_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5658
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2081_ D027_J003_I 
GHD7-27_IGHJ3

SEQ ID NO: 
5659

hsIGH_2082_ D001_J004_I 
GHD1-01_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5660

hsIGH_2083_ D002_J004_I 
GHD1-07_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5661

hsIGH_2084_ D003_J004_I 
GHD1-14_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5662

hsIGH_2085_ D004_J004_I 
GHD1-20_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5663
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2086_ D005_J004_I 
GHD1-26_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5664

hsIGH_2087_ D006_J004_I 
GHD2-02_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5665

hsIGH_2088_ D007_J004_I 
GHD2-08_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5666

hsIGH_2089_ D008_J004_I 
GHD2-15_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5667

hsIGH_2090_ D009_J004_I 
GHD2-21_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5668
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2091_ D010_J004_I 
GHD3-03_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5669

hsIGH_2092_ D011_J004_I 
GHD3-09_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5670

hsIGH_2093_ D012_J004_I 
GHD3-10_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5671

hsIGH_2094_ D013_J004_I 
GHD3-16_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5672

hsIGH_2095_ D014_J004_I 
GHD3-22_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5673
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2096_ D015_J004_I 
GHD4-04_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5674

hsIGH_2097_ D016_J004_I 
GHD4-11_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5675

hsIGH_2098_ D017_J004_I 
GHD4-17_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5676

hsIGH_2099_ D018_J004_I 
GHD4-23_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5677

hsIGH_2100_ D019_J004_I 
GHD5-05_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5678
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2101_ D020_J004_I 
GHD5-12_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5679

hsIGH_2102_ D021_J004_I 
GHD5-18_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5680

hsIGH_2103_ D022_J004_I 
GHD5-24_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5681

hsIGH_2104_ D023_J004_I 
GHD6-06_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5682

hsIGH_2105_ D024_J004_I 
GHD6-13_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5683
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2106_ D025_J004_I 
GHD6-19_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5684

hsIGH_2107_ D026_J004_I 
GHD6-25_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5685

hsIGH_2108_ D027_J004_I 
GHD7-27_IGHJ4

SEQ ID NO: 
5686

hsIGH_2109_ D001_J005_I 
GHD1-01_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5687

hsIGH_2110_ D002_J005_I 
GHD1-07_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5688

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2111_ D003_J005_I 
GHD1-14_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5689

hsIGH_2112_ D004_J005_I 
GHD1-20_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5690

hsIGH_2113_ D005_J005_I 
GHD1-26_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5691

hsIGH_2114_ D006_J005_I 
GHD2-02_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5692

hsIGH_2115_ D007_J005_I 
GHD2-08_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5693
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2116_ D008_J005_I 
GHD2-15_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5694

hsIGH_2117_ D009_J005_I 
GHD2-21_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5695

hsIGH_2118_ D010_J005_I 
GHD3-03_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5696

hsIGH_2119_ D011_J005_I 
GHD3-09_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5697

hsIGH_2120_ D012_J005_I 
GHD3-10_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5698
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2121_ D013_J005_I 
GHD3-16_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5699

hsIGH_2122_ D014_J005_I 
GHD3-22_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5700

hsIGH_2123_ D015_J005_I 
GHD4-04_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5701

hsIGH_2124_ D016_J005_I 
GHD4-11_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5702

hsIGH_2125_ D017_J005_I 
GHD4-17_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5703
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2126_ D018_J005_I 
GHD4-23_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5704

hsIGH_2127_ D019_J005_I 
GHD5-05_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5705

hsIGH_2128_ D020_J005_I 
GHD5-12_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5706

hsIGH_2129_ D021_J005_I 
GHD5-18_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5707

hsIGH_2130_ D022_J005_I 
GHD5-24_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5708
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2131_ D023_J005_I 
GHD6-06_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5709

hsIGH_2132_ D02 4_J005_I 
GHD6-13_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5710

hsIGH_2133_ D025_J005_I 
GHD6-19_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5711

hsIGH_2134_ D02 6_J005_I 
GHD6-25_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5712

hsIGH_2135_ D027_J005_I 
GHD7-27_IGHJ5

SEQ ID NO: 
5713
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2136_ D001_J006_I 
GHD1-01_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5714

hsIGH_2137_ D002_J006_I 
GHD1-07_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5715

hsIGH_2138_ D003_J006_I 
GHD1-14_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5716

hsIGH_2139_ D004_J006_I 
GHD1-20_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5717

hsIGH_214 0_ D005_J006_I
GHD1-26_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5718
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2141_ D006_J006_I 
GHD2-02_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5719

hsIGH_2142_ D007_J006_I 
GHD2-08_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5720

hsIGH_2143_ D008_J006_I 
GHD2-15_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5721

hsIGH_2144_ D009_J006_I 
GHD2-21_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5722

hsIGH_2145_ D010_J006_I 
GHD3-03_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5723
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2146_ D011_J006_I 
GHD3-09_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5724

hsIGH_2147_ D012_J006_I 
GHD3-10_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5725

hsIGH_2148_ D013_J006_I 
GHD3-16_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5726

hsIGH_2149_ D014_J006_I 
GHD3-22_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5727

hsIGH_2150_ D015_J006_I 
GHD4-04_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5728
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2151_ D016_J006_I 
GHD4-11_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5729

hsIGH_2152_ D017_J006_I 
GHD4-17_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5730

hsIGH_2153_ D018_J006_I 
GHD4-23_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5731

hsIGH_2154 D019_J006_I 
GHD5-05_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5732

hsIGH_2155_ D020_J006_I 
GHD5-12_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5733
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2156_ D021_J006_I 
GHD5-18_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5734

hsIGH_2157_ D022_J006_I 
GHD5-24_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5735

hsIGH_2158_ D023_J006_I 
GHD6-06_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5736

hsIGH_2159_ D024_J006_I 
GHD6-13_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5737

hsIGH_2160_ D025_J006_I 
GHD6-19_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5738
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2161_ D026_J006_I 
GHD6-25_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5739

hsIGH_2162_ D027_J006_I 
GHD7-27_IGHJ6

SEQ ID NO: 
5740

hsIGH_2163_ 0001_J007_I 
GHD1-01_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5741

hsIGH_2164_ D002_J007_I 
GHD1-.07_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5742

hsIGH_2165_ D003_J007_I 
GHD1-14_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5743
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2166_ D004_J007_I 
GHD1-20_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5744

hsIGH_2167_ D005_J007_I 
GHD1-26_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5745

hsIGH_2168_ D006_J007_I 
GHD2-02_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5746

hsIGH_2169_ D007_J007_I 
GHD2-08_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5747

hsIGH_2170_ D008_J007_I 
GHD2-15_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5748
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2171_ D009_J007_I 
GHD2-21_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5749

hsIGH_2172_ D010_J007_I 
GHD3-03_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5750

hsIGH_2173_ D011_J007_I 
GHD3-09_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5751

hsIGH_2174_ D012_J007_I 
GHD3-10_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5752

hsIGH_2175_ D013_J007_I 
GHD3-16_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5753
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2176_ 0014_J007_I 
GHD3-22_IGHJρ1

SEQ ID NO: 
5754

hsIGH_2177_ D015_J007_I 
GHD4-04_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5755

hsIGH_2178_ D016_J007_I 
GHD4-11_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5756

hsIGH_2179_ D017_J007_I 
GHD4-17_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5757

hsIGH_2180_ D018_J007_I 
GHD4-23_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5758
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2181_ D019_J007_I 
GHD5-05_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5759

hsIGH_2182_ D020_J007_I 
GHD5-12_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5760

hsIGH_2183_ D021_J007_I 
GHD5-18_IGHJρ1

SEQ ID NO: 
5761

hsIGH_2184_ D022_J007_I 
GHD5-24_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5762

hsIGH_2185_ D023_J007_I 
GHD6-06_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5763
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2186_ D024_J007_I 
GHD6-13_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5764

hsIGH_2187_ D025_J007_I 
GHD6-19_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5765

hsIGH_2188_ 0026_J007_I 
GHD6-25_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5766

hsIGH_2189_ D027_J007_I 
GHD7-27_IGHJp1

SEQ ID NO: 
5767

hsIGH_2190_ D001_J008_I 
GHD1-01_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5768

ES 2 582 554 T3

 



100

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2191_ D002_J008_I 
GOD1-07_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5769

hsIGH_2192_ D003_J008_I 
GHD1-14_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5770

hsIGH_2193_ D004_J008_I 
GHD1-20_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5771

hsIGH_2194_ D005_J008_I 
GHD1-26_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5772

hsIGH_2195_ D006_J008_I 
GHD202_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5773

ES 2 582 554 T3

 



101

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2196_ D007_J008_I 
GHD208_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5774

hsIGH_2197_ D008_J008_I 
GHD2-15_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5775

hsIGH_2198_ D009_J008_I 
GHD2-21_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5776

hsIGH_2199_ D010_J008_I 
GHD3-03_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5777

hsIGH_2200_ D011_J008_I 
GHD3-09_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5778

ES 2 582 554 T3

 



102

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2201_ D012_J008_I 
GHD3-10_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5779

hsIGH_2202_ D013_J008_I 
GHD3-16_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5780

hsIGH_2203_ D014_J008_I 
GHD3-22_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5781

hsIGH_2204_ D015_J008_I 
GHD4-04_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5782

hsIGH_2205_ D016_J008_I 
GHD4-11_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5783

ES 2 582 554 T3

 



103

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2206_ D017_J008_I 
GHD4-17_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5784

hsIGH 2207 D018_J008_I 
GHD4-23_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5785

hsIGH_2208_ D019_J008_I 
GHD5-05_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5786

hsIGH_2209_ D020_J008_I 
GHD5-12_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5787

hsIGH_2210_ D021_J008_I 
GHD5-18_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5788

ES 2 582 554 T3

 



104

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2211_ D022_J008_I 
GHD5-24_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5789

hsIGH_2212_ D023_J008_I 
GHD6-06_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5790

hsIGH_2213_ D024_J008_I 
GHD6-13_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5791

hsIGH_2214_ D025_J008_I 
GHD6-19_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5792

hsIGH_2215_ D026_J008_I 
GHD6-25_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5793

