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DESCRIPCIÓN 
 
Métodos y kits para clasificar linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) en GCB-DLBCL o en ABC-DLBCL 
 
Sector de la técnica 5 
 
La presente invención se refiere a métodos y kits para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) de 
un sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL. 
 
Estado de la técnica 10 
 
El linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) es el linfoma no hodgkiniano (NHL) más frecuente, representando del 
30 al 40 % de los diagnósticos1. Su pronóstico ha mejorado significativamente a lo largo de la última década, 
predominantemente a causa de la adición del anticuerpo Rituximab a los ciclos de quimioterapia2. 
Desafortunadamente, aproximadamente un tercio de los sujetos no responden a los tratamientos o padecen recidiva 15 
rápidamente, y una mayoría de ellos sucumben rápidamente a la enfermedad3. Estas diferencias en las evoluciones 
clínicas pueden explicarse, al menos en parte, por la heterogeneidad de este tumor, que reagrupa dos subtipos 
principales con diferentes desenlaces clínicos4. El primero, denominado similar a linfocitos B centrales germinales 
(GCB), se desarrolla a partir de linfocitos B germinales. Es el que tiene más posibilidades de curarse, con una tasa de 
supervivencia global de 5 años de casi un 75 %. El segundo, denominado similar a linfocitos B activados (ABC), se 20 
desarrolla a partir de linfocitos B GC o plasmoblastos. Es más agresivo y puede curarse solamente en 
aproximadamente un 30 % de los sujetos5. 
 
Aunque esta clasificación GCB/ABC por las células de origen (COO) se ha descrito hace más de 10 años, aún tiene 
poca influencia en lo práctica clínica. Sin embargo, los últimos avances sugieren que estos tumores podrían 25 
beneficiarse dentro de poco de los tratamientos dirigidos. La señalización a través del receptor de linfocitos B (BCR), 
por ejemplo, ha demostrado ser esencial para la supervivencia de células de ABC-DLBCL, y los inhibidores específicos 
dirigidos contra el componente principal de la ruta de NFkappaB deberían llegar a estar disponibles rápidamente en 
clínica (ref Roschewski et al., Nature review 2014). Asimismo, los GCB-DLBCL podrían beneficiarse dentro de poco 
de los inhibidores de las oncoproteínas BCL2 o BCL6 y de los tratamientos dirigidos a sus anomalías epigenéticas 30 
recurrentes. Desafortunadamente, estos linfomas son morfológicamente indistinguibles en el diagnóstico rutinario, que 
es un problema principal para el desarrollo de estos tratamientos. Además, la identificación de la expresión génica 
basada en micromatrices, que se considera el "método de referencia" para discriminar estos tumores, sigue siendo 
poco trasladable al diagnóstico rutinario, y los algoritmos inmunohistoquímicos (IHC) equivalentes que se han 
propuesto a menudo se consideran poco fiables (ref Ludenburg consortium De Jong JCO 2007 y Salles Blood 2011). 35 
 
Objeto de la invención 
 
Los autores de la invención desarrollaron un ensayo basado en amplificación con sonda dependiente de ligamiento 
múltiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA - del inglés amplificación con sonda dependiente de ligamiento múltiple con 40 
retrotranscriptasa) robusto que permite una rápida, parca y precisa clasificación de DLBCL GCB y ABC en diagnóstico 
rutinario. En particular, la presente invención se define por las reivindicaciones. 
 
Descripción detallada de la invención 
 45 
El linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) es el linfoma no hodgkiniano más común. Se subdivide en dos 
subtipos moleculares, similar a linfocitos B centrales germinales (GCB) y similar a linfocitos B activados (ABC), que 
derivan de linfocitos B maduros en diferentes fases de diferenciación. Desafortunadamente, no hay métodos de 
identificación de expresión génica para distinguir estas enfermedades disponibles en diagnóstico rutinario y los 
algoritmos inmunohistoquímicos equivalentes se consideran poco reproducibles. Para abordar este problema, los 50 
autores de la invención han desarrollado un método de identificación de expresión génica simple y barato basado en 
un rasgo distintivo de 14 genes y un ensayo de amplificación con sonda dependiente de ligamiento múltiple con 
retrotranscriptasa (RT-MLPA). Capacitado en 50 casos de DLBCL, demostró su precisión en comparación con la 
identificación de expresión génica realizada por ensayos Illumina DASL (50 casos) o ensayos Affymetrix (64 casos), y 
que es más fiable que la inmunoquímica (176 casos). Además, RT-MLPA demostró ser suficientemente sensible para 55 
obtener resultados satisfactorios de muestras de FFPE (29 casos) y suficientemente flexible para incluir factores 
pronósticos adicionales como la coexpresión de MYC/BCL2. Al requerir solamente instrumentos comunes de biología 
molecular (un termociclador y un analizador de fragmentos), este ensayo podría implementarse fácilmente en 
laboratorios corrientes y representa una herramienta adecuada para la estratificación de pacientes en ensayos clínicos 
prospectivos y para guiar la toma de decisiones de tratamiento en la práctica clínica. 60 
 
Por consiguiente, la presente invención se refiere a un método para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso 
(DLBCL) de un sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL, que comprende la etapa de determinar el nivel de 
expresión de 10 genes en una muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificación 
con sonda dependiente de ligamiento múltiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 10 genes son NEK6, 65 
IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1. 
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En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invención comprende además un medio 
para determinar el nivel de expresión de CCND1 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de expresión de CCND1 
es particularmente adecuado para excluir el hecho de que el linfoma de linfocitos B del sujeto sea un linfoma de 
linfocitos B del manto. 5 
 
En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invención comprende además un medio 
para determinar el nivel de expresión de MS4A1 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de expresión de MS4A1 
es particularmente adecuado para determinar si el sujeto conseguirá una respuesta con un anticuerpo anti-CD20. 
 10 
En algunas realizaciones, el ensayo de RT-MPLPA del método de la presente invención comprende además un medio 
para determinar el nivel o los niveles de expresión de MYC y/o BCL2 en la muestra de tumor. Determinar el nivel de 
expresión de MYC y/o BCL2 es particularmente adecuado para predecir el desenlace clínico de supervivencia del 
paciente. 
 15 
En algunas realizaciones, el método de la presente invención comprende una etapa de determinar el nivel de expresión 
de 14 genes en una muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificación con sonda 
dependiente de ligamiento múltiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 14 genes son NEK6, IRF4, IGHM, 
CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1. 
 20 
La expresión "muestra de tumor" significa cualquier muestra de tejido derivada del tumor del sujeto. La muestra de 
tejido se obtiene con fines de evaluación in vitro y típicamente proviene de la biopsia realizada en un tumor del sujeto. 
La muestra puede ser reciente, congelada o incluida (por ejemplo, biopsia de FFPE). 
 
En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los genes de interés se refiere al nombre reconocido 25 
internacionalmente del gen correspondiente, según se encuentra en las bases de datos de secuencias génicas y 
secuencias proteínicas reconocidas internacionalmente, incluyendo la base de datos del HUGO Gene Nomenclature 
Committee que está disponible de manera destacable en la siguiente dirección de Internet: 
http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/index.html. En la presente memoria descriptiva, el nombre de cada uno de los 
genes de interés se puede referir también al nombre reconocido internacionalmente del gen correspondiente, según 30 
se encuentra en la base de datos de secuencias génicas reconocida internacionalmente Genbank. A través de estas 
bases de datos de secuencias reconocidas internacionalmente, un experto en la materia puede recuperar el ácido 
nucleico del gen de interés descrito en este documento. 
 
Como se usa en este documento, el término "NEK6" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de la 35 
cinasa 6 relacionada con NIMA. Una secuencia de ADNc típica de NEK6 se representa por la SEQ ID NO:1. 
 

SEQ ID NO: 1 (NEK6_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "IRF4" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del 
factor 4 regulador de interferón. Una secuencia de ADNc típica de IRF4 se representa por la SEQ ID NO:2. 
 5 

SEQ ID NO: 2 (IRF4_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "IGHM" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de la 
cadena constante pesada mu de inmunoglobulina. Una secuencia de ADNc típica de IGHM se representa por la SEQ 
ID NO:3. 5 
 

SEQ ID NO: 3 (IGHM_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "CCND1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de 
ciclina D1. Una secuencia de ADNc típica de CCND1 se representa por la SEQ ID NO:4. 
 5 

SEQ ID NO: 4 (CCND1_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "LMO2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del 
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dominio LIM solamente 2 (similar a rombotina 1). Una secuencia de ADNc típica de LMO2 se representa por la SEQ 
ID NO:5. 
 

SEQ ID NO: 5 (LMO2_homo sapiens) 

 5 
 

Como se usa en este documento, el término "FOXP1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de 
secuencia forkhead P1. Una secuencia de ADNc típica de FOXP1 se representa por la SEQ ID NO:6. 
 

SEQ ID NO:6 (FOXPl_homo sapiens) 10 
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Como se usa en este documento, el término "TNFRSF9" tiene su significado general en la técnica y se refiere al 
miembro 9 de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral. Una secuencia de ADNc típica de TNFRSF9 
se representa por la SEQ ID NO:7. 5 
 

SEQ ID NO: 7 (TNFRSF9_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "BCL6" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 6 de 
CLL de linfocitos B/linfoma. Una secuencia de ADNc típica de BCL6 se representa por la SEQ ID NO:8. 
 5 

SEQ ID NO: 8 (BCL6_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "TNFRSF13B" tiene su significado general en la técnica y se refiere al 
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miembro 13B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral. Una secuencia de ADNc típica de 
TNFRSF13B se representa por la SEQ ID NO:9. TNFRSF13B también se conoce como TACI. 
 

SEQ ID NO: 9 (TNFRSF13B_homo sapiens) 

 5 
 

Como se usa en este documento, el término "CCND2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen de 
ciclina D2. Una secuencia de ADNc típica de CCND2 se representa por la SEQ ID NO:10. 
 

SEQ ID NO: 10 (CCND2_homo sapiens) 10 
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Como se usa en este documento, el término "MYC" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen del 
homólogo oncogénico del virus de la mielocitomatosis aviar v-myc. Una secuencia de ADNc típica de MYC se 
representa por la SEQ ID NO:11. 5 
 

SEQ ID NO: 11 (MYC_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "MYBL1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 1 
similar al homólogo oncogénico del virus de la mieloblastosis aviar v-myb. Una secuencia de ADNc típica de MYBL1 
se representa por la SEQ ID NO:12. 5 
 

SEQ ID NO: 12 (MYBL1_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "BCL2" tiene su significado general en la técnica y se refiere al gen 2 de 
CLL de linfocitos B/linfoma. Una secuencia de ADNc típica de BCL2 se representa por la SEQ ID NO:13. 
 5 

SEQ ID NO: 13 (BCL2_homo sapiens) 
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Como se usa en este documento, el término "MS4A1" tiene su significado general en la técnica y se refiere al miembro 
1 de la subfamilia A de 4 dominios transmembranarios. Una secuencia de ADNc típica de MS4A1 se representa por 
la SEQ ID NO:14. 5 
 

SEQ ID NO: 14 (MS4Al_homo sapiens) 

 
 

Como se usa en este documento, la expresión "secuencia de ácido nucleico diana" se refiere a una secuencia de 10 
ácido nucleico específica del gen para el que se busca la determinación del nivel de expresión (es decir, NEK6, IRF4, 
IGHM, CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1). De acuerdo 
con la invención, la secuencia de ácido nucleico diana consiste en 2 segmentos que están sustancialmente 
adyacentes. Como se usa en este documento, la expresión "sustancialmente adyacente" se usa en referencia a 
moléculas de ácido nucleico que están en cercana proximidad entre sí. 15 
 
MLPA es un método bien conocido para determinar los niveles de expresión de genes en un ensayo múltiple realizado 
en un solo tubo. El protocolo general para MLPA se describe en Schouten, J. P. et al., (2002) Nucl. Acid Res. 30, e57, 
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en www.mplpa.com y también puede encontrarse en la patente de los Estados Unidos n.º 6 955 901. Se diseñan 
sondas de MLPA que hibridan con las secuencias de ácido nucleico diana específicas para los genes de interés (es 
decir, NEK6, IRF4, IGHM, CCND1, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2, o 
MS4A1). Cada sonda está realmente en dos partes, de las que ambas hibridarán con el ADNc diana en cercana 
proximidad entre sí. Cada parte de la sonda porta la secuencia para uno de los cebadores de PCR. Solamente cuando 5 
las dos partes de la sonda de MLPA hibridan con el ADN diana en cercana proximidad entre sí, las dos partes se 
ligarán juntas y, por tanto, formarán un molde de ADN completo para el par de cebadores de PCR usado. Por tanto, 
con el ensayo de RT-MLPA de la presente invención, es posible realizar una reacción de PCR múltiple en que se 
cuantifican simultáneamente los niveles de expresión de al menos los 10 genes. El método, por tanto, es muy sensible. 
Además, las reacciones de MLPA requieren una pequeña cantidad de ADNc. En contraste con, por ejemplo, FISH y 10 
las micromatrices BAC o incluso RT-PCR, las secuencias detectadas son pequeñas (aproximadamente 60 
nucleótidos), y RT-MLPA, por tanto, está particularmente adaptada para el análisis de muestras de ARN parcialmente 
degradadas, por ejemplo, obtenidas de tejidos incluidos en parafina fijados con formol. En comparación con otras 
técnicas, una reacción de MLPA es rápida, barata y muy simple de realizar. El equipo necesario está presente en la 
mayoría de laboratorios de biología molecular. 15 
 
El método de la presente comprende las siguientes etapas de i) preparar una muestra de ADNc a partir de la muestra 
de tejido tumoral, ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al menos 10 pares diferentes de 
sondas específicas de una secuencia de ácido nucleico diana de NEK6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, 
TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1, iii) conectar (es decir, ligar) la primera sonda con la segunda sonda de los partes de 20 
sondas, iv) amplificar las sondas ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y cuantificar los amplicones producidos 
en la etapa iv). 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas específicas para una secuencia 
nucleica diana de CCND1. 25 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas específicas para una secuencia 
nucleica diana de MS4A1. 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas específicas para una secuencia 30 
nucleica diana de MYC. 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con un par de sondas específicas para una secuencia 
nucleica diana de BCL2. 
 35 
En algunas realizaciones, el método de la presente comprende las siguientes etapas de i) preparar una muestra de 
ADNc a partir de la muestra de tejido tumoral, ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al 
menos 14 pares diferentes de sondas específicas de secuencias de ácido nucleico diana de NEK6, IRF4, IGHM, 
LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1, iii) conectar (es decir, ligar) la primera sonda con 
la segunda sonda de los partes de sondas, iv) amplificar las sondas ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y 40 
cuantificar los amplicones producidos en la etapa iv). 
 
Típicamente, la muestra de ADNc se prepara de la siguiente manera. El ARNm contenido en la muestra de tejido 
tumoral se extrae de acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, usando enzimas líticas o soluciones químicas 
o se extrae mediante resinas de unión a ácido nucleico siguiente las instrucciones del fabricante. Luego, se realiza la 45 
síntesis del ADNc de acuerdo con métodos convencionales que implican retrotranscriptasa. En algunas realizaciones, 
se usan cebadores hexaméricos aleatorios (en lugar de cebadores específicos de gen) para la síntesis del ADNc. Los 
cebadores hexaméricos aleatorios son bien conocidos en la técnica y típicamente están disponibles en el mercado en 
FISCHER. 
 50 
De acuerdo con la invención, el par de sondas consiste en: 
 
- una primera sonda que tiene 

 
- una región específica de diana (L) complementaria al primer segmento de la secuencia de ácido nucleico diana 55 

y 
- una región de cola (TL) en el extremo 5' de la región específica de diana (L) que no es complementaria a dicha 

secuencia de ácido nucleico diana, 
 
- una segunda sonda que tiene 60 
 

- una región específica de diana (R) complementaria al segundo segmento de la secuencia de ácido nucleico 
diana y; y 

- una región de cola (TR) en el extremo 3' de la región específica de diana (R) que no es complementaria a dicha 
secuencia de ácido nucleico diana 65 
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Como se usa en este documento, "sonda" se refiere a una secuencia conocida de un ácido nucleico que puede unirse 
selectivamente a una secuencia de ácido nucleico diana. Más específicamente, el término "sonda" se refiere a un 
oligonucleótido diseñado para que sea suficientemente complementario a una secuencia de una hebra de un ácido 
nucleico que se tiene que sondear, de modo que la sonda y la hebra de ácido nucleico hibridarán en condiciones de 
rigurosidad seleccionadas. Típicamente, las sondas de la presente invención se sintetizan químicamente. De acuerdo 5 
con la invención, las primeras sondas y las segundas sondas pueden formar una sonda ligada después de la etapa 
de ligamiento (etapa iii)) como se explica posteriormente en este documento. Como se usa en este documento, una 
"sonda ligada" se refiere al producto final de una reacción de ligamiento entre el par de sondas. Por consiguiente, las 
sondas están en suficiente proximidad para permitir que el extremo 3' de la primera sonda se ponga en yuxtaposición 
con el extremo 5' de la segunda sonda de modo que puedan ligarse mediante una enzima ligasa. En otras palabras, 10 
el extremo 5' y el extremo 3' de las dos sondas, hibridando la primera con el primer segmento y la segunda sonda con 
el segundo segmento, están suficientemente cerca entre sí para permitir la conexión de los extremos de ambas sondas 
entre sí. En algunas realizaciones, el extremo 5' terminal de la región específica de diana (R) se fosforila para permitir 
el ligamiento como se describe posteriormente en este documento. 
 15 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas de la presente invención son 
suficientemente largas para permitir la hibridación a temperaturas elevadas (por ejemplo, 60 °C). Típicamente, la 
longitud de la región complementaria es de al menos 20 nucleótidos. 
 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas de la presente invención se 20 
diseñan entre límites de exones para evitar amplificaciones indeseadas de ADN genómico durante la etapa iv). 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para NEK6 se diseñan entre el exón 2 y el 
exón 3 de la SEQ ID NO: 1. 
 25 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para IRF4 se diseñan entre el exón 6 y el 
exón 7 de la SEQ ID NO: 2. 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para IGHM se diseñan entre el exón 2 y el 
exón 3 de la SEQ ID NO: 3. 30 
 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para CCND1 se 
diseñan entre el exón 3 y el exón 4 de la SEQ ID NO: 4. 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para LMO2 se diseñan entre el exón 5 y el 35 
exón 6 de la SEQ ID NO: 5. 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para FOXP1 se diseñan entre el exón 10 y 
el exón 11 de la SEQ ID NO: 6. 
 40 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para TNFRSF9 se diseñan entre el exón 3 
y el exón 4 de la SEQ ID NO: 7. 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para BCL6 se diseñan entre el exón 3 y el 
exón 4 de la SEQ ID NO: 8. 45 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para TNFRSF13B se diseñan entre el exón 
2 y el exón 3 de la SEQ ID NO: 9. 
 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para CCND2 se diseñan entre el exón 1 y 50 
el exón 2 de la SEQ ID NO: 10. 
 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para MYC se 
diseñan entre el exón 1 y el exón 2 de la SEQ ID NO: 11. 
 55 
Las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para MYBL1 se diseñan entre el exón 10 y 
el exón 11 de la SEQ ID NO: 12. 
 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para BCL2 se 
diseñan entre el exón 1 y el exón 2 de la SEQ ID NO: 13. 60 
 
En algunas realizaciones, las regiones específicas de diana (L) y (R) del par de sondas específicas para MS4A1 se 
diseñan entre el exón 5 y el exón 6 de la SEQ ID NO: 14. 
 
El par de sondas específicas para NEK6 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 65 
como se expone por la SEQ ID NO:15 (CCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que tiene su 
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región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:16 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT). 
 
El par de sondas específicas para IRF4 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:17 (CTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que tiene su 
región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:18 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGTA). 5 
 
El par de sondas específicas para IGHM consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:19 (GCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que tiene su región 
específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:20 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC). 
 10 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para CCND1 consiste en una primera sonda que tiene su 
región específica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:21 (ACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una 
segunda sonda que tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:22 
(ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCT). 
 15 
El par de sondas específicas para LMO2 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:23 (CGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que tiene 
su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:24 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGC). 
 