ES 2 582 554 T3

 



105

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2216_ D027_J008_I 
GHD7-27_IGHJp2

SEQ ID NO: 
5794

hsIGH_2217_ D001_J009_I 
GHD1-01_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5795

hsIGH_2218_ D002_J009_I 
GHD1-07_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5796

hsIGH_2219_ D003_J009_I 
GHD1-14_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5797

hsIGH_2220_ D004_J009_I 
GHD1-20_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5798

ES 2 582 554 T3

 



106

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2221_ D005_J009_I 
GHD1-26_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5799

hsIGH_2222_ D006_J009_I 
GHD2-02_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5800

hsIGH_2223_ D007_J009_I 
GHD2-08_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5801

hsIGH_2224_ D008_J009_I
GHD2-15_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5802

hsIGH_2225_ D009_J009_I 
GHD2-21_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5803

ES 2 582 554 T3

 



107

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2226_ D010_J009_I 
GHD3-03_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5804

hsIGH_2227_ D011_J009_I 
GHD3-09_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5805

hsIGH_2228_ D012_J009_I 
GHD3-10_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5806

hsIGH_2229_ D013_J009_I 
GHD3-16_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5807

hsIGH_2230_ D014_J009_I 
GHD3-22_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5808

ES 2 582 554 T3

 



108

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2231_ D015_J009_I 
GHD4-04_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5809

hsIGH_2232_ D016_J009_I 
GHD4-11_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5810

hsIGH_2233_ D017_J009_I 
GHD4-17_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5811

hsIGH_2234_ D018_J009_I 
GHD4-23_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5812

hsIGH_2235_ D019_J009_I 
GHD5-05_IGHJp3

EQ ID NO: 
5813

ES 2 582 554 T3

 



109

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2236_ D020_J009_I 
GHD5-12_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5814

hsIGH_2237_ D021_J009_I 
GHD5-18_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5815

hsIGH_2238_ D022_J009_I 
GHD5-24_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5816

hsIGH_2239_ D023_J009_I 
GHD6-06_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5817

hsIGH_2240_ D024_J009_I 
GHD6-13_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5818

ES 2 582 554 T3

 



110

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGH_2241_ D025_J009_I 
GHD6-19_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5819

hsIGH_2242_ D026_J009_I 
GHD6-25_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5820

hsIGH_2243_ D027_J009_I 
GHD7-27_IGHJp3

SEQ ID NO: 
5821

Secuencias de control de sesgo para hs-IGL

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0001 _V001_J001 
_IGLV01-36_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5822

ES 2 582 554 T3

 



111

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0002 _V002_J001 
_IGLV01-40_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5823

hsIGL_0003 _V003_J001 
_IGLV01-44_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5824

hsIGL_0004 _V004_J001 
_IGLV01-47_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5825

hsIGL_0005 _V005_J001 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ1_ F

SEQ ID NO: 
5826

ES 2 582 554 T3

 



112

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0006 _V006_J001 
_IGLV01-51_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5827

hsIGL_0007 _V007_J001 
_IGLV02-08_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5828

hsIGL_0008 _V008_J001 
_IGLV02-

SEQ ID NO: 
5829

11_IGLJ1_F

hsIGL_0009 _V009_J001 
_IGLV02-14_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5830

ES 2 582 554 T3

 



113

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL-0010 _V010_J001 
_IGLV02-18_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5831

hsIGL_0011 _V011_J001 
_IGLV02-23_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5832

hsIGL_0012 _V012_J001 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ1_ F

SEQ ID NO: 
5833

hsIGL_0013 _V013_J001 
_IGLV03-01_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5834

ES 2 582 554 T3

 



114

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0014 _V014_J001 
_IGLV03-09-FP_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5835

hsIGL_0015 _V015_J001 
_IGLV03-10_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5836

hsIGL_0016 _V016_J001 
_IGLV03-12_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5837

hsIGL_0017 _V017_J001 
_IGLV03-16_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5838

ES 2 582 554 T3

 



115

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0018 _V018_J001 
_IGLV03-19_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5839

hsIGL_0019 _V019_J001 
_IGLV03-21_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5840

hsIGL_0020 _V020_J001 
_IGLV03-22-FP_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5841

hsIGL_0021 _V021_J001 
_IGLV03-25_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5842

ES 2 582 554 T3

 



116

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0022 _V022_J001 
_IGLV03-27_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5843

hsIGL_0023 _V023_J001 SEQ ID NO: 
5844

_IGLV04-03_IGLJ1_F

hsIGL_0024 _V024_J001 
_IGLV04-60_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5845

hsIGL_0025 _V025_J001 
_IGLV04-69_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5846

ES 2 582 554 T3

 



117

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0026 _V026_J001 
_IGLV05-37_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5847

hsIGL_0027 _V027_J001 
_IGLV05-39_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5848

hsIGL_0028 _V028_J001 
_IGLV05-4 5_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5849

hsIGL_0029 _V02 9_J001 
_IGLV05-52_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5850

ES 2 582 554 T3

 



118

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0030 _V030_J001 
_IGLV07-43_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5851

hsIGL_0031 _V031_J001 
_IGLV07-46-FP_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5852

hsIGL_0032 _V032_J001 
_IGLV08-61_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5853

hsIGL_0033 _V033_J001 
_IGLV09-49_IGLJ1_F

SEQ ID NO: 
5854

ES 2 582 554 T3

 



119

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0034 _V034_J001 
_IGLV10-54-

SEQ ID NO: 
5855

FP_IGLJ1_F

hsIGL_0035 _V035_J001 
_IGLV11-55-ORF_IGLJ1_ F

SEQ ID NO: 
5856

hsIGL_0036 _V001_J002 
_IGLV01-36_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5857

hsIGL_0037 _V002_J002 
_IGLV01-40_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5858

ES 2 582 554 T3

 



120

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0038 SEQ ID NO:

_V003_J002 _IGLV01-
44_IGLJ2_F

5859

hsIGL_0039 _V004_J002 
_IGLV01-47_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5860

hsIGL_0040_ _V005_J002_ 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ2_ F

SEQ ID NO: 
5861

hsIGL_0041_ _V006_J002 
_IGLV01-51_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5862

ES 2 582 554 T3

 



121

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0042 _V007_J002 
_IGLV02-08_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5863

hsIGL_0043 _V008_J002 
_IGLV02-11_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5864

hsIGL_0044 _V009_J002 
_IGLV02-14_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5865

hsIGL_0045 _V010_J002 
_IGLV02-18_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5866

ES 2 582 554 T3

 



122

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0046 _V011_J002 
_IGLV02-23_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5867

hsIGL_0047 _V012_J002 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ2_ F

SEQ ID NO: 
5868

hsIGL_0048 _V013_J002 
_IGLV03-01_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5869

hsIGL_0049 _V014_J002 
_IGLV03-

SEQ ID NO: 
5870

09-FP_IGLJ2_F

ES 2 582 554 T3

 



123

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0050 _V015_J002 
_IGLV03-10_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5871

hsIGL_0051 _V016_J002 
_IGLV03-12_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5872

hsIGL_0052 _V017_J002 
_IGLV03-16_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5873

hsIGL_0053 _V018_J002 
_IGLV03-19_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5874

ES 2 582 554 T3

 



124

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0054 _V019_J002 
_IGLV03-21_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5875

hsIGL_0055 V020_J002 
_IGLV03-22-FP_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5876

hsIGL_0056 _V021_J002 
IGLV03-25_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5877

hsIGL_0057 _V022_J002 
IGLV03-27_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5878

ES 2 582 554 T3

 



125

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0058 _V023_J002 
IGLV04-03_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5879

hsIGL_0059 _V024_J002 
_IGLV04-60_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5880

hsIGL_0060 _V025_J002 
_IGLV04-69_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5881

hsIGL_0061 _V026_J002 
_IGLV05-37_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5882

ES 2 582 554 T3

 



126

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0062 _V027_J002 
_IGLV05-39_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5883

hsIGL_0063 _V028_J002 
IGLV05-45_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5884

hsIGL_0064 _V029_J002 SEQ ID NO: 
5885

IGLV05-52_IGLJ2_F

hsIGL_0065 _V030_J002 
_IGLV07-43_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5886

ES 2 582 554 T3

 



127

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0066 _V031_J002 
_IGLV07-46-FP_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5887

hsIGL_0067 _V032_J002 
_IGLV08-61_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5888

hsIGL_0068 _V033_J002 
_IGLV09-49_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5889

hsIGL_0069 _V034_J002 
_IGLV10-54-FP_IGLJ2_F

SEQ ID NO: 
5890

ES 2 582 554 T3

 



128

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0070 _V035_J002 
_IGLV11-55-ORF_IGLJ2_ F

SEQ ID NO: 
5891

hsIGL_0071 _V001_J003 
_IGLV01-36_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5892

hsIGL_0072 _V002_J003 
_IGLV01-40_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5893

hsIGL_0073 _V003_J003 
_IGLV01-44_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5894

ES 2 582 554 T3

 



129

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0074 _V004_J003 
_IGLV01-47_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5895

hsIGL_0075 _V005_J003 
_IGLV01-50-

SEQ ID NO: 
5896

ORF_IGLJ3_ F

hsIGL_0076 _V006_J003 
_IGLV01-51_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5897

hsIGL_0077 _V007_J003 
_IGLV02-08_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5898

ES 2 582 554 T3

 



130

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0078 _V008_J003 
_IGLV02-11_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5899

hsIGL_0079 SEQ ID NO:

_V009_J003 _IGLV02-
14_IGLJ3_F

5900

hsIGL_0080 _V010_J003 
_IGLV02-18_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5901

hsIGL_0081 _V011_J003 
_IGLV02-23_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5902

ES 2 582 554 T3

 



131

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0082 _V012_J003 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ3_ F

SEQ ID NO: 
5903

hsIGL_0083 _V013_J003 
_IGLV03-01_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5904

hsIGL_0084 _V014_J003 
_IGLV03-09-FP_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5905

hsIGL_0085 _V015_J003 
_IGLV03-10_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5906