El par de sondas específicas para FOXP1 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 20 
como se expone por la SEQ ID NO:25 (CCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que tiene su 
región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:26 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGC). 
 
El par de sondas específicas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana 
(L) como se expone por la SEQ ID NO:27 (GGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAG) y una segunda sonda que 25 
tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:28 
(GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCC). 
 
El par de sondas específicas para BCL6 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:29 (CATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAG) y una segunda sonda que tiene su 30 
región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:30 
(TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTG). 
 
El par de sondas específicas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana 
(L) como se expone por la SEQ ID NO:31 (GCGCACCTGTGCAGCCTTCTGCA) y una segunda sonda que tiene su 35 
región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:32 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGC). 
 
El par de sondas específicas para CCND2 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:33 (GACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCG) y una segunda sonda que tiene su 
región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:34 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGA). 40 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para MYC consiste en una primera sonda que tiene su región 
específica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:35 (TCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCCTC) y una 
segunda sonda que tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:36 
(CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTA). 45 
 
El par de sondas específicas para MYBL1 consiste en una primera sonda que tiene su región específica de diana (L) 
como se expone por la SEQ ID NO:37 (CCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTGAATCT) y una segunda sonda 
que tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:38 
(GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTT). 50 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para BCL2 consiste en una primera sonda que tiene su región 
específica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:39 (CCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGG) y una 
segunda sonda que tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:40 
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCC). 55 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para MS4A1 consiste en una primera sonda que tiene su región 
específica de diana (L) como se expone por la SEQ ID NO:41 (TTCTTCATGAGGGAATCTAAGACTTTGGGG) y una 
segunda sonda que tiene su región específica de diana (R) como se expone por la SEQ ID NO:42 
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCAC). 60 
 
De acuerdo con la invención, la región de cola TR y la secuencia del complemento inverso o la región de cola TL de 
las sondas se diseñan de modo que puedan hibridar con un cebador. 
 
En algunas realizaciones, las regiones de cola (TL) y (TR) pueden ser de cualquier tamaño, y típicamente comprenden 65 
una secuencia de ácido nucleico con una longitud de al menos 15 nucleótidos. 
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En algunas realizaciones, la región de cola (TL) de las primeras sondas es idéntica para cada para de sondas y las 
regiones de cola (TR) de la segunda sonda son también idénticas para cada par de sondas de modo que la 
amplificación de los ensamblajes de cebadores durante la etapa iv) se realiza con solamente un par de cebadores y, 
por tanto, excluyendo cualquier sesgo en la amplificación de las sondas debido a las diferencias de secuencia en los 5 
cebadores. 
 
En algunas realizaciones, los pares de sondas de la presente invención comprenden primeras sondas que tienen la 
misma región de cola (TL) como se expone por la SEQ ID NO:43 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA). 
 10 
En algunas realizaciones, los pares de sondas de la presente invención comprenden segundas sondas que tienen la 
misma región de cola (TR) como se expone por la SEQ ID NO:44 (TCCAACCCTTAGGGAACCC). 
 
En algunas realizaciones, las sondas de la presente invención comprenden una región espaciadora colocada entre la 
región específica de diana y la región de cola. La región espaciadora puede ser de cualquier tamaño, y típicamente 15 
comprende un ácido nucleico con una longitud de al menos 1 nucleótido (por ejemplo, A, C, T o G). Variando el tamaño 
de la región espaciadora, se pueden diseñar fácilmente sondas que comprenden la misma capacidad de hibridación 
(en las que la longitud de la región de complementariedad con la secuencia de ácido nucleico diana y el contenido de 
CG/AT se ajustan entre sí), mientras aún pueden discriminar los amplicones resultantes por tamaño. En algunas 
realizaciones, la región espaciadora comprende una pluralidad de repeticiones trinucleotídicas (por ejemplo, 20 
repeticiones TAC). Las regiones espaciadoras son de particular interés en la amplificación múltiple como se explica 
posteriormente en este documento para permitir la discriminación de los diferentes amplicones que pueden resultar 
de dicha amplificación. La discriminación se conseguirá, de hecho, porque el tamaño de cada amplicón que puede 
producirse es diferente. 
 25 
En algunas realizaciones, la región espaciadora se selecciona del grupo que consiste en TAC (SEQ ID NO: 45), TACT 
(SEQ ID NO:46), TACTA (SEQ ID NO:47), TACTACT (SEQ ID NO:48), TACTACTACT (SEQ ID NO:49), 
TACTACTACTA (SEQ ID NO:50), TACTACTACTAC (SEQ ID NO:51), TACTACTACTACTA (SEQ ID NO:52) y 
TACTACTACTACTACT (SEQ ID NO:53). 
 30 
El par de sondas específicas para NEK6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:54 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 
NO:55 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTTTCCAACCCTT AGGGAACCC). 
 
El par de sondas específicas para IRF4 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:56 35 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATCTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 
NO:57 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGT ATCCAACCCTT AGGGAACCC). 
 
El par de sondas específicas para IGHM consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:58 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATGCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 40 
NO:59 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC). 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para CCND1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID 
NO:60 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una segunda sonda que es la 
SEQ ID NO:61 (ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCTTACTTCCAACCCTTAGGGAACCC). 45 
 
El par de sondas específicas para LMO2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:62 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que es la 
SEQ ID NO:63 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC). 
 50 
El par de sondas específicas para FOXP1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:64 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que es la SEQ 
ID NO:65 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGCTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACC C). 
 
El par de sondas específicas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:66 55 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACGGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAA AG) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:67 (GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCCTACTCCAACCCTT AGGGAACCC). 
 
El par de sondas específicas para BCL6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:68 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGC AG) y una segunda sonda que 60 
es la SEQ ID NO:69 (TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTGTCCAACCCTTAGGGAACCC). 
 
El par de sondas específicas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:70 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTAGCGCACCTGTGCAGCCTTCTG CA) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:71 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGCTACTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACC C). 65 
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El par de sondas específicas para CCND2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:72 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTGACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACC G) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:73 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGATACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC). 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para MYC consiste en una primera sonda que es la SEQ ID 5 
NO:74 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCA GCCTC) y una segunda 
sonda que es la SEQ ID NO:75 
(CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTATACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC). 
 
El par de sondas específicas para MYBL1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:76 10 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTG AATCT) y una segunda sonda 
que es la SEQ ID NO:77 (GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTTTACTACTTCCAACCCTTAGGGA 
ACCC). 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para BCL2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID 15 
NO:78 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTACCCTGGATCCAGGATAACGG AGGCTGG) y una 
segunda sonda que es la SEQ ID NO:79 
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCTACTACTACTACTACTTCCAACCCTTAGGG AACCC). 
 
En algunas realizaciones, el par de sondas específicas para MS4A1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID 20 
NO:80 (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTATTCTTCATGAGGGAATCTAAG ACTTTGGGG) y una 
segunda sonda que es la SEQ ID NO:81 
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGG AACCC). 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se está incubando con una mezcla de sondas competidoras. 25 
 
Como se usa en este documento, la expresión "sonda competidora" se refiere a una sonda específica para la 
secuencia de ácido nucleico diana, en la que la sonda no contiene una región de cola como se define anteriormente. 
La sonda competidora es adecuada para normalizar las señales de amplificación de la secuencia de ácido nucleico 
diana durante la etapa de amplificación de la presente invención. 30 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc también se incuba con al menos una sonda competidora específica 
para NEK6 o IRF4. 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora específica para NEK6. En 35 
algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora específica para NEK6 que es la 
SEQ ID NO:82 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT). 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora específica para IGHM. En 
algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con una sonda competidora específica para IGHM que es la 40 
SEQ ID NO:83 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC). 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas específicas para los cinco genes 
GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9) y los cinco genes ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2) 
y 2 sondas competidoras para NEK6 e IGHM. 45 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas específicas para los cinco genes 
GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9), los cinco genes ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2), 
los 2 genes pronósticos (MYC y BCL2) y los 2 genes de control (CCND1 y MS4A1) y las 2 sondas competidoras para 
NEK6 e IGHM. 50 
 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con las secuencias de ácido nucleico SEQ ID NO:54-73 
(sondas específicas para LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6, TNFRSF9, IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B, CCND2, MYC, 
BCL2, CCND1 y MS4A1) y con los ácidos nucleicos SEQ ID NO:82-83 (sondas competidoras para NEK6 e IGHM). 
 55 
Típicamente, las sondas del mismo par de sondas están presentes en la mezcla en cantidades sustancialmente 
iguales, aunque dichas cantidades pueden diferir entre sí, por ejemplo, dependiendo de las características de 
hibridación de las regiones específicas de diana con la secuencia de ácido nucleico diana. 
 
Típicamente, la cantidad de sondas en la mezcla es de menos de 10 fentomoles. En algunas realizaciones, la cantidad 60 
de las sondas en la mezcla es de aproximadamente 3 fentomoles. 
 
En algunas realizaciones, la relación molar entre las sondas y la correspondiente sonda competidora varía de 1 a 4. 
 
De acuerdo con la invención, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas y opcionalmente con las sondas 65 
competidoras durante un tiempo suficiente para permitir la hibridación de las sondas con las 14 secuencias de ácido 
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nucleico diana. 
 
Típicamente, la hibridación de las sondas con las secuencias de ácido nucleico diana es más rápida en tampones de 
elevada fuerza iónica. La concentración salina del tampón tiene que reducirse, sin embargo, a menos de 
aproximadamente 150 mM después de la reacción de hibridación para una actividad ligasa óptima. La inclusión de 5 
determinados productos químicos tales como polímeros de polietilenglicol o proteínas tales como BSA puede aumentar 
tanto la actividad de ligamiento, así como la velocidad de hibridación de la sonda y no interfiere por debajo de 
determinados límites con las reacciones de ligamiento y amplificación. De acuerdo con la invención, es posible obtener 
una llamada "reacción en un tubo" mediante selección cuidadosa de las condiciones de reacción de hibridación, 
ligamiento y amplificación. 10 
 
La duración de la hibridación de la sonda es muy importante. Algunas sondas hibridarán más rápido que otras. Esto 
se debe a una diferencia en la longitud de la secuencia de hibridación; la presencia o ausencia de regiones con un 
elevado % de G/C (pinzas de GC); la estructura secundaria de las sondas y/o la secuencia de ácido nucleico diana, 
etc. De acuerdo con la invención, debe tenerse cuidado de que la hibridación de cada sonda sea completa, o de que 15 
la hibridación de ninguna de las sondas sea completa. La hibridación de las sondas con las secuencias de ácido 
nucleico diana depende de la concentración y se realiza típicamente en un pequeño volumen del orden de 8 µl y a 
temperaturas de 50-65 °C para evitar la hibridación de las sondas con dianas no específicas. Para evitar la 
evaporación, se prefiere el uso de un termociclador con tapa calentada. 
 20 
En algunas realizaciones, la muestra de ADNc se incuba con los pares de sondas y opcionalmente con la sonda 
competidora durante aproximadamente 60 min, pero también puede ser conveniente un tiempo más largo. 
 
Típicamente, la etapa de ligamiento iii) se realiza con una ligasa de ácido nucleico termoestable activa a temperaturas 
de 50 °C o mayores, pero que puede inactivarse rápidamente por encima de aproximadamente 95 °C. Una vez las 25 
sondas se han conectado, se prefiere que no haya esencialmente nada de actividad conectora presente durante la 
amplificación, ya que esto no es necesario y únicamente puede introducir ambigüedad en el método. Como las etapas 
de amplificación posteriores habitualmente requieren desnaturalización repetida del ácido nucleico de molde a 
temperaturas por encima de 95 °C, se prefiere eliminar la actividad conectora a través de dicha incubación térmica. 
Para evitar la hibridación de las sondas con secuencias únicamente complementarias parcialmente, se recomienda 30 
particularmente realizar la reacción de ligamiento a temperaturas de al menos 50 °C. La presente invención, por lo 
tanto, proporciona en un aspecto un método en el que el ligamiento de las sondas hibridadas con el ácido nucleico 
diana se realiza mediante una enzima de ligamiento de ácido nucleico termoestable, es decir, con una actividad óptima 
mayor de al menos 50 °C, en condiciones adecuadas, en el que al menos un 95 % de la actividad de ligamiento de 
dicha enzima de ligamiento se inactiva incubando dicha muestra, por ejemplo, durante 10 minutos a una temperatura 35 
de aproximadamente 95 °C. 
 
Típicamente, la ligasa se selecciona del grupo que consiste en ADN ligasas. Las ADN ligasas son enzimas que pueden 
formar un enlace fosfato covalente entre dos oligonucleótidos unidos en sitios adyacentes en una hebra 
complementaria. Estas enzimas usan NAD o ATP como cofactor para cerras las mellas en ADNbc. Como alternativa, 40 
puede usarse autoligamiento químico de los extremos de ADN modificados para ligar dos oligonucleótidos unidos en 
sitios adyacentes en una hebra complementaria (Xu, Y. y Kool, E. T. (1999), Nucleic Acid Res. 27, 875-881). Tanto el 
ligamiento químico, así como el enzimático, es mucho más eficaz sobre complejos de sonda-ácido nucleico diana 
perfectamente coincidentes en comparación con los complejos en que uno o los dos oligonucleótidos forman un 
emparejamiento incorrecto con el ácido nucleico diana en, o cerca del sitio de ligamiento (Wu, D. Y. y Wallace, R. B. 45 
(1989) Gene, 76, 245-254; Xu, Y. y Kool, E. T. (1999), Nucleic Acid Res. 27, 875-881). 
 
En algunas realizaciones, se usa una ligasa que permanece activa a 50-65 °C durante tiempos prolongados, pero que 
puede inactivarse fácilmente a las mayores temperaturas usadas durante una reacción de PCR. Las únicas ligasas 
disponibles en el mercado actualmente son enzimas que funcionan únicamente a temperaturas por debajo de 50 °C, 50 
tal como la ADN ligasa codificada por E. coli y por el fago T4, y las enzimas termoestables que tienen una semivida 
de más de 30 minutos a temperaturas de 95 °C, tal como la ADN ligasa codificada por Thermus aquaticus. Por ejemplo, 
la ligasa es "ligasa 65" que está disponible en el mercado en MRC Holland. La ligasa 65 es activa a 60-65 °C. En 
contraste con la ADN ligasa Tth y Taq, sin embargo, la actividad de la ligasa 65 se destruye en más de un 90 % por 
incubación en el tampón de reacción óptimo durante 10 minutos a 95 °C. 55 
 
La etapa de ligamiento habitualmente se realiza en un volumen relativamente pequeño de 40 µl, aunque volúmenes 
más grandes, así como un aumento del volumen de la mezcla de reacción en etapas de reacción posteriores, se 
toleran. 
 60 
En algunas realizaciones, la duración de la etapa de ligamiento varía de 10 min a 30 min. Típicamente, la duración de 
la etapa es de aproximadamente 15 min. 
 
De acuerdo con la invención, la amplificación se inicia incubando la muestra con una cantidad de un primer cebador 
(U1) específico para la región de cola (TL) y una cantidad de un segundo cebador (U2) específico para la región de 65 
cola (TR). 
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Como se usa en este documento, el término "cebador" se refiere a un oligonucleótido, ya sea de origen natural como 
en una digestión de restricción purificada o producido sintéticamente, que puede actuar como punto de inicio de la 
síntesis de secuencias de ácido nucleico cuando se coloca en condiciones en que se induce la síntesis de un producto 
de prolongación de cebador que es complementario a una hebra de ácido nucleico, es decir, en presencia de diferentes 5 
trifosfatos nucleotídicos y una polimerasa en un tampón apropiado ("tampón" incluye pH, fuerza iónica, cofactores etc.) 
y a una temperatura adecuada. Uno o más de los nucleótidos del cebador pueden modificarse, por ejemplo, por adición 
de un grupo metilo, un resto de biotina o digoxigenina, una marca fluorescente o usando nucleótidos radioactivos. Una 
secuencia cebadora no tiene que reflejar la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, un fragmento de nucleótidos no 
complementario puede fijarse al extremo 5' del cebador, siendo el resto de la secuencia cebadora sustancialmente 10 
complementario a la hebra. 
 
En algunas realizaciones, el par de cebadores es ILLU1 (SEQ ID NO: 84) (GGGTTCCCTAAGGGTTGGA) e ILLU2 
(SEQ ID NO: 85) (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA). 
 15 
Típicamente, el cebador (por ejemplo, ILLU2) de la presente invención se marca en su extremo 5' con un fluoróforo. 
Los fluoróforos adecuados incluyen, aunque sin limitación, 5- o 6-carboxifluoresceína (FAM™); Alexa Fluor 405, 430, 
488, 532, 546, 555, 568, 594, 633, 647 o 660; Cy2; Cy3; Cy3.5; Cy5; Cy5.5; Cy7; hidroxicumarina; metoxicumarina; 
aminocumarina; fluoresceína; HEX; R-ficoeritrina; rodamina Red-X; ROX; Red 613; Texas Red; aloficocianina; TruRed; 
BODIPY 630/650; BODIPY 650/665; BODIPY-FL; BODIPY-R6G; BODIPY-TMR; BODIPY-TRX; carboxifluoresceína; 20 
Cascade Blue; 6-JOE; lisamina rodamina B; Oregon Green 488, 500 o 514; Pacific Blue; REG; verde de rodamina; 
SpectrumAqua; TAMRA; TET; y tetrametilrodamina. 
 
Como se usa en este documento, "amplificación" se refiere al aumento en el número de copias de un ácido nucleico 
particular. Las copias de un ácido nucleico particular preparado in vitro en una reacción de amplificación se denominan 25 
"amplicones" o "productos de amplificación". 
 
Por consiguiente, después de la reacción de ligamiento, la sonda ligada puede amplificarse con el uso de dos 
cebadores, dNTP y una polimerasa, siendo un cebador complementario a una secuencia de la región de cola y 
correspondiendo el otro cebador a la secuencia de la segunda región de cola. 30 
 
Como se explica anteriormente, aunque es posible que la primera sonda de un par diferente de sondas tenga diferentes 
secuencias de la región de cola, lo que implica que tiene que usarse una pluralidad de primeros cebadores diferentes 
en la etapa de amplificación, es muy preferido que las primeras regiones de cola de las primeras sondas del par 
diferente de sondas sean idénticas, de modo que tenga que usarse solamente un primer cebador en la reacción de 35 
amplificación. Por tanto, puede evitarse completamente un sesgo en la amplificación debido a una diferencia en la 
secuencia de diferentes cebadores usados para la amplificación, provocando una amplificación sustancialmente 
uniforme para todos los ensamblajes de sonda. De acuerdo con la invención, sin embargo, también es posible que 
varias primeras sondas de ácido nucleico comprendan la misma región de cola, primeras que las primeras sondas que 
pertenecen a otro par de sondas pueden comprender otra primera región de cola. 40 
 
El método preferido para la amplificación es PCR. Las condiciones típicas incluyen un tiempo de elongación 
suficientemente largo y la presencia de una concentración mayor de polimerasa Taq que en reacciones normales de 
PCR. También pueden usarse otros métodos de amplificación distintos de PCR, tales como NASBA o 3SR (Guatelli 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878, 1990) en combinación con la presente invención. 45 
 
En algunas realizaciones, la ligasa y la polimerasa se añaden simultáneamente y en las que la ligasa es activa a 
temperaturas moderadas y se inactiva a altas temperaturas, mientras la polimerasa se activa solamente después de 
la etapa de calentamiento. 
 50 
Como la composición del tampón durante la reacción de ligamiento es muy similar a un tampón de PCR convencional, 
es posible usar el volumen completo de la reacción de ligamiento e iniciar la reacción de amplificación mediante la 
adición de cebadores, dNTP, una pequeña cantidad de un detergente no iónico tal como Triton X-100 al 0,01 % y una 
polimerasa termoestable tal como polimerasa Taq. La presencia de otros compuestos tales como betaína, se sabe 
que mejora algunas reacciones de amplificación por PCR múltiple y no inhiben gravemente la reacción de ligamiento. 55 
 
Para la mayoría de experimentos, es ventajoso usar condiciones de PCR que eviten el sesgo en la amplificación de 
algunos amplicones. A este respecto es importante que las concentraciones de los amplicones durante las últimas 
fases de la reacción de amplificación no alcancen concentraciones muy elevadas. Esto puede conseguirse usando 
solamente cantidades bajas de uno de los cebadores de PCR. Un sesgo en la amplificación de algunos amplicones 60 
se deberá a una cinética de renaturalización más rápida de algunos amplicones después de cada ciclo de 
desnaturalización y el desplazamiento de los cebadores de PCR por la hebra complementaria del amplicón. A este 
respecto es importante también la naturaleza del primer nucleótido después del cebador de PCR, siendo G o C el 
primer nucleótido preferido. Este desplazamiento puede reducirse cuando se usan cebadores de PCR que contienen 
uno o más residuos de ACB en su extremo 3'. Los residuos de ANB (ácido nucleico bloqueado) tienen una 65 
termoestabilidad mejorada de las dobles hebras hacia hebras de ADN complementarias (Wahlestedt, C. et al. 
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Proc.Natl.Acad.Sci.USA 97, 5633-38). 
 