ES 2 582 554 T3

 



132

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0086 _V016_J003 
_IGLV03-12_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5907

hsIGL_0087 _V017_J003 
_IGLV03-16_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5908

hsIGL_0088 _V018_J003 
_IGLV03-19_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5909

hsIGL_0089 _V019_J003 
IGLV03-21_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5910

ES 2 582 554 T3

 



133

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0090 _V020_J003 
_IGLV03-

SEQ ID NO: 
5911

22-FP_IGLJ3_F

hsIGL_0091 _V021_J003 
_IGLV03-25_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5912

hsIGL_0092 _V022_J003 
_IGLV03-27_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5913

hsIGL_0093 _V023_J003 
_IGLV04-03_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5914

ES 2 582 554 T3

 



134

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0094 _V024_J003 
_IGLV04-60_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5915

hsIGL_0095 _V025_J003 
_IGLV04-69_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5916

hsIGL_0096 _V026_J003 
_IGLV05-37_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5917

hsIGL_0097 _V027_J003 
_IGLV05-39_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5918

ES 2 582 554 T3

 



135

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0098 _V028_J003 
_IGLV05-45_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5919

hsIGL_0099 _V029_J003 
_IGLV05-52_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5920

hsIGL_0100 _V030_J003 
_IGLV07-43_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5921

hsIGL_0101 _V031_J003 
_IGLV07-46-FP_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5922

ES 2 582 554 T3

 



136

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0102 _V032_J003 
_IGLV08-61_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5923

hsIGL_0103 _V033_J003 
_IGLV09-49_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5924

hsIGL_0104 _V034_J003 
_IGLV10-54-FP_IGLJ3_F

SEQ ID NO: 
5925

hsIGL_0105 _V035_J003 SEQ ID NO: 
5926

_IGLV11-55-ORF_IGLJ3_ F

ES 2 582 554 T3

 



137

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0106 _V001_J004 
_IGLV01-36_IGLJ9_P

SEQ ID NO: 
5927

hsIGL_0107 _V002_J004 
_IGLV01-40_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5928

hsIGL_0108 _V003_J004 
_IGLV01-44_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5929

hsIGL_0109 _V004_J004 
_IGLV01-47_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5930

ES 2 582 554 T3

 



138

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0110 _V005_J004 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ4_ P

SEQ ID NO: 
5931

hsIGL_0111 _V006_J004 
_IGLV01-51_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5932

hsIGL_0112 _V007_J004 
_IGLV02-08_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5933

hsIGL_0113 _V008_J004 
_IGLV02-11_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5934

ES 2 582 554 T3

 



139

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0114 _V009_J004 
_IGLV02-14_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5935

hsIGL_0115 _V010_J004 
_IGLV02-18_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5936

hsIGL_0116 _V011_J004 
_IGLV02-23_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5937

hsIGL_0117 _V012_J004 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ4_ P

SEQ ID NO: 
5938

ES 2 582 554 T3

 



140

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0118 _V013_J004 
_IGLV03-01_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5939

hsIGL_0119 _V014_J004 
IGLV03-09-FP_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5940

hsIGL_0120 SEQ ID NO:

_V015_J004 _IGLV03-
10_IGLJ4_P

5941

hsIGL_0121 _V016_J004 
IGLV03-12_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5942

ES 2 582 554 T3

 



141

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0122 _V017_J004 
_IGLV03-16_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5943

hsIGL_0123 _V018_J004 
_IGLV03-19_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5944

hsIGL_0124 _V019_J004 
_IGLV03-21_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5945

hsIGL_0125 _V020_J004 
IGLV03-22-FP_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5946

ES 2 582 554 T3

 



142

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0126 _V021_J004 
_IGLV03-25_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5947

hsIGL_0127 _V022_J004 
_IGLV03-27_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5948

hsIGL_0128 _V023_J004 
_IGLV04-03_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5949

hsIGL_0129 _V024_J004 
_IGLV04-60_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5950

ES 2 582 554 T3

 



143

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0130 _V025_J004 
_IGLV04-69_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5951

hsIGL_0131 _V026_J004 
_IGLV05-

SEQ ID NO: 
5952

37_IGLJ4_P

hsIGL_0132 _V027_J004 
_IGLV05-39_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5953

hsIGL_0133 _V028_J004 
_IGLV05-45_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5954

ES 2 582 554 T3

 



144

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0134 _V029_J004 
_IGLV05-52_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5955

hsIGL_0135 _V030_J004 
_IGLV07-43_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5956

hsIGL_0136 _V031_J004 
_IGLV07-46-FP_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5957

hsIGL_0137 _V032_J004 
_IGLV08-61_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5958

ES 2 582 554 T3

 



145

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0138 _V033_J004 
_IGLV09-49_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5959

hsIGL_0139 _V034_J004 
_IGLV10-54-FP_IGLJ4_P

SEQ ID NO: 
5960

hsIGL_0140 _V035_J004 
_IGLV11-55-ORF_IGLJ4_ P

SEQ ID NO: 
5961

hsIGL_0141 _V001_J005 
_IGLV01-36_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5962

ES 2 582 554 T3

 



146

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0142 _V002_J005 
_IGLV01-40_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5963

hsIGL_0143 _V003_J005 
_IGLV01-44_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5964

hsIGL_0144 _V004_J005 
_IGLV01-47_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5965

hsIGL_0145 _V005_J005 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ5_ P

SEQ ID NO: 
5966

ES 2 582 554 T3

 



147

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0146 _V006_J005 SEQ ID NO: 
5967

_IGLV01-51_IGLJ5_P

hsIGL_0147 _V007_J005 
_IGLV02-08_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5968

hsIGL_0148 _V008_J005 
_IGLV02-11_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5969

hsIGL_0149 _V009_J005 
_IGLV02-14_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5970

ES 2 582 554 T3

 



148

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0150 _V010_J005 
_IGLV02-18_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5971

hsIGL_0151 _V011_J005 
IGLV02-23_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5972

hsIGL_0152 _V012_J005 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ5_ P

SEQ ID NO: 
5973

hsIGL_0153 _V013_J005 
_IGLV03-01_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5974

ES 2 582 554 T3

 



149

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0154 _V014_J005 
_IGLV03-09-FP_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5975

hsIGL_0155 _V015_J005 
_IGLV03-10_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5976

hsIGL_0156 _V016_J005 
_IGLV03-12_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5977

hsIGL_0157 _V017_J005 
_IGLV03-16_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5978

ES 2 582 554 T3

 



150

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0158 _V018_J005 
_IGLV03-19_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5979

hsIGL_0159 _V019_J005 
_IGLV03-21_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5980

hsIGL_0160 _V020_J005 
_IGLV03-22-FP_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5981

hsIGL_0161 SEQ ID NO:

_V021_J005 _IGLV03-
25_IGLJ5_P

5982

ES 2 582 554 T3

 



151

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0162 _V022_J005 
_IGLV03-27_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5983

hsIGL_0163 _V023_J005 
_IGLV04-03_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5984

hsIGL_0164 _V024_J005 
_IGLV04-60_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5985

hsIGL_0165 _V025_J005 
_IGLV04-69_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5986

ES 2 582 554 T3

 



152

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0166 _V026_J005 
_IGLV05-37_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5987

hsIGL_0167 _V027_J005 
_IGLV05-39_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5988

hsIGL_0168 _V028_J005 
_IGLV05-45_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5989

hsIGL_0169 _V029_J005 
_IGLV05-52_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5990

ES 2 582 554 T3

 



153

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0170 _V030_J005 
_IGLV07-43_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5991

hsIGL_0171 _V031_J005 
_IGLV07-46-FP_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5992

hsIGL_0172 _V032_J005 
_IGLV08-

SEQ ID NO: 
5993

61_IGLJ5_P

hsIGL_0173 _V033_J005 
_IGLV09-49_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5994

ES 2 582 554 T3

 



154

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0174 _V034_J005 
_IGLV10-54-FP_IGLJ5_P

SEQ ID NO: 
5995

hsIGL_0175 _V035_J005
_IGLV11-55-ORF_IGLJ5_ P

SEQ ID NO: 
5996

hsIGL_0176 _V001_J006 
_IGLV01-36_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
5997

hsIGL_0177 _V002_J006 
_IGLV01-40_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
5998

ES 2 582 554 T3

 



155

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0178 _V003_J006 
_IGLV01-44_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
5999

hsIGL_0179 _V004_J006 
_IGLV01-47_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6000

hsIGL_0180 _V005_J006 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ6_ F

SEQ ID NO: 
6001

hsIGL_0181 _V006_J006 
_IGLV01-51_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6002

ES 2 582 554 T3

 



156

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0182 _V007_J006 
_IGLV02-08_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6003

hsIGL_0183 _V008_J006 
_IGLV02-11_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6004

hsIGL_0184 _V009_J006 
_IGLV02-14_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6005

hsIGL_0185 _V010_J006 
_IGLV02-18_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6006

ES 2 582 554 T3

 



157

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0186 _V011_J006 
_IGLV02-23_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6007

hsIGL_0187 _V012_J006 SEQ ID NO: 
6008

_IGLV02-33-ORF_IGLJ6_ F

hsIGL_0188 _V013_J006 
_IGLV03-01_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6009

hsIGL_0189 _V014_J006 
_IGLV03-09-P_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6010

ES 2 582 554 T3

 



158

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0190 _V015_J006 
_IGLV03-10_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6011

hsIGL_0191 _V016_J006 
_IGLV03-12_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6012

hsIGL_0192 _V017_J006 
_IGLV03-16_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6013

hsIGL_0193 _V018_J006 
_IGLV03-19_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6014

ES 2 582 554 T3

 



159

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0194 _V019_J006 
_IGLV03-21_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6015

hsIGL_0195 _V020_J006 
_IGLV03-22-FP_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6016

hsIGL_0196 _V021_J006 
_IGLV03-25_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6017

hsIGL_0197 _V022_J006 
_IGLV03-27_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6018

ES 2 582 554 T3

 