En algunas realizaciones, es ventajoso usar condiciones de PCR que promuevan la amplificación de moldes 
infrecuentes en comparación con la amplificación de moldes más abundantes para obtener amplificaciones de 
intensidad casi igual para las diferentes secuencias diana de ácido nucleico. Estas condiciones de PCR típicamente 5 
incluyen: (1) El uso de concentraciones salinas mayores que promueven la hibridación de hebras complementarias y 
reducen la actividad polimerasa; (2) Altas concentraciones de cebadores (3) Temperaturas reducidas de 
hibridación/prolongación durante los últimos ciclos de PCR; (4) Aditivos al tampón de PCR tales como betaína y DMSO. 
 
Típicamente, la relación molar entre el cebador y la sonda es preferiblemente de al menos 200, más preferiblemente 10 
de al menos 500, incluso más preferiblemente de al menos 1000 y mucho más preferiblemente de al menos 2000. 
Cuanto mayor sea dicha relación, más conjuntos de cebadores diferentes podrán usarse para la detección de un 
número correspondiente de diferentes amplicones. Sin embargo, como se indica anteriormente, tienen que evitarse 
las reacciones de amplificación inespecíficas como resultado de altas concentraciones de cebador. Con eso, la 
concentración de cebador preferiblemente está por debajo de 50 pmoles, más preferiblemente por debajo de 20 15 
pmoles en un volumen de reacción de 10-100 µl. La etapa de amplificación se realiza habitualmente en un volumen 
de 20-150 µl; para esto, el volumen opcionalmente más pequeño de la mezcla de reacción en la etapa de ligamiento 
se completa habitualmente hasta el volumen deseado para la amplificación añadiendo los ingredientes adicionales 
para la reacción de amplificación. 
 20 
En algunas realizaciones, la duración de la etapa de amplificación varía de 60 min a 120 min. Típicamente, la duración 
de la etapa es de aproximadamente 90 min. 
 
Puede usarse cualquier método bien conocido en la técnica para detectar y cuantificar la cantidad de los amplicones. 
Típicamente, se usan cebadores fluorescentes junto con un sistema de detección de fluorescencia. La detección de 25 
la fluorescencia durante el proceso de termociclado puede realizarse, por ejemplo, con el uso de un analizador de 
electroforesis capilar. En la electroforesis capilar, se examinan las longitudes de los amplicones permitiendo que 
migren a través de un tubo delgado relleno de gel y midiendo el periodo de tiempo requerido para que la muestra migre 
una determinada distancia (por ejemplo, hasta el final de un capilar). Tras la electroforesis capilar, se habitual detectar 
el amplicón usando un detector de señales de fluorescencia que se instala al final de un capilar. Los aparatos para 30 
realizar electroforesis capilar son bien conocidos. Hay muchas referencias disponibles que describen el aparto básico 
y varios instrumentos de electroforesis capilar están disponibles en el mercado, por ejemplo, en Applied Biosystems 
(Foster City, Calif.). Referencias ejemplares que describen el aparato de electroforesis capilar y su funcionamiento 
incluyen Jorgenson, Methods 4:179-90 (1992); Colburn et al., Applied Biosystems Research News, tema 1 (invierno 
de 1990); y similares. 35 
 
En algunas realizaciones, la duración de la etapa para detectar y cuantificar los amplicones varía de 15 min a 45 min. 
Típicamente, la duración de la etapa es de aproximadamente 30 min. 
 
En algunas realizaciones, el método de la presente invención comprende además una etapa que consiste en calcular 40 
una puntuación que representa la probabilidad de que el DLBCL pertenezca a una clase particular (ABC frente a GCB). 
 
Como se describe en el ejemplo, la puntuación puede ser el resultado de una adaptación de la puntuación pronóstica 
lineal (LPS) definida por Wright et al. (Wright et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Ago 19; 100(17): 9991-6.) y una 
prueba diagnóstica bayesiana. De hecho, el experto en la materia puede adoptar la suposición de que las 45 
distribuciones de las puntuaciones dentro de los grupos GCB y ABC siguen distribuciones normales, lo que permite 
estimar la probabilidad, para cada caso, de que pertenezca a uno u otro subtipo. Para equilibrar el sobrepeso de los 
genes más altamente expresados (un fenómeno marginal en los valores normalizados y sometidos a transformación 
logarítmica en exceso usados en la publicación de Wright que ya no es despreciable con los valores en escala lineal 
manipulados aquí), pueden aplicarse factores de gradación para tener en cuenta las diferencias en los intervalos de 50 
expresión entre los diferentes genes, dividiendo los valores estadísticos t por la expresión media de sus 
correspondientes genes en la serie de capacitación. 
 
En algunas realizaciones, la puntuación (LPS) se calcula mediante la fórmula: 
 55 

 
 

y en la que G representa el conjunto de 10 genes GCB-ABC, J representa el conjunto de n = 14 genes medidos, tg 
representa el valor estadístico t generado por un ensayo de la t para la diferencia en la expresión del gen g entre los 
casos de GCB y de ABC en la serie de capacitación, mg representa la media aritmética de las expresiones génicas 60 
para el gen g en la serie de capacitación y Xg representa la expresión génica del gen g en la muestra considerada. La 
expresión génica Xg del gen g en una muestra dada se calcula como la altura máxima Hg del pico de fluorescencia 
medido para el gen g dividida por la media aritmética de los 14 picos medidos para la muestra considerada. 
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En algunas realizaciones, los valores de tg y mg se definen de acuerdo con la tabla A: 
 

Tabla A. 

Gen (g) tg mg 

NEK6 -6,09456 0,37762 

MYBL1 -4,00549 0,30712 

LMO2 -8,80942 0,79006 

TACI 4,46992 0,41455 

TNFRSF9 -2,50028 0,34052 

BCL6 -3,16453 0,44348 

CCND2 2,7198 0,70859 

IRF4 5,35073 1,95678 

IGHM 5,0939 2,87208 

FOXP1 2,67211 1,63401 

 5 
En algunas realizaciones, el método de la presente invención comprende además las etapas de comparar la 
puntuación (LPS) con puntuaciones obtenidas con el mismo método en una serie de capacitación de casos GCB y 
ABC clasificados por un método de referencia, y calcular, para cada muestra, la probabilidad de que pertenezcan a 
los grupos GCB y ABC: 
 10 

 
 

P(X ϵ GCB) = 1 - P(X ϵ ABC) 
 
en el que Φ(x, µ, σ2) representa la función de densidad de probabilidad de una distribución normal de la media µ y la 15 
desviación típica σ2, µABC y µGCB representan respectivamente las medias aritméticas de las puntuaciones LPS en los 
casos ABC y GCB de la serie de capacitación, σ2

ABC y σ2
GCB representan respectivamente las desviaciones típicas de 

las puntuaciones LPS en los casos ABC y GCB de la serie de capacitación. Las muestras para las que la probabilidad 
de que pertenezcan al grupo ABC es mayor que un umbral de confianza predeterminado (por ejemplo, 90 %) se 
clasifican finalmente como ABC, y respectivamente para el grupo GCB. Las muestras que no se logran clasificar como 20 
uno de estos dos grupos se denominan "no clasificadas". En algunas realizaciones, los valores de µ y σ2 se determinan 
como se describe en la tabla B: 
 

Tabla B. 

 ABC GCB 

µ 18,72886 -33,53634 

σ2 10,21838 18,12447 

 25 
El método de la presente invención, por tanto, es particularmente adecuado para determinar si un sujeto es elegible o 
no para un tratamiento. Los tratamientos de DLBCL son bien conocidos en la técnica (Mark Roschewski, Louis M. 
Staudt y Wyndham H. Wilson. Diffuse large B-cell lymphoma-treatment approaches in the molecular era. Nat. Rev. 
Clin. Oncol. 11, 12-23 (2014)). El tratamiento basal incluye administrar al sujeto ciclofosfamida, doxorrubicina, 
vincristina, prednisona y ritxumimab (R-CHOP) o etopósido, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, prednisona y 30 
rituximab (DA - EPOCH-R). Los sujetos con GCB DLBCL tienen mejor pronóstico que aquellos con ABC DLBCL 
cuando se tratan con R-CHOP o con DA-EPOCH-R. Los inhibidores de la histona-lisina N-metiltransferasa EZH2 
(EZH2) (por ejemplo, GSK126 y Ell E7438) podrían ser particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-
DLBCL. Los inhibidores de la ruta de PI3K/Akt/mTOR (por ejemplo, LY294002, everólimus, temsirólimus, Idelalisib 
también conocido como CAL-101 o MK-2206) podrían ser particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-35 
DLBCL. Los inhibidores de BCL2 (por ejemplo, Navitoclax (ABT-263), ABT-199 o ABT-737) podrían ser 
particularmente adecuados para el tratamiento de GCB-DLBCL. Los inhibidores de BCL6 (por ejemplo, el inhibidor de 
molécula pequeña 79-6) podría ser particularmente adecuado para el tratamiento de GCB-DLBCL. Los inhibidores de 
la ruta de NF-κB podrían ser particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL. Los inhibidores de la ruta 
de NF-κB típicamente incluyen, aunque sin limitación, inhibidores de la IκB cinasa (IKK) e inhibidores del proteasoma 40 
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(por ejemplo, Bortezomib, Carfilzomib). Por ejemplo, Bortezomib más DA-EPOCH (o R-CHOP) provocaron mayores 
tasas de respuesta y supervivencia en pacientes con ABC-DLBCL en comparación con GCB-DLBCL. La lenalidomida, 
también podría ser particularmente adecuada para el tratamiento de ABC-DLBCL. El Ibrutinib, antiguamente PCI-
32765, que es un inhibidor oral de molécula pequeña que inhibe selectiva e irreversiblemente la tirosina cinasa Bruton 
(BTK) a través de unión covalente mediante la cisteína-481, también sería particularmente adecuado para el 5 
tratamiento de ABC-DLBCL. La enzastaurina o sotrastaurina, que son inhibidores de PKC-β, podrían ser 
particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL. Los inhibidores de JAK-1 y JAK-2 (por ejemplo, 
Ruxolitinib) también podrían ser particularmente adecuados para el tratamiento de ABC-DLBCL. 
 
En algunas realizaciones, el método de la presente invención no solamente es particularmente adecuado para 10 
clasificar el DLBCL del sujeto en un GCB-DLBCL o en un ABC-DLBCL, sino que también puede ser adecuado para 
determinar si el sujeto conseguirá una respuesta con un anticuerpo anti-CD20 so el nivel de expresión de MS4A1 se 
incluye en el ensayo de RT-MPLPA. Los ejemplos de anticuerpos específicos para el antígeno CD20 incluyen: "C2B8" 
que ahora se denomina "Rituximab" ("RITUXAN®") (patente de Estados Unidos n.º 5 736 137), un anticuerpos 
quimérico pan-B dirigido a CD20; el anticuerpo murino 2B8 marcado con itrio-[90] denominado "Y2B8" o "Ibritumomab 15 
Tiuxetan" ZEVALIN® (patente de Estados Unidos n.º 5 736 137), un mAb murino lgG1 kappa unido covalentemente a 
MX-DTPA para quelar itrio-[90]; lgG2a murina "Bl", también denominada "Tositumomab", opcionalmente marcada con 
131I radioactivo para generar el anticuerpo "131 I-B1" (yodo 131 tositumomab, BEXXAR™) (patente de Estados Unidos 
n.º 5 595 721); anticuerpo monoclonal murino "1 F5" (Press et al. Blood 69 (2):584-591 (1987) y variantes del mismo, 
incluyendo 1 F5 "parcheado en la región flanqueante" o humanizado (documento WO003/002607, Leung, S.; ATCC 20 
depósito HB-96450); anticuerpo 2H7 murino y 2H7 quimérico (patente de Estados Unidos n.º 5 677 180); 2H7 
humanizado, también conocido como ocrelizumab (PRO-70769); ofatumumab (Arzerra), una lgG1 completamente 
humana contra un epítopo novedoso en CD20 huMax-CD20 (Genmab, Dinamarca; documento WO2004/035607 (U.S. 
10/687 799); AME-133 (ocaratuzumab; Applied Molecular Evolution), un mAb completamente humanizado y 
optimizado lgG1 contra CD20; anticuerpo A20 o variantes del mismo tal como anticuerpos A20 quimérico o 25 
humanizado (cA20, hA20, respectivamente) (documento U.S. 10/366 709); y anticuerpos monoclonales L27, G28-2, 
93-1 B3, B-CI o NU-B2 disponibles en el International Leukocyte Typing Workshop (Valentine et al., En: Leukocyte 
Typing III (McMichael, Ed., pág. 440, Oxford University Press (1987)). Además, los anticuerpos adecuados incluyen, 
por ejemplo, anticuerpos GA101 (obinutuzumab), un anticuerpo anti-CD20 humanizado de tercera generación de 
Biogen Idec/Genentech/Roche. Además, BLX-301 de Biolex Therapeutics, un anticuerpo anti-CD20 humanizado con 30 
glucosilación optimizada o veltuzumab (hA20), un anticuerpo anti-CD20 humanizado de 2.ª generación de 
Immunomedics o DXL625, derivados de veltuzumab, tales como los anticuerpos hexavalentes biespecíficos de IBC 
Pharmaceuticals (Immunomedics) que está compuestos de una IgG anti-CD20 divalente de veltuzumab y un par de 
dímeros estabilizados de Fab derivados de milatuzumab, un mAb anti-CD20 potenciado con tecnología de reticulación 
dinámica de InNexus, de Inexus Biotechnology ambos son anticuerpos anti-CD20 humanizados que son adecuados. 35 
Anticuerpos adecuados adicionales son BM-ca (un anticuerpo anti-CD20 humanizado (Int J Oncol. 2011 Feb; 38(2): 
335-44)), C2H7 (un anticuerpos quimérico anti-CD20 (Mol Immunol. 2008 May; 45(10): 2861-8)), PRO131921 (un 
anticuerpo anti-CD20 de tercera generación desarrollado por Genentech), Reditux (una versión biosimilar de rituximab 
desarrollada por Dr Reddy's), PBO-326 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Probiomed), una versión 
biosimilar de rituximab desarrollada por Zenotech, TL-01 1 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Teva), 40 
CMAB304 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Shanghai CP Guojian), GP-2013 (una versión 
biosimilar de rituximab desarrollada por Sandoz (Novartis)), SAIT-101 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada 
por Samsung BioLogics), una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Intas Biopharmaceuticals, CT-P10 (una 
versión biosimilar de rituximab desarrollada por Celltrion), una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Biocad, 
Ublituximab (LFB-R603, un mAb producido de forma transgénica dirigido a CD20 desarrollado por GTC 45 
Biotherapeutics (LFB Biotechnologies)), PF-05280586 (una supuesta versión biosimilar de rituximab desarrollada por 
Pfizer), Lymphomun (Bi-20, un anticuerpo trifuncional anti-CD20 y anti-CD3, desarrollado por Trion Pharma), una 
versión biosimilar de rituximab desarrollada por Natco Pharma, una versión biosimilar de rituximab desarrollada por 
iBio, una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Gedeon Richter/Stada, una versión biosimilar de rituximab 
desarrollada por Curaxys, una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Coherus Biosciences/Daiichi Sankyo, 50 
una versión biosimilar de rituximab desarrollada por BioXpress, BT-D004 (una versión biosimilar de rituximab 
desarrollada por Protheon), AP-052 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada por Aprogen), una versión 
biosimilar de ofatumumab desarrollada por BioXpress, MG-1 106 (una versión biosimilar de rituximab desarrollada por 
Green Cross), IBI-301 (un anticuerpo monoclonal humanizado contra CD20 desarrollado por Innovent Biologies), BVX-
20 (un mAb humanizado contra CD20 desarrollado por Vaccinex), 20-C2-2b (un mAb-IFNalfa biespecífico dirigido a 55 
CD20 y antígeno-DR de leucocitos humanos (HLA-DR) desarrollado por Immunomedics), MEDI-552 (desarrollado por 
Medlmmune/AstraZeneca), los conjugados anti-CD20/estreptavidina desarrollados por NeoRx (ahora Poniard 
Pharmaceuticals), los anticuerpos anti-CD20 humano de segunda generación desarrollados por Favrille (ahora 
MMRGIobal), TRU-015, un fragmento de anticuerpo anti-CD20 desarrollado por Trubion/Emergent BioSolutions. 
 60 
El método de la presente invención es particularmente adecuada para predecir el tiempo de supervivencia del sujeto 
cuando el ensayo también comprende un medio para determinar la expresión de MYC y/o BCL2. En algunas 
realizaciones, el nivel o los niveles de expresión de MYC y/o BCL2 se comparan con sus valores de referencia 
predeterminados respectivos, en los que, cuando el nivel o los niveles de expresión de MYC y/o BCL6 son mayores 
de sus valores de referencia predeterminados respectivos, se concluye que el sujeto tendrá un mal pronóstico (es 65 
decir, la duración de la supervivencia sin enfermedad (DFS) o la supervivencia global (OS) o ambas). 

E15708545
03-07-2020ES 2 804 308 T3

 



34 

 
La presente invención también se refiere a un kit para realizar el método de la presente invención como se define en 
las reivindicaciones. 
 
En algunas realizaciones, el kit de la presente invención comprende las sondas SEQ ID NO:54-73 y las sondas 5 
competidoras SEQ ID NO:82-83. 
 
En algunas realizaciones, el kit de la presente invención comprende los cebadores hexaméricos aleatorios adecuados 
para la síntesis de ADNc como se describe anteriormente. 
 10 
En algunas realizaciones, el kit de la presente invención comprende cualquier medio adecuado para realizar la etapa 
de ligamiento. En particular, el kit de la invención comprende una ligasa como se describe anteriormente. 
 
En algunas realizaciones, el kit de la presente invención comprende cualquier medio adecuado para realizar la etapa 
de amplificación como se describe anteriormente. En particular, el kit de la presente invención comprende al menos 15 
un par de cebadores como se describe anteriormente. En algunas realizaciones, el par de cebadores es ILLU1 (SEQ 
ID NO: 84) (GGGTTCCCTAAGGGTTGGA) e ILLU2 (SEQ ID NO: 85) (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA). El kit de 
la presente invención puede comprender además tampón, dNTP, detergentes, una polimerasa tal como polimerasa 
Taq o cualquier agente adicional tal como betaína. 
 20 
En algunas realizaciones, el kit de la invención comprende cualquier medio para calcular la puntuación como se 
describe anteriormente. En particular, el kit de la presente invención puede comprender además un programa 
informático adecuado para calcular la puntuación como se describe anteriormente y opcionalmente interpretar los 
resultados para determinar el modo en que se clasificará el DLCL del sujeto. 
 25 
La presente divulgación se refiere al programa informático que puede implementarse en cualquier sistema (por 
ejemplo, un ordenador) para calcular la puntuación como se describe anteriormente y opcionalmente interpretar los 
resultados para determinar el modo en que se clasificará el DLCL del sujeto. 
 