160

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0198 _V023_J006 
_IGLV04-03_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6019

hsIGL_0199 _V024_J006 
_IGLV04-60_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6020

hsIGL_0200 _V025_J006 
_IGLV04-69_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6021

hsIGL_0201 _V026_J006 
_IGLV05-37_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6022

ES 2 582 554 T3

 



161

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0202 SEQ ID NO:

_V027_J006 _IGLV05-
39_IGLJ6_F

6023

hsIGL_0203 _V028_J006 
_IGLV05-45_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6024

hsIGL_0204 _V029_J006 
_IGLV05-52_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6025

hsIGL_0205 _V030_J006 
_IGLV07-43_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6026

ES 2 582 554 T3

 



162

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0206 _V031_J006 
_IGLV07-46-FP_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6027

hsIGL_0207 _V032_J006 
_IGLV08-61_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6028

hsIGL_0208 _V033_J006 
_IGLV09-49_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6029

hsIGL_0209 _V034_J006 
IGLV10-54-FP_IGLJ6_F

SEQ ID NO: 
6030

ES 2 582 554 T3

 



163

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0210 _V035_J006 
_IGLV11-55-ORF_IGLJ6_ F

SEQ ID NO: 
6031

hsIGL_0211 _V001_J007 
_IGLV01-36_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6032

hsIGL_0212 _V002_J007 
_IGLV01-40_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6033

hsIGL_0213 _V003_J007 
_IGLV01-

SEQ ID NO: 
6034

44_IGLJ7_F

ES 2 582 554 T3

 



164

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0214 _V004_J007 
_IGLV01-4 7_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6035

hsIGL_0215 _V005_J007 
_IGLV01-50-ORF_IGLJ7_ F

SEQ ID NO: 
6036

hsIGL_0216 _V006_J007 
_IGLV01-51_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6037

hsIGL_0217 _V007_J007 
_IGLV02-08_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6038

ES 2 582 554 T3

 



165

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0218 _V008_J007 
_IGLV02-11_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6039

hsIGL_0219 _V009_J007 
_IGLV02-14_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6040

hsIGL_0220 _V010_J007 
_IGLV02-18_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6041

hsIGL_0221 _V011_J007 
_IGLV02-23_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6042

ES 2 582 554 T3

 



166

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0222 _V012_J007 
_IGLV02-33-ORF_IGLJ7_ F

SEQ ID NO: 
6043

hsIGL_0223 _V013_J007 
_IGLV03-01_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6044

hsIGL_0224 _V014_J007 
_IGLV03-09-FP_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6045

hsIGL_0225 _V015_J007 
_IGLV03-10_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6046

ES 2 582 554 T3

 



167

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0226 _V016_J007 
_IGLV03-12_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6047

hsIGL_0227 _V017_J007 
_IGLV03-16_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6048

hsIGL_0228 _V018_J007 SEQ ID NO: 
6049

_IGLV03-19_IGLJ7_F

hsIGL_0229 _V019_J007 
_IGLV03-21_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6050

ES 2 582 554 T3

 



168

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0230 _V020_J007 
_IGLV03-22-FP_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6051

hsIGL_0231 _V021_J007 
_IGLV03-25_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6052

hsIGL_0232 _V022_J007 
_IGLV03-27_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6053

hsIGL_0233 _V023_J007 
_IGLV04-03_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6054

ES 2 582 554 T3

 



169

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0234 _V024_J007 
_IGLV04-60_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6055

hsIGL_0235 _V025_J007 
_IGLV04-69_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6056

hsIGL_0236 _V026_J007 
_IGLV05-37_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6057

hsIGL_0237 _V027_J007 
_IGLV05-39_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6058

ES 2 582 554 T3

 



170

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0238 _V028_J007 
_IGLV05-45_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6059

hsIGL_0239 _V029_J007 
_IGLV05-52_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6060

hsIGL_0240 _V030_J007 
_IGLV07-43_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6061

hsIGL_0241 _V031_J007 
_IGLV07-46-FP_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6062

ES 2 582 554 T3

 



171

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGL_0242 _V032_J007 
_IGLV08-61_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6063

hsIGL_0243 SEQ ID NO:

_V033_J007 _IGLV09-
49_IGLJ7_F

6064

hsIGL_0244 _V034_J007 
_IGLV10-54-FP_IGLJ7_F

SEQ ID NO: 
6065

hsIGL_0245 _V035_J007 
_IGLV11-55-ORF_IGLJ7_ F

SEQ ID NO: 
6066

Secuencias de control de sesgo para hs-IgK

ES 2 582 554 T3

 



172

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0001 _V001_J001 
_IGKV1-05-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6067

hsIGK_0002 _V002_J001 
_IGKV1-06-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6068

hsIGK_0003 _V003_J001 
_IGKV1-08-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6069

hsIGK_0004 _V004_J001 
_IGKV1-09-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6070

ES 2 582 554 T3

 



173

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0005 _V005_J001 
_IGKV1-12-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6071

hsIGK_0006 _V006_J001 
_IGKV1-13-FP_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6072

hsIGK_0007 _V007_J001 
_IGKV1-16-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6073

hsIGK_0008 _V008_J001 
_IGKV1-17-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6074

ES 2 582 554 T3

 



174

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0009 _V009_J001 
_IGKV1-27-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6075

hsIGK_0010 _V010_J001 
_IGKV1-33-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6076

hsIGK_0011 _V011_J001 
_IGKV1-37-O_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6077

hsIGK_0012 SEQ ID NO:

ES 2 582 554 T3

 



175

Nombre Secuencia SEQ ID NO

_V012_J001 _IGKV1-39-
FP_IGKJ1

6078

hsIGK_0013 _V013_J001 
_IGKV1-NL1-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6079

hsIGK_0014 _V014_J001
_IGKV2-24-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6080

hsIGK_0015 _V015_J001 
_IGKV2-28-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6081

ES 2 582 554 T3

 



176

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0016 _V016_J001 
_IGKV2-29-FP_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6082

hsIGK_0017 _V017_J001 
_IGKV2-30-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6083

hsIGK_0018 _V018_J001 
_IGKV2-40-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6084

hsIGK_0019 _V019_J001 
_IGKV3-07-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6085

ES 2 582 554 T3

 



177

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0020 _V020_J001 
_IGKV3-11-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6086

hsIGK_0021 _V021_J001 
_IGKV3-15-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6087

hsIGK_0022 _V022_J001 
_IGKV3-20-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6088

hsIGK_0023 _V023_J001 
_IGKV3-

SEQ ID NO: 
6089

NL4-FNG_IGKJ1

ES 2 582 554 T3

 



178

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0024 _V024_J001 
_IGKV4-01-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6090

hsIGK_0025 _V025_J001 
_IGKV5-02-F_IGKJ1

SEQ ID NO: 
6091

hsIGK_0026 _V001_J002 
_IGKV1-05-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6092

hsIGK_0027 _V002_J002 
_IGKV1-06-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6093

ES 2 582 554 T3

 



179

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0028 _V003_J002 
_IGKV1-08-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6094

hsIGK_0029 _V004_J002 
_IGKV1-09-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6095

hsIGK_0030 _V005_J002 
_IGKV1-12-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6096

hsIGK_0031 _V006_J002 
_IGKV1-13-FP_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6097

ES 2 582 554 T3

 



180

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0032 _V007_J002 
_IGKV1-16-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6098

hsIGK_0033 _V008_J002 
_IGKV1-17-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6099

hsIGK_0034 _V009_J002 
_IGKV1-27-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6100

hsIGK_0035 _V010_J002 
_IGKV1-33-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6101

ES 2 582 554 T3

 



181

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0036 _V011_J002 
_IGKV1-37-O_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6102

hsIGK_0037 _V012_J002 
_IGKV1-39-FP_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6103

hsIGK_0038 _V013_J002 SEQ ID NO: 
6104

_IGKV1-NL1-F_IGKJ2

hsIGK_0039 _V014_J002 
_IGKV2-24-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6105

ES 2 582 554 T3

 



182

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0040 _V015_J002 
_IGKV2-28-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6106

hsIGK_0041 _V016_J002 
_IGKV2-29-FP_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6107

hsIGK_0042 _V017_J002 
_IGKV2-30-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6108

hsIGK_0043 _V018_J002 
_IGKV2-40-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6109

ES 2 582 554 T3

 



183

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0044 _V019_J002 
_IGKV3-07-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6110

hsIGK_0045 _V020_J002 
_IGKV3-11-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6111

hsIGK_0046 _V021_J002 
_IGKV3-15-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6112

hsIGK_0047 _V022_J002 
_IGKV3-20-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6113

ES 2 582 554 T3

 



184

Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0048 _V023_J002 
_IGKV3-NL4-FNG_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6114

hsIGK_0049 _V024_J002 
_IGKV4-01-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6115

hsIGK_0050 _V025_J002 
_IGKV5-02-F_IGKJ2

SEQ ID NO: 
6116

hsIGK_0051 _V001_J003 
_IGKV1-05-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6117

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0052 _V002_J003 
_IGKV1-06-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6118

hsIGK_0053 SEQ ID NO:

_V003_J003 _IGKV1-08-
F_IGKJ3

6119

hsIGK_0054 _V004_J003 
_IGKV1-09-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6120

hsIGK_0055 _V005_J003 
_IGKV1-12-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6121

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0056 _V006_J003 
_IGKV1-13-FP_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6122

hsIGK_0057 _V007_J003 
_IGKV1-16-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6123

hsIGK_0058 _V008_J003 
_IGKV1-17-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6124

hsIGK_0059 _V009_J003 
_IGKV1-27-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6125

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0060 _V010_J003 
_IGKV1-33-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6126

hsIGK_0061 V011_J003 
_IGKV1-37-O_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6127

hsIGK_0062 _V012_J003 
_IGKV1-39-FP_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6128

hsIGK_0063 _V013_J003 
_IGKV1-NL1-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6129

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0064 _V014_J003 
_IGKV2-24-

SEQ ID NO: 
6130

F_IGKJ3

hsIGK_0065 _V015_J003 
_IGKV2-28-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6131

hsIGK_0066 _V016_J003 
IGKV2-29-FP_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6132

hsIGK_0067 _V017_J003 
_IGKV2-30-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6133

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0068 _V018_J003 
_IGKV2-40-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6134

hsIGK_0069 _V019_J003 
_IGKV3-07-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6135

hsIGK_0070 _V020_J003 
_IGKV3-11-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6136

hsIGK_0071 _V021_J003 
_IGKV3-15-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6137

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0072 _V022_J003 
_IGKV3-20-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6138

hsIGK_0073 _V023_J003 
_IGKV3-NL4-FNG_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6139

hsIGK_0074 _V024_J003 
_IGKV4-01-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6140

hsIGK_0075 _V025_J003 
_IGKV5-02-F_IGKJ3

SEQ ID NO: 
6141

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0076 _V001_J004 
_IGKV1-05-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6142

hsIGK_0077 _V002_J004 
_IGKV1-06-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6143

hsIGK_0078 _V003_J004 
_IGKV1-08-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6144

hsIGK_0079 _V004_J004 SEQ ID NO: 
6145

_IGKV1-09-F_IGKJ4

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0080 _V005_J004 
_IGKV1-12-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6146

hsIGK_0081 _V006_J004 
_IGKV1-13-FP_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6147

hsIGK_0082 _V007_J004 
_IGKV1-16-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6148

hsIGK_0083 _V008_J004 
_IGKV1-17-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6149

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0084 _V009_J004 
_IGKV1-27-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6150

hsIGK_0085 _V010_J004 
IGKV1-33-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6151

hsIGK_0086 _V011_J004 
_IGKV1-37-O_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6152

hsIGK_0087 _V012_J004 
_IGKV1-39-FP_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6153

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0088 _V013_J004 
_IGKV1-NL1-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6154

hsIGK_0089 _V014_J004 
_IGKV2-24-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6155

hsIGK_0090 _V015_J004 
_IGKV2-28-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6156

hsIGK_0091 _V016_J004 
_IGKV2-29-FP_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6157

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0092 _V017_J004 
_IGKV2-30-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6158

hsIGK_0093 _V018_J004 
_IGKV2-40-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6159

hsIGK_0094 SEQ ID NO:

_V019_J004 _IGKV3-07-
F_IGKJ4

6160

hsIGK_0095 _V020_J004 
_IGKV3-11-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6161

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0096 _V021_J004 
_IGKV3-15-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6162

hsIGK_0097 _V022_J004 
_IGKV3-20-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6163

hsIGK_0098 _V023_J004 
_IGKV3-NL4-FNG_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6164

hsIGK_0099 _V024_J004 
_IGKV4-01-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6165

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0100 _V025_J004 
_IGKV5-02-F_IGKJ4

SEQ ID NO: 
6166

hsIGK_0101 _V001_J005 
_IGKV1-05-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6167

hsIGK_0102 _V002_J005 
_IGKV1-06-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6168

hsIGK_0103 _V003_J005 
_IGKV1-08- F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6169

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0104 _V004_J005 
_IGKV1-09- F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6170

hsIGK_0105 _V005_J005 
_IGKV1-12-

SEQ ID NO: 
6171

F_IGKJ5

hsIGK_0106 _V006_J005 
_IGKV1-13-FP_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6172

hsIGK_0107 _V007_J005 
_IGKV1-16-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6173

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0108 _V008_J005 
_IGKV1-17-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6174

hsIGK_0109 _V009_J005 
_IGKV1-27-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6175

hsIGK_0110 _V010_J005 
_IGKV1-33-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6176

hsIGK_0111 _V011_J005 
_IGKV1-37-O-IGKJ5

SEQ ID NO: 
6177

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0112 _V012_J005 
_IGKV1-39-FP_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6178

hsIGK_0113 _V013_J005 
_IGKV1-NL1-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6179

hsIGK_0114 _V014_J005 
_IGKV2-24-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6180

hsIGK_0115 _V015_J005 
_IGKV2-28-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6181

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0116 _V016_J005 
_IGKV2-29-FP_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6182

hsIGK_0117 _V017_J005 
_IGKV2-30-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6183

hsIGK_0118 _V018_J005 
_IGKV2-40-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6184

hsIGK_0119 _V019_J005 
_IGKV3-07-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6185

hsIGK_0120 _V020_J005 SEQ ID NO: 
6186

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

_IGKV3-11-F_IGKJ5

hsIGK_0121 _V021_J005 
_IGKV3-15-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6187

hsIGK_0122 _V022_J005 
_IGKV3-20-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6188

hsIGK_0123 _V023_J005 
_IGKV3-NL4-FNG_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6189

ES 2 582 554 T3
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Nombre Secuencia SEQ ID NO

hsIGK_0124 _V024_J005 
_IGKV4-01-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6190

hsIGK_0125 _V025_J005 
_IGKV5-02-F_IGKJ5

SEQ ID NO: 
6191

Secuencias de cebadores para hs-TCRB-P10

Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBV01 SEQ ID NO: 6192

TCRBV02 SEQ ID NO: 6193

TCRBV03-1 SEQ ID NO: 6194

TCRBV03-2 SEQ ID NO: 6195

TCRBV04-1/2/3 SEQ ID NO: 6196

TCRBV05-1 SEQ ID NO: 6197

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBV05-2 SEQ ID NO: 6198

TCRBV05-3 SEQ ID NO: 6199

TCRBV05-4 SEQ ID NO: 6200

TCRBV05-5 SEQ ID NO: 6201

TCRBV05-6 SEQ ID NO: 6202

TCRBV05-7 SEQ ID NO: 6203

TCRBV05-8 SEQ ID NO: 6204

TCRBV06-1 SEQ ID NO: 6205

TCRBV06-2/3 SEQ ID NO: 6206

TCRBV06-4 SEQ ID NO: 6207

TCRBV06-5 SEQ ID NO: 6208

TCRBV06-6 SEQ ID NO: 6209

TCRBV06-7 SEQ ID NO: 6210

TCRBV06-8 SEQ ID NO: 6211

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBV06-9 SEQ ID NO: 6212

TCRBV07-1 SEQ ID NO: 6213

TCRBV07-2 SEQ ID NO: 6214

TCRBV07-3 SEQ ID NO: 6215

TCRBV07-4 SEQ ID NO: 6216

TCRBV07-5 SEQ ID NO: 6217

TCRBV07-6/7 SEQ ID NO: 6218

TCRBV07-8 SEQ ID NO: 6219

TCRBV07-9 SEQ ID NO: 6220

TCRBV08-1 SEQ ID NO: 6221

TCRBV08-2 SEQ ID NO: 6222

TCRBV09 SEQ ID NO: 6223

TCRBV10-1 SEQ ID NO: 6224

TCRBV10-2 SEQ ID NO: 6225

TCRBV10-3 SEQ ID NO: 6226

TCRBV11-1/2/3 SEQ ID NO: 6227

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBV12-1 SEQ ID NO: 6228

TCRBV12-2 SEQ ID NO: 6229

TCRBV12-3/4 SEQ ID NO: 6230

TCRBV12-5 SEQ ID NO: 6231

TCRBV13 SEQ ID NO: 6232

TCRBV14 SEQ ID NO: 6233

TCRBV15 SEQ ID NO: 6234

TCRBV16 SEQ ID NO: 6235

TCRBV17 SEQ ID NO: 6236

TCRBV18 SEQ ID NO: 6237

TCRBV19 AGGGTACAGCGTCTCTCGGG SEQ ID NO: 6238

TCRBV20 SEQ ID NO: 6239

TCRBV21 SEQ ID NO: 6240

TCRBV22 SEQ ID NO: 6241

TCRBV23 SEQ ID NO: 6242

TCRBV24 SEQ ID NO: 6243

ES 2 582 554 T3

 



207

Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBV25 SEQ ID NO: 6244

TCRBV26 SEQ ID NO: 6245

TCRBV27 SEQ ID NO: 6246

TCRBV28 SEQ ID NO: 6247

TCRBV29 SEQ ID NO: 6248

TCRBV30 CCCAGGACCGGCAGTTCA SEQ ID NO: 6249

TCRBVA SEQ ID NO: 6250

TCRBVB SEQ ID NO: 6251

TCRBJ1-1 SEQ ID NO: 6252

TCRBJ1-2 SEQ ID NO: 6253

TCRBJ1-3 SEQ ID NO: 6254

TCRBJ1-4 SEQ ID NO: 6255

TCRBJ1-5 SEQ ID NO: 6256

TCRBJ1-6 SEQ ID NO: 6257

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

TCRBJ2-1 SEQ ID NO: 6258

TCRBJ2-2 SEQ ID NO: 6259

TCRBJ2-3 CACTGTCAGCCGGGTGCC SEQ ID NO: 6260

TCRBJ2-4 CACTGAGAGCCGGGTCCC SEQ ID NO: 6261

TCRBJ2-5 ACCAGGAGCCGCGTGCC SEQ ID NO: 6262

TCRBJ2-6 CACGGTCAGCCTGCTGCC SEQ ID NO: 6263

TCRBJ2-7 GACCGTGAGCCTGGTGCC SEQ ID NO: 6264

Secuencias de cebadores para hs-IGH-D

Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGHD1-14_ver10 SEQ ID NO: 6265

IGHD2-02_ver10 SEQ ID NO: 6266

IGHD2-15_ver10 SEQ ID NO: 6267

IGHD3-03_ver10 SEQ ID NO: 6268

IGHD3-10_ver10 SEQ ID NO: 6269

IGHD3-16_ver10 SEQ ID NO: 6270

IGHD4-04_ver10 TGCCCTCGATGGCAGGCGGA SEQ ID NO: 6271

IGHD4-11_ver10 SEQ ID NO: 6272

IGHD4-23_ver10 SEQ ID NO: 6273

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGHD5-12_ver10 SEQ ID NO: 6274

IGHD5-24_ver10 SEQ ID NO: 6275

IGHD6-13_ver10 SEQ ID NO: 6276

IGHD6-19_ver10 SEQ ID NO: 6277

IGHD7-27_ver10 SEQ ID NO: 6278

IGHD1-26_ver10 SEQ ID NO: 6279

Secuencias de cebadores para IGK e IGL

Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGK_V_01-05_F_D10 SEQ ID NO: 
6280