La invención se ilustrará adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y 30 
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invención. 
 
Descripción de las figuras 
 

Figura 1: Descripción de las cohortes analizadas. 35 
Se indica la estructura general y las superposiciones entre las diferentes cohortes, junto con sus características 
principales (recuento de muestra, tipo de material, patrón de GEP cuando esté disponible). Las cohortes de nuestra 
institución (A) están separadas de la cohorte externa (B) para resaltar su independencia. 
 
Figura 2: Perfiles de RT-MLPA representativos. 40 
Los perfiles de RT-MLPA generados por el programa informático especializado se presentan para dos muestras 
representativas (GCB en el panel superior, ABC en el panel inferior). Para cada muestra, se proporciona un perfil 
de análisis por fragmento (intensidad de la fluorescencia como una función de los tamaños de fragmentos de PCR) 
en el panel de la izquierda, con los intervalos explorados para los picos relacionados con gen resaltados por 
diversos colores (azul para genes relacionados con ABC, naranja para genes relacionados con GCB, verde para 45 
el control interno MS4A1 y gris para otros genes relevantes en diagnóstico o pronóstico). Los marcadores de 
tamaño, que se usan para la alineación de los perfiles y la estimación del tamaño de los fragmentos (canal ROX), 
se presentan usando líneas de puntos que indican su tamaño teórico. El panel de la derecha ilustra la predicción 
realizada mediante la prueba diagnóstica RT-MLPA, que muestra la superposición de la puntuación de la muestra 
en las distribuciones teóricas de las puntuaciones en los subgrupos de ABC y GCB. 50 
 
Figura 3: Capacitación y validación de la prueba diagnóstica RT-MLPA. 
(A) Las puntuaciones de las muestras de GCB y ABC de la serie de capacitación se presentan como barras 
verticales, por debajo de las funciones de densidad estimadas usadas en el modelo de predicción. (B) y (C) 
presentan la expresión de los 8 genes incluidos en la prueba diagnóstica GCB-ABC en la serie de capacitación (B) 55 
y validación (C) como gráficos cromáticos, junto con las clases esperadas calculadas usando la tecnología DASL 
(panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos (panel superior). Las 
muestras (columnas) están ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras que los genes (filas) 
están ordenados por su potencia discriminadora (valor estadístico t presentado en la derecha). Las barras negras 
verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar 60 
y ABC de izquierda a derecha). 
 
Figura 4: Validación independiente de la prueba diagnóstica RT-MLPA en muestras Affymetrix 
La expresión de los 8 genes incluidos en la prueba diagnóstica GCB-ABC en una serie independiente de 64 
muestras congeladas se presenta como un gráfico cromático, junto con las clases esperadas calculadas usando 65 
matrices Affymetrix U133+2 (panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos 
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(panel superior). Las muestras (columnas) están ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras 
que los genes (filas) están ordenados por su potencia discriminadora (valor estadístico t presentado en la derecha). 
Las barras negras verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen 
(GCB, sin clasificar y ABC de izquierda a derecha). 
 5 
Figura 5: Rendimientos de la prueba diagnóstica RT-MLPA en muestras de FFPE. 
La expresión de los 8 genes incluidos en la prueba diagnóstica GCB-ABC en una serie de 28 muestras de FFPE 
se presenta como un gráfico cromático, junto con las clases esperadas calculadas usando la tecnología DASL 
sobre muestras congeladas coincidentes (panel central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno 
de los grupos (panel superior). Las muestras (columnas) están ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA 10 
ascendentes, mientras que los genes (filas) están ordenados por su potencia discriminadora (valor estadístico t 
presentado en la derecha). Las barras negras verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha 
predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar y ABC de izquierda a derecha). 
 
Figura 6: Rendimientos de la prueba diagnóstica RT-MLPA en comparación con IHC. 15 
La expresión de los 8 genes incluidos en la prueba diagnóstica GCB-ABC en una serie de 100 muestras congeladas 
se presenta como un gráfico cromático, junto con los resultados del algoritmo inmunohistoquímico de Hans (panel 
central) y la probabilidad predicha de que pertenezcan a cada uno de los grupos (panel superior). Las muestras 
(columnas) están ordenadas por puntuaciones de RT-MLPA ascendentes, mientras que los genes (filas) están 
ordenados por su potencia discriminadora (valor estadístico t presentado en la derecha). Las barras negras 20 
verticales dividen las muestras de acuerdo con el grupo que se ha predicho al que pertenecen (GCB, sin clasificar 
y ABC de izquierda a derecha). 
 
Figura 7: Desenlaces de los pacientes de acuerdo con la agrupación basada en RT-MLPA. 
Se presenta la supervivencia sin progresión (columna de la izquierda) y global (columna de la derecha) de una 25 
serie de 135 pacientes tratados con una combinación de rituximab y quimioterapia de acuerdo con diversos factores 
de agrupación: subgrupo de GCB-ABC, predicho por RT-MLPA (A), expresiones de LMO2 (B), BCL6 (C) y 
TNFRSF13B (D) medidas por RT-MLPA de acuerdo con sus respectivas medianas, MYC+ BCL2+ frente al resto 
de la cohorte (E), definida por una expresión de RT-MLPA mayor de 1,284 para MYC y 0,256 para BCL2. Los 
valores de p de orden logarítmico sin procesar se presentan en los paneles de leyenda respectiva. 30 
 
Figura S1: Secuencia de trabajo del procedimiento experimental de RT-MLPA. 
El procedimiento para la preparación de las sondas de RT-MLPA y la mezcla competidora se describe en el panel 
superior. Siguiendo este protocolo, la mezcla final permite ensayar más de 600 muestras, y la mezcla concentrada 
más de 6000 muestras. La secuencia de trabajo experimental, que consiste en cuatro etapas, específicamente, 35 
retrotranscripción, hibridación, ligamiento y PCR/análisis, se detalla en el panel inferior. 
 
Figura S2: Reproducibilidad y robustez de la prueba diagnóstica RT-MLPA. 
Las puntuaciones de RT-MLPA obtenidas para 10 réplicas de dos muestras congeladas (ARN 9260 y 9402, GCB 
y ABC respectivamente) se representan sobre las distribuciones modelizadas en los subgrupos GCB y ABC (A). 40 
La misma representación se muestra (B) para las 12 diluciones en serie de la muestra 9402, con un valor atípico 
obvio (12.ª dilución, correspondiente a menos de 1 ng de ARN) resaltado en rojo. También se representan las 
alturas de pico sin procesar (C) y normalizadas (D) para los 14 genes incluidos en la prueba diagnóstica RT-MLPA 
en las 12 diluciones en serie de la muestra 9402, junto con las puntuaciones y las probabilidades predichas de que 
pertenezcan al subgrupo ABC (E). 45 

 
Ejemplo: 
 
Materiales y métodos 
 50 
Pacientes 
 
Se incluyó un total de 259 pacientes con DLBCL en este estudio (figura 1 y tabla S1). Todas las muestras se obtuvieron 
después de recibir el consentimiento del paciente y este estudio se aprobó por nuestro comité de revisión institucional. 
Una primera serie de 195 pacientes de una sola institución (Centre Henri Becquerel, Rouen, Francia) se usó para 55 
capacitar y validar el clasificador de GCB/ABC. Una clasificación de GCB/ABC previamente determinada usando un 
ensayo de DASL (método de hibridación mediada por ADNc, selección, prolongación y ligamiento)18 estaba disponible 
para 115 pacientes. Estaba disponible una clasificación inmunohistoquímica para 100 casos, y los datos de 
supervivencia para 135 de ellos. Una segunda serie de 64 pacientes incluidos en el programa de estudio GHEDI 
realizado por el grupo LYSA y analizado previamente por micromatrices de perfil de expresión génica (Affymetrix 60 
U133A+2) se usó como conjunto de validación externo19. Para todos los pacientes, los criterios de inclusión fueron 
DLBCL de novo con ARN disponible extraído de biopsias de ganglio linfático congeladas en el momento del 
diagnóstico. Los diagnósticos se determinaron de acuerdo con los criterios de la OMS de 2008 por patólogos expertos1. 
Se excluyeron linfomas de linfocitos B grandes difusos mediastinales primarios y DLBCL ricos en linfocitos T. 
 65 
Extracción de ARN 
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Se extrajo el ARN total de fragmentos de biopsia congelada usando el kit RNA NOW (Biogentex, Seabrook, TX). Las 
muestras de ARN posteriormente se almacenaron a -80 °C en agua. Para 30 casos, las muestras de ARN se extrajeron 
de biopsias incluidas en parafina fijadas con formol (FFPE) usando el kit Absolutely RNA FFPE (Agilent Technologies, 
La Jolla, CA, EE. UU.). 5 
 
Inmunohistoquímica 
 
Para construir las micromatrices de tejido (TMA) (Alphelys, Plaisir, Francia), se usaron tres núcleos representativos 
(0,6 mm) de tejidos FFPE para cada caso. La tinción inmunohistoquímica se realizó en secciones de 4 µm usando 10 
procedimientos convencionales. Se realizó recuperación de antígeno en PTLink (DAKO, Glostrup, Dinamarca) con un 
tampón de pH 9. CD10 (clon 56C6, 1/50e, DAKO, Glostrup, Dinamarca), BCL6 (clon PGB6P, 1/10e, DAKO, Glostrup, 
Dinamarca) y MUM1 (clon MUM1p, 1/100e, DAKO, Glostrup, Dinamarca) se tiñeron usando un AUTOSTAINER Link48 
(DAKO, Glostrup, Dinamarca) con el sistema EnVision FLEX. Los fenotipos GCB y no GCB se definieron usando el 
árbol de decisiones con los límites indicados establecidos por Hans y colaboradores20. 15 
 
Diseño y mezcla de sonda de RT-MLPA 
 
Las sondas de RT-MLPA que se usaron se enumeran en la tabla 1. Para evitar amplificaciones indeseadas de ADN 
genómico, todas las sondas se diseñaron entre límites de exones. Se preparan de una región específica de gen 20 
complementaria a la diana de ADNc y de una cola para permitir la amplificación por PCR final. Todas las sondas 5' 
tienen una cola común en su extremo 5' (GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA), que correspondía al cebador universal, 
U1. Todas las sondas 3' tienen una cola común diferentes en su extremo 3' (TCCAACCCTTAGGGAACCC), que es 
complementaria al cebador universal, U2. Se insertaron espaciadores adicionales (repeticiones TAC) entre las colas 
y las regiones específicas de gen para permitir la separación y la identificación de los productos de PCR de acuerdo 25 
con su tamaño. Las sondas 3' se solicitaron con extremos 5' fosforilados para permitir las reacciones de ligamiento. 
Todas las sondas de RT-MLPA usadas en este estudio eran oligonucleótidos sintéticos, solicitados al grado de 
purificación más bajo (HPSF) y a la escala de síntesis mínima (0,01 µmol para las sondas de la izquierda y 0,05 µmol 
para las sondas fosforiladas de la derecha) (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Alemania). Para dos genes, también 
se diseñaron sondas competidoras idénticas a las sondas de MLPA, pero sin las colas de PCR, que se usaron para 30 
normalizar las señales de amplificación. 
 