IGK_V_01-08_F_D10 SEQ ID NO: 
6281

IGK_V_01-35_P_D10 SEQ ID NO: 
6282

IGK_V_1D-08_F_D10 SEQ ID NO: 
6283

IGK_V_1D-22_P_D10 SEQ ID NO: 
6284

IGK_V_1D-35_P_D10 SEQ ID NO: 
6285

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGK_V_1D-42_F_D10 SEQ ID NO: 
6286

IGK_V_02-04_P_D10 SEQ ID NO: 
6287

IGK_V_02-10_P_D10 SEQ ID NO: 
6288

IGK_V_02-18_P_010 SEQ ID NO: 
6289

IGK_V_02-19_P_D10 SEQ ID NO: 
6290

IGK_V_02-24_F_D10 SEQ ID NO: 
6291

IGK_V_02-28_F_D10 SEQ ID NO: 
6292

IGK_V_02-38_P_D10 SEQ ID NO: 
6293

IGK_V_2D-14_P_D10 SEQ ID NO: 
6294

IGK_V_2D-19_P_D10 SEQ ID NO: 
6295

IGK_V_2D-24_0_D10 SEQ ID NO: 
6296

IGK_V_2D-26_F_D10 SEQ ID NO: 
6297

IGK_V_03-07_F_D10 SEQ ID NO: 
6298

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGK_V_03-07_P_D10 SEQ ID NO: 
6299

IGK_V_03-25_P_D10 SEQ ID NO: 
6300

IGK_V_03-31_P_D10 SEQ ID NO: 
6301

IGK_V_03-34_P_D10 SEQ ID NO: 
6302

IGK_V_04-01_F_D10 SEQ ID NO: 
6303

IGK_V_05-02_F_D10 SEQ ID NO: 
6304

IGK_V_06-21_0_D10 SEQ ID NO: 
6305

IGK_V_6D-41_F_D10 SEQ ID NO: 
6306

IGK_V_07-03_P_D10 SEQ ID NO: 
6307

IGL_V_R1-20_P_D10 SEQ ID NO: 
6308

IGL_V_R1-63_P_D10 SEQ ID NO: 
6309

IGL_V_R1-68_P_D10 SEQ ID NO: 
6310

IGL_V_R1-70_P_D10 SEQ ID NO: 
6311

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGL_V_R4-59_P_D10 SEQ ID NO: 
6312

IGL_V_R4-64_P_D10 SEQ ID NO: 
6313

IGL_V_R4-65_P_D10 SEQ ID NO: 
6314

IGL_V_R4-66-
1_P_D10

SEQ ID NO: 
6315

IGL_V_R5-58_P_D10 SEQ ID NO: 
6316

IGL_V_01-36_F_D10 SEQ ID NO: 
6317

IGL_V_01-40_F_D10 SEQ ID NO: 
6318

IGL_V_01-44_F_D10 SEQ ID NO: 
6319

IGL_V_01-51_F_D10 SEQ ID NO: 
6320

IGL_V_01-62_P_D10 SEQ ID NO: 
6321

IGL_V_02-08_F_D10 SEQ ID NO: 
6322

IGL_V_02-14_F_D10 SEQ ID NO: 
6323

IGL_V_02-33_0_D10 SEQ ID NO: 
6324

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGL_V_02-34_P_D10 SEQ ID NO: 
6325

IGL_V_03-01_F_D10 SEQ ID NO: 
6326

IGL_V_03-02_P_D10 SEQ ID NO: 
6327

IGL_V_03-04_P_D10 SEQ ID NO: 
6328

IGL_V_03-06_P_D10 SEQ ID NO: 
6329

IGL_V_03-07_P_D10 SEQ ID NO: 
6330

IGL_V_03-09_FP_D10 SEQ ID NO: 
6331

IGL_V_03-10_F_D10 SEQ ID NO: 
6332

IGL_V_03-12_F_D10 SEQ ID NO: 
6333

IGL_V_03-13_P_D10 SEQ ID NO: 
6334

IGL_V_03-15_P_D10 SEQ ID NO: 
6335

IGL_v_03-16_F_010 SEQ ID NO: 
6336

IGL_V_03-17_P_D10 SEQ ID NO: 
6337

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGL_V_03-19_F_D10 SEQ ID NO: 
6338

IGL_V_03-21_F_D10 SEQ ID NO: 
6339

IGL_V_03-22_FP_D10 SEQ ID NO: 
6340

IGL_V_03-24_P_D10 SEQ ID NO: 
6341

IGL_V_03-25_F_D10 SEQ ID NO: 
6342

IGL_V_03-26_P_D10 SEQ ID NO: 
6343

IGL_V_03-27_F_D10 SEQ ID NO: 
6344

IGL_V_03-29_P_D10 SEQ ID NO: 
6345

IGL_V_03-30_P_D10 SEQ ID NO: 
6346

IGL_V_03-31_P_D10 SEQ ID NO: 
6347

IGL_V_03-32_0_D10 SEQ ID NO: 
6348

IGL_V_04-03_F_D10 SEQ ID NO: 
6349

IGL_V_04-60_F_D10 SEQ ID NO: 
6350

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGL_V_04-69_F_D10 SEQ ID NO: 
6351

IGL_V_05-37_F_D10 SEQ ID NO: 
6352

IGL_V_05-39_F_D10 SEQ ID NO: 
6353

IGL_V_05-45_F_D10 SEQ ID NO: 
6354

IGL_V_05-48_0_D10 SEQ ID NO: 
6355

IGL_V_05-52_F_D10 SEQ ID NO: 
6356

IGL_V_06-57_F_D10 SEQ ID NO: 
6357

IGL_V_07-35_P_D10 SEQ ID NO: 
6358

IGL_V_07-43_F_D10 SEQ ID NO: 
6359

IGL_V_08-61_F_D10 SEQ ID NO: 
6360

IGL_V_09-49_F_D10 SEQ ID NO: 
6361

IGL_V_10-54_F_D10 SEQ ID NO: 
6362

IGK_J_01_ F_D10 SEQ ID NO: 
6363

ES 2 582 554 T3
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Objetivo Secuencia de cebador específica 
de gen

Cebador con secuencia universal SEQ ID NO

IGK_J_02_ F_D10 SEQ ID NO: 
6364

IGK_J_03_ F_D10 SEQ ID NO: 
6365

IGK_J_04_ F_D10 SEQ ID NO: 
6366

IGK_J_05_ F_D10 SEQ ID NO: 
6367

IGL_J_01_ F_D10 SEQ ID NO: 
6368

IGL_J_02_ F_D10 SEQ ID NO: 
6369

IGL_J_04_ 0_D10 SEQ ID NO: 
6370

IGL_J_05_ 0_D10 SEQ ID NO: 
6371

IGL_J_06_ F_D10 SEQ ID NO: 
6372

IGL_J_07_ F_D10 SEQ ID NO: 
6373

IGK_J_del _F_D10 SEQ ID NO: 
6374

ES 2 582 554 T3
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición para la normalización de la eficacia de la amplificación de un conjunto de cebadores 
oligonucleótidos para amplificar secuencias de ácidos nucleicos reordenadas que codifican uno o más receptores del 
sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica obtenida de células linfoides de un sujeto mamífero, 
comprendiendo cada receptor del sistema inmunitario adaptativo una región variable y una región de unión, 5 
comprendiendo la composición:  

una pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos, teniendo cada oligonucleótido molde sintético una concentración 
conocida antes de la amplificación y una secuencia de oligonucleótido de una fórmula general:  

5'-U1-B1-V-B2-R-B3-J-B4-U2-3'     (I) 

en donde: 10 

(a) V es una secuencia de oligonucleótido que comprende al menos 20 y como máximo 1000 nucleótidos contiguos 
de una región variable (V) de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y comprendiendo 
cada V una secuencia de oligonucleótido de región V única; 

(b) J es una secuencia de oligonucleótido que comprende al menos 15 y como máximo 600 nucleótidos contiguos de 
una región de unión (J) de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su complementario, y comprendiendo cada 15 
J una secuencia de oligonucleótido de región J única; 

(c) U1 es nada o comprende una secuencia de oligonucleótido que se selecciona de (i) una primera secuencia de 
oligonucleótido adaptador universal, y (ii) una primera secuencia de oligonucleótido específico de plataforma de 
secuenciación, que está unida a y situada 5' respecto a una primera secuencia de oligonucleótido adaptador 
universal; 20 

(d) U2 es nada o comprende una secuencia de oligonucleótido que se selecciona de (i) una segunda secuencia de 
oligonucleótido adaptador universal, y (ii) una segunda secuencia de oligonucleótido específico de plataforma de 
secuenciación, que está unida a y situada 5' respecto a una segunda secuencia de oligonucleótido adaptador 
universal; 

(e) está presente al menos uno de B1, B2, B3 y B4 y cada uno de B1, B2, B3 y B4 comprende un oligonucleótido 25 
que comprende una secuencia de código de barras de 3-25 nucleótidos contiguos que identifica de forma única, 
como una combinación emparejada, (i) la secuencia de oligonucleótido de la región V única de (a), y (ii) la secuencia 
de oligonucleótido de la región J única de (b); 

(f) R es nada o comprende un sitio de reconocimiento de enzima de restricción que comprende una secuencia de 
oligonucleótido que está ausente de (a)-(e), 30 

y en donde: 

(g) la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos comprende una serie de al menos a o al menos b secuencias 
de oligonucleótidos únicas, la que sea mayor, en donde a es el número de segmentos génicos que codifican la 
región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto y b es el número de segmentos génicos 
que codifican la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto.  35 

y la composición comprende al menos un oligonucleótido molde sintético para la secuencia de oligonucleótido de 
región V única y al menos un oligonucleótido molde sintético para cada secuencia de oligonucleótido de región J 
única.  

2. La composición de la reivindicación 1, en donde:  

(a) a está en el intervalo de 1 a un número máximo de segmentos génicos V en el genoma de mamífero del sujeto;  40 

(b) b está en el intervalo de 1 a un número máximo de segmentos génicos J en el genoma de mamífero del sujeto; 
y/o 

(c) a es 1 o b es 1. 

3. La composición de la reivindicación 1, en donde la pluralidad de oligonucleótidos molde comprende al menos (a x 
b) secuencias de oligonucleótidos únicas, donde a es el número de segmentos génicos que codifican la región V de 45 
receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto mamífero, y b es el número de segmentos génicos 
únicos que codifican la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo única en el sujeto mamífero, y la 
composición comprende al menos un oligonucleótido molde para cada posible combinación de un segmento génico 
que codifica la región V y un segmento génico que codifica la región J.   

4. La composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde:  50 
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(a) J comprende una secuencia de oligonucleótido que comprende una región constante de la secuencia génica que 
codifica la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo; 

(b) el receptor del sistema inmunitario adaptativo se selecciona del grupo que consiste en TCRB, TCRG, TCRA, 
TCRD, IGH, IGK y IGL;

(c) la secuencia del oligonucleótido V de (a) codifica un polipéptido de la región V del receptor TCRB, TCRG, TCRA, 5
TCRD, IGH, IGK o IGL;

(d) la secuencia del oligonucleótido J de (b) codifica un polipéptido de la región J del receptor TCRB, TCRG, TCRA, 
TCRD, IGH, IGK o IGL;

(e) la composición comprende además una secuencia de codón de parada entre V y B2;

(f) cada oligonucleótido molde sintético en la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos está presente en una 10
cantidad equimolar; 

(g) la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos tiene una pluralidad de secuencias de fórmula general (I) que 
se selecciona de:

(1) la pluralidad de secuencias de oligonucleótido de fórmula general (I) en las que las secuencias de 
oligonucleótidos V y J tienen las secuencias V y J de TCRB expuestas en al menos un conjunto de 68 SEQ ID NO 15
de V y J de TCRB en las figuras 5a-5l como conjunto 1 de V/J de TCRB, conjunto 2 de V/J de TCRB, conjunto 3 de 
V/J de TCRB, conjunto 4 de V/J de TCRB, conjunto 5 de V/J de TCRB, conjunto 6 de V/J de TCRB, conjunto 7 de 
V/J de TCRB, conjunto 8 de V/J de TCRB, conjunto 9 de V/J de TCRB, conjunto 10 de V/J de TCRB, conjunto 11 de 
V/J de TCRB, conjunto 12 de V/J de TCRB y conjunto 13 de V/J de TCRB;

(2) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) en las que las secuencias de 20
oligonucleótidos V y J tienen las secuencias de V y J de TCRG expuestas en al menos un conjunto de 14 SEQ ID 
NO de V y J de TCRG en las figuras 6a y 6b como conjunto 1 de V/J de TCRG, conjunto 2 de V/J de TCRG, 
conjunto 3 de V/J de TCRG, conjunto 4 de V/J de TCRG y conjunto 5 de V/J de TCRG;

(3) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) en las que las secuencias de 
oligonucleótidos V y J tienen las secuencias de V y J de IGH expuestas en al menos un conjunto de 127 SEQ ID NO 25
de V y J de IGH en las figuras 7a-7m como conjunto 1 de V/J de IGH, conjunto 2 de V/J de IGH, conjunto 3 de V/J 
de IGH, conjunto 4 de V/J de IGH, conjunto 5 de V/J de IGH, conjunto 6 de V/J de IGH, conjunto 7 de V/J de IGH, 
conjunto 8 de V/J de IGH y conjunto 9 de V/J de IGH;  

(4) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) como se exponen en las SEQ ID NO: 3157-
4014;30

(5) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) como se exponen en las SEQ ID NO: 4015-
4084;

(6) pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 4085-5200;

(7) la pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) como se exponen en las SEQ ID NO: 5579-
5821;35

(8) pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 5822-6066; y

(9) pluralidad de secuencias de oligonucleótidos de fórmula general (I) expuestas en las SEQ ID NO: 6067-6191;

(h) V es una secuencia de oligonucleótido que comprende al menos 30, 60, 90, 120, 150, 180 o 210 nucleótidos 
contiguos de la secuencia génica que codifica la región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su 
complementario;40

(i) V es una secuencia de oligonucleótido que comprende como máximo 900, 800, 700, 600 o 500 nucleótidos 
contiguos de una secuencia génica que codifica la región V de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su 
complementario.

(j) J es una secuencia de oligonucleótido que comprende al menos 16-30, 31-60, 61-90, 91-120 o 120-150 
nucleótidos contiguos de una secuencia génica que codifica la región J de receptor del sistema inmunitario 45
adaptativo, o su complementario.

(k) J es una secuencia de oligonucleótido que comprende como máximo 500, 400, 300 o 200 nucleótidos contiguos 
de una secuencia génica que codifica la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo, o su 
complementario. y/o
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(i) cada oligonucleótido molde sintético es menor que 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300 o 200 nucleótidos de 
longitud.

5. La composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde una secuencia de polinucleótido 
aleatoria de al menos 2 nucleótidos contiguos está situada de la dirección 5' y/o la dirección 3' de una secuencia de 
código de barras. 5

6. La composición según una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que además comprende: un conjunto de 
cebadores oligonucleótidos que es capaz de amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o 
más receptores del sistema inmunitario adaptativo, que comprende una pluralidad a' de cebadores oligonucleótidos 
de segmento V único y una pluralidad b' de cebadores oligonucleótidos de segmento J único, opcionalmente en 
donde a' está en el intervalo de 1 a un número de segmentos génicos V máximo en el genoma del mamífero, y b'10
está en el intervalo de 1 a una serie de número máximo de segmentos génicos J en el genoma de mamífero, 
preferiblemente en donde a' es a o b' es b.

7. La composición según la reivindicación 6, en donde:

(a) cada cebador oligonucleótido de segmento V y cada cebador oligonucleótido de segmento J en el conjunto de 
cebadores oligonucleótidos, es capaz de hibridar específicamente con al menos un oligonucleótido molde en una 15
pluralidad de oligonucleótidos molde;

(b) cada cebador oligonucleótido de segmento V comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 
nucleótidos contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región V de receptor 
del sistema inmunitario adaptativo; 

(c) cada cebador oligonucleótido de segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 20
nucleótidos contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región J de receptor 
del sistema inmunitario adaptativo; y/o

(d) la composición comprende al menos un oligonucleótido molde sintético que tiene una secuencia de 
oligonucleótido de fórmula general (I) con la que puede hibridar específicamente cada cebador oligonucleótido de 
segmento V, y al menos un oligonucleótido molde que tiene una secuencia de oligonucleótido de fórmula general (I) 25
con la que puede hibridar específicamente cada cebador oligonucleótido de segmento J.

8. Un método para determinar el potencial de amplificación de ácido nucleico no uniforme entre miembros de un 
conjunto de cebadores oligonucleótidos, que es capaz de amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas que 
codifican uno o más receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende 
moléculas de ácido nucleico reordenadas obtenidas de células linfoides de un sujeto mamífero, comprendiendo el 30
método: 

(a) amplificar la composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y dicho conjunto 
de cebadores oligonucleótidos según la reivindicación 6 o 7, en una reacción de PCR multiplexada, para obtener una 
pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados;

(b) secuenciar dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados para determinar, para cada 35
oligonucleótido molde sintético único que comprende dicha pluralidad, (i) una secuencia de oligonucleótido molde 
sintético y (ii) una frecuencia de aparición de dicha secuencia de oligonucleótido molde sintética; y

(c) comparar una frecuencia de aparición de cada una de dichas secuencias de oligonucleótido molde sintéticas con 
una distribución esperada, en donde dicha distribución esperada se basa en relaciones molares predeterminadas de 
dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos que comprende dicha composición, y en donde una desviación 40
entre dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de oligonucleótidos molde sintéticas y dicha distribución 
esperada indica una potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros del conjunto de 
cebadores oligonucleótidos de amplificación.

9. El método de la reivindicación 8, en donde:

(a) dichas relaciones molares predeterminadas son equimolares, opcionalmente en donde dicha distribución 45
esperada comprende un nivel de amplificación uniforme para dicho conjunto de oligonucleótidos molde amplificados 
por dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos; o

(b) cada molécula de ácido nucleico molde sintética amplificada tiene menos de 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 
300, 200, 100, 90, 80 o 70 nucleótidos de longitud.

10. El método según la reivindicación 8 o 9, en donde: 50

(a) el método comprende además: para cada miembro del conjunto de cebadores oligonucleótidos que presentan 
potencial amplificación no uniforme con respecto a la distribución esperada, ajustar la representación relativa del 
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miembro cebador oligonucleótido en el conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación, opcionalmente en 
donde el ajuste comprende

(i) aumentar la representación relativa del miembro en el conjunto de cebadores oligonucleótidos, corrigiendo así la 
potencial amplificación de ácido nucleico no uniforme entre miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos, o 

(ii) disminuir la representación relativa del miembro en el conjunto de cebadores oligonucleótidos, corrigiendo así la 5
potencial amplificación de ácido nucleico no uniforme entre miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos;

(b) dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos no incluye cebadores oligonucleótidos que hibridan 
específicamente con un pseudogén u orfón de la región V, o con un pseudogén u orfón de la región J; y/o

(c) el método comprende además: para cada miembro del conjunto de los cebadores oligonucleótidos de 
amplificación que presenta potencial amplificación no uniforme con respecto a la distribución esperada, calcular una 10
frecuencia proporcionalmente mayor o menor de aparición de las moléculas de ácido nucleico molde amplificadas, 
cuya amplificación es promovida por dicho miembro, corrigiendo así la potencial amplificación de ácido nucleico no 
uniforme entre miembros del conjunto de cebadores oligonucleótidos.

11. Un método para cuantificar una pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o una 
pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica, que comprende moléculas de 15
ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero, comprendiendo cada receptor del sistema 
inmunitario adaptativo una región variable (V) y una región de unión (J), comprendiendo el método:

(A) amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas en una sola reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
multiplexada, que comprende:

(1) moléculas de ácido nucleico reordenadas obtenidas de la muestra biológica que comprende células linfoides del 20
sujeto mamífero, 

(2) la composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y dicho conjunto de 
cebadores oligonucleótidos según la reivindicación 6 o 7, en donde está presente un número conocido de cada uno 
de la pluralidad de oligonucleótidos molde que tienen una secuencia de oligonucleótidos única,

(3) un conjunto de cebadores oligonucleótidos de amplificación que es capaz de amplificar moléculas de ácido 25
nucleico reordenadas que codifican uno o una pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo de la 
muestra biológica, comprendiendo el conjunto de cebadores: 

(a) en cantidades sustancialmente equimolares, una pluralidad de cebadores oligonucleótidos de segmento V que 
son capaces, cada uno independientemente, de hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que 
codifica un polipéptido de la región V del receptor del sistema inmunitario adaptativo o con su complementario, en 30
donde cada cebador del segmento V comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos 
contiguos que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región V del receptor del sistema 
inmunitario adaptativo funcional, y en donde la pluralidad de cebadores del segmento V hibrida específicamente 
sustancialmente con todos los segmentos génicos que codifican la región V del receptor del sistema inmunitario 
adaptativo que están presentes en la composición, y 35

(b) en cantidades sustancialmente equimolares, una pluralidad de cebadores oligonucleótidos de segmento J que 
son capaces, cada uno independientemente, de hibridar específicamente con al menos un polinucleótido que 
codifica un polipéptido de la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo o con su complementario, en 
donde cada cebador del segmento J comprende una secuencia de nucleótidos de al menos 15 nucleótidos contiguos 
que es complementaria de al menos un segmento génico que codifica la región J de receptor del sistema inmunitario 40
adaptativo funcional, y en donde la pluralidad de cebadores del segmento J hibrida específicamente sustancialmente 
con todos los segmentos génicos que codifican la región J de receptor del sistema inmunitario adaptativo que están 
presentes en la composición, 

en donde los cebadores oligonucleótidos del segmento V y el segmento J son capaces de amplificar en dicha una 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) multiplexada de (i) sustancialmente todos los oligonucleótidos molde 45
sintéticos en la composición para producir una multiplicidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados, 
siendo suficiente dicha multiplicidad de moléculas de ácido nucleico molde sintéticas amplificadas para cuantificar la 
diversidad de los oligonucleótidos molde sintéticos en la composición, y (ii) sustancialmente todas las moléculas de 
ácido nucleico reordenadas que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en la muestra biológica, para 
producir una multiplicidad de moléculas de ADN reordenadas amplificadas, siendo suficiente dicha multiplicidad de 50
moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas para cuantificar la diversidad de moléculas de ácido nucleico 
reordenadas en el ADN de la muestra biológica,

y en donde, cada molécula de ácido nucleico amplificada en la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos 
amplificados y en la pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas es de menos de 1000 
nucleótidos de longitud;55
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(B) secuenciar cuantitativamente dichos oligonucleótidos molde sintéticos y dichas moléculas de ácido nucleico 
reordenadas amplificadas para cuantificar (i) un número de productos molde de oligonucleótidos molde sintéticos 
amplificados que contienen al menos una secuencia de oligonucleótido de código de barras, y (ii) un número de 
productos reordenados de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que carecen de una secuencia de 
oligonucleótido de código de barras;5

(C) calcular un factor de amplificación dividiendo el número de productos molde de (B)(i) entre el número conocido 
de cada uno de la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos que tienen una secuencia de oligonucleótido única 
de (A)(2); y

(D) dividir el número de productos reordenados de (B)(ii) entre el factor de amplificación calculado en (C) para 
cuantificar el número de moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican receptores del sistema inmunitario 10
adaptativo únicas en la muestra.

12. El método de la reivindicación 11, en donde dicho número cuantificado de moléculas de ácido nucleico 
reordenadas únicas que codifican receptores del sistema inmunitario adaptativo en la muestra, es el número de 
moldes de genoma de linfocitos B únicos o linfocitos T únicos en la muestra. 

13. Un método para calcular un factor de amplificación medio en un ensayo de PCR multiplexado, que comprende: 15

obtener una muestra que comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto 
mamífero;

poner en contacto dicha muestra con dicha composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos molde 
sintéticos y dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos según las reivindicaciones 6 o 7;

amplificar la pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y las moléculas de ácido nucleico reordenadas usando 20
dicha pluralidad de cebadores oligonucleótidos de segmento V y dicha pluralidad de cebadores oligonucleótidos de 
segmento J en una sola reacción de PCR multiplexada para obtener una pluralidad de oligonucleótidos molde 
sintéticos amplificados y una pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas; 

secuenciar dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados para determinar, para cada 
oligonucleótido molde sintético único que comprende dicha pluralidad, (i) una secuencia de oligonucleótido molde 25
sintético y (ii) una frecuencia de aparición de dicha secuencia de oligonucleótido molde sintética; y

determinar dicho factor de amplificación medio para dicha una sola reacción de PCR multiplexada basada en el 
número medio de copias de cada uno de dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados y dicha 
cantidad conocida de dichos oligonucleótidos molde sintéticos. 

14. El método de la reivindicación 13, en donde:30

(a) el método comprende además:

secuenciar dicha pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas para determinar para cada 
molécula de ácido nucleico reordenada única que comprende dicha pluralidad, i) una secuencia de la molécula de 
ácido nucleico reordenada, y (ii) una serie de apariciones de dicha secuencia de molécula de ácido nucleico 
reordenada; y35

determinar el número de células linfoides en dicha muestra, basado en el factor de amplificación medio para dicha 
una sola reacción de PCR multiplexada y dicho número de apariciones de dichas moléculas de ácido nucleico 
reordenadas, opcionalmente en donde determinar el número de células linfoides en dicha muestra comprende 
generar una suma del número de apariciones de cada una de dichas secuencias de ácido nucleico reordenadas 
amplificadas y dividir dicha suma entre dicho factor de amplificación medio; o40

(b) dicha cantidad conocida es una copia de cada uno de los oligonucleótidos molde, opcionalmente 100 < a < 500 o 
100 < b < 500.

15. Un método para corregir el sesgo de amplificación en una sola reacción de amplificación por PCR multiplexada 
para cuantificar moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican uno o una pluralidad de receptores del 
sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende moléculas de ácido nucleico reordenadas, 45
obtenidas de células linfoides de un sujeto mamífero, que comprende: 

(a) poner en contacto dicha muestra con una composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos 
molde sintéticos y dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos de la reivindicación 6 o 7, para generar una muestra 
enriquecida en moldes, en donde dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y dichas moléculas de ácido 
nucleico reordenadas comprenden las secuencias de región V y J correspondientes; 50

(b) amplificar dicha muestra enriquecida en moldes en dicha una sola reacción de PCR multiplexada usando dicho 
conjunto de cebadores oligonucleótidos que comprende dichos cebadores oligonucleótidos de segmento V y 
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segmento J, para obtener una pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados y una pluralidad de 
moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que codifican una pluralidad de receptores del sistema 
inmunitario adaptativo;

(c) secuenciar dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos amplificados para determinar, para cada 
oligonucleótido molde único que comprende dicha pluralidad, (i) una secuencia de oligonucleótido molde sintético y 5
(ii) una frecuencia de aparición de dicha secuencia de oligonucleótido molde sintética;

(d) secuenciar dicha pluralidad de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas que codifican uno o una 
pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo, para cada una de las moléculas de ácido nucleico 
reordenadas únicas que codifican dicha pluralidad de receptores del sistema inmunitario adaptativo que comprenden 
dicha pluralidad, (i) una secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada y (ii) una frecuencia de aparición de 10
dicha secuencia de molécula de ácido nucleico reordenada;

(e) comparar dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de oligonucleótidos molde sintéticas con una 
distribución esperada, en donde dicha distribución esperada se basa en relaciones molares predeterminadas de 
dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos que comprende dicha composición, y en donde una desviación 
entre dicha frecuencia de aparición de dichas secuencias de oligonucleótidos molde sintéticas y dicha distribución 15
esperada indica una potencial amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros del conjunto de 
cebadores oligonucleótidos;

(f) generar un conjunto de valores de corrección para un conjunto de secuencias de oligonucleótidos molde 
sintéticas y secuencias de moléculas de ácido nucleico reordenadas amplificadas por dichos miembros del conjunto 
de cebadores oligonucleótidos que tienen dicho potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme indicado, 20
en donde dicho conjunto de valores de corrección corrige el sesgo de la amplificación en dicha reacción de PCR 
multiplexada; y

(g) opcionalmente aplicar dicho conjunto de valores de corrección a dicha frecuencia de aparición de dichas 
secuencias de moléculas de ácido nucleico reordenadas para corregir el sesgo de la amplificación en dicha reacción 
de PCR multiplexada.25

16. Un kit, que comprende: 

reactivos que comprenden: una composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y 
dicho conjunto de cebadores oligonucleótidos según la reivindicación 6 o 7;

instrucciones para determinar un potencial de amplificación de ácidos nucleicos no uniforme entre miembros del 
conjunto de cebadores oligonucleótidos que son capaces de amplificar moléculas de ácido nucleico reordenadas 30
que codifican uno o más receptores del sistema inmunitario adaptativo en una muestra biológica que comprende 
moléculas de ácido nucleico reordenadas de células linfoides de un sujeto mamífero, opcionalmente en donde el kit 
comprende además instrucciones para la corrección de uno o más miembros del conjunto de cebadores 
oligonucleótidos que tienen una potencial amplificación de ácido nucleico no uniforme, o instrucciones para 
cuantificar el número de moléculas de ácido nucleico reordenadas que codifican el receptor del sistema inmunitario 35
adaptativo en la muestra.

17. Un kit, que comprende:

reactivos que comprenden una composición que comprende dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos 
según la reivindicación 6 o 7, y un conjunto de cebadores oligonucleótidos proporcionados en cantidades que se han 
corregido para la potencial amplificación de ácido nucleico no uniforme; e40

instrucciones para usar dicha pluralidad de oligonucleótidos molde sintéticos y conjunto de cebadores 
oligonucleótidos para amplificar una pluralidad de moldes biológicos reordenados. 
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