Para preparar la mezcla de sondas de MLPA, se prepararon diluciones 10 µM de cada sonda y competidores en Tris 
10 mM y EDTA 1 mM. Los dos competidores se mezclaron con sus sondas correspondientes a una relación de 1 
(sonda de MLPA) a 4 (competidor) para los genes IGHM y NEK6. Entonces, se mezclaron juntos 2 µl de cada dilución 35 
de sonda (n = 26) o (dilución de mezcla de sonda + competidor) (n = 2) para obtener un volumen final de 56 µl. 
Entonces se añadió un volumen igual de TE 1x para obtener un volumen de 112 µl. La dilución final se obtuvo diluyendo 
11,2 µl de la mezcla de sondas concentrada en un volumen final de 1 ml de Tris 10 mM y tampón EDTA 1 mM. 
 
Procedimiento de RT-MLPA 40 
 
El protocolo de RT-MLPA se adaptó de Eldering et al.17. Se proporciona una secuencia de trabajo esquemática del 
procedimiento experimental en la figura S1. Las modificaciones más importantes que se hicieron fueron el uso de 
cebadores hexaméricos aleatorios en lugar de cebadores específicos de gen para la síntesis de ADNc, la reducción 
de la etapa de hibridación de 16 a 1 hora, y el uso de oligonucleótidos sintéticos como sondas de MLPA. 45 
 
Todas las reacciones de RT-MLPA se realizaron en tubos de 200 µl en un termociclador con una tapa calentada. En 
primer lugar se diluyó aproximadamente un microgramo de los ARN totales obtenidos de las biopsias de DLBCL en 
4 µl de agua sin RNasa y se mantuvieron en hielo. Después de la adición de 7,5 µl de mezcla de retrotranscripción 
(2,5 µl de tampón de RT-MMLV 5x, 1 µl de DTT 100 mM, 2 µl de dNTP 10 mM y 2 µl de cebadores aleatorios 100 µM), 50 
las muestras se calentaron durante 1 min a 80 °C para fundir la estructura secundaria del ARNm, se incubaron durante 
5 min a 37 °C para permitir la hibridación de los cebadores aleatorios y se enfriaron a 4 °C. A continuación, se añadió 
1 µl de retrotranscriptasa MMLV, y las muestras se incubaron durante 15 min a 37 °C para sintetizar el ADNc, se 
calentaron durante 2 min a 98 °C para inactivar la enzima y se enfriaron a 4 °C. Entonces, se transfirieron 5 µl de 
ADNc a un nuevo tubo, y se añadieron 3 µl de una mezcla de sondas de RT-MLPA (1,5 µl de tampón de SALSA-MLPA 55 
+ 1,5 µl de mezcla de sondas de dilución final). Las muestras se calentaron durante 2 min a 95 °C y se incubaron 
durante 1 h a 60 °C para permitir la hibridación de las sondas de MLPA con sus dianas de ADNc. El ligamiento de los 
oligonucleótidos hibridados se realizó enfriando todas las muestras a 56 °C, añadiendo 32 µl de una mezcla de 
ligamiento (3 µl de tampón A de SALSA-ligasa 65, 3 µl de tampón B de SALSA-ligasa, 25 µl de agua sin RNasa, 1 µl 
de SALSA-ligasa 65), e incubando las muestras mezcladas durante 15 min a 56 °C. La enzima ligasa a continuación 60 
se inactivó calentando durante 5 min a 98 °C. Para la amplificación por PCR final, se añadieron 5 µl de cada producto 
de ligamiento a 15 µl de una mezcla de PCR (10 µl de mezcla fundamental de PCR Thermo Scientific Extensor Hi-
Fidelity; Thermo Scientific, 1 µl de cebador U1 10 µM, 1 µl de cebador U2 marcado con FAM 10 µM, 3 µl de agua sin 
RNasa). La amplificación se realizó con el siguiente programa: 6 min 94 °C; 35 ciclos (30 s 94 °C, 30 s 58 °C, 30 s 
72 °C); 4 min 72 °C; refrigeración hasta 16 °C. 65 
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Para el análisis de datos, se mezcló 1 µl de cada producto de PCR con 1 µl de patrón de tamaño GeneScan-400 HD 
ROX y 28 µl de formamida, se desnaturalizó durante 3 min a 95 °C, y se cargó en un analizador de electroforesis 
capilar ABI3130 en modo GeneScan (Applied Biosystems, Warrington, R.U.). Los ajustes de migración fueron los 
siguientes: voltaje antes del procesamiento 15 kV; tiempo antes del procesamiento 180 s; voltaje de inyección 1 kV; 
tiempo de inyección 3 s (reducido hasta 1 s cuando las señales de fluorescencia estaban fuera de escala), voltaje de 5 
procesamiento 10 kV; tiempo de procesamiento 180 s. 
 
Procesamiento de datos 
 
Para facilitar la interpretación de los resultados, se desarrolló un programa informático acoplado para manipular el 10 
proceso de análisis completo, desde los archivos del analizador de fragmentos sin procesar (.fsa) hasta las 
calificaciones de muestra y probabilidades de GCB/ABC. Este programa informático, que puede descargarse 
libremente de http://bioinformatics.ovsa.fr/MLPA, proporciona una representación gráfica del perfil y de la clasificación 
GCB/ABC (figura 2), y una tabla de expresiones génicas normalizadas. Consiste en una interfaz de usuario Tcl-tk 
desarrollada en un paquete R (R core team, http://www.r-project.org), ambos distribuidos libremente con la licencia 15 
pública GNU 3. 
 
Cada canal de los perfiles de electroforesis en primer lugar se corrige para los sesgos relacionados con el tiempo, 
usando una transformación LOWESS de las señales a lo largo del tiempo. Para estimar los tamaños de los picos en 
pares de bases, entonces los perfiles se alinean usando los patrones de tamaño de 50, 60, 90, 100 y 120 pb. El perfil 20 
ROX se suaviza usando un núcleo gaussiano de Nadaraya-Watson, y se usan los índices de tiempo de máximos 
locales para ajustar un modelo lineal que convierte los índices de tiempo en pares de bases. Las alturas de los 
diferentes picos se miden a continuación buscando los máximos de la señal FAM en los intervalos de tamaño que se 
predefinen en pares de bases. Las ventanas de gen y también de patrón de tamaño se afinaron a partir de los perfiles 
gráficos, y quedaron disponibles en el archivo de diseño del programa informático (versión 1.8.5). Para minimizar el 25 
sesgo de la cantidad de ARN, todos los valores de expresión se dividieron finalmente por la media de todos los genes 
medidos en la muestra, y los logaritmos de base 2 de estas relaciones más 1 se usan como valores de expresión 
normalizados. 
 
Análisis de supervivencia 30 
 
El análisis de supervivencia se restringió a los 135 pacientes diagnosticados entre 2001 y 2011 en el Centre Henri 
Becquerel, que se trataron mediante una combinación de rituximab y quimioterapia. Se realizó usando el paquete de 
"supervivencia" (2.37.4) del programa informático R, considerando un riesgo alfa de un 5 % como umbral de 
significación. La supervivencia global (OS) se calculó desde el día de tratamiento hasta la muerte por cualquier causa, 35 
o se censuró por la derecha en el último seguimiento. La supervivencia sin progresión (PFS) se calculó desde el día 
de tratamiento hasta progresión de la enfermedad, recidiva o muerte por cualquier causa, o se censuró por la derecha 
en el último seguimiento. Las tasas de supervivencia se estimaron usando el método de Kaplan-Meier que proporciona 
intervalos de confianza del 95 %, y se evaluaron las diferencias significativas entre grupos mediante ensayo del orden 
logarítmico (α = 5 %). Se realizaron análisis univariantes continuos usando modelos de regresión de riesgos 40 
proporcionales Cox, y los valores de p del ensayo de cociente de verosimilitudes y se presentan las tasas de 
descubrimiento falso derivadas21. Todas las combinaciones de umbrales se ensayaron para la significación PFS del 
subgrupo MYC+ BCL2+, que se centra en el par de valores que dio lugar a la segmentación más significativa de 
pacientes22. 
 45 
Análisis estadístico 
 
Las precisiones de predicción y las proporciones sin clasificar se presentan con intervalos de confianza (CI) del 95 % 
estimadas por el método de cálculo binomial "exacto", como se implementa en el paquete binom R (versión 1.1-1). 
 50 
Resultados 
 
Selección de genes 
 
Los genes candidatos para su inclusión en la prueba diagnóstica de GCB/ABC se seleccionaron de acuerdo con su 55 
expresión diferencial en dos series independientes de micromatrices Affymetrix U133+2. La primera serie consistía en 
203 micromatrices disponibles de Lenz et al.23 en la base de datos GEO (GSE11318). La segunda consistía en una 
serie independiente de 225 micromatrices clasificadas en los subtipos GCB o ABC, siguiendo las recomendaciones 
de Wrights y col.24 y un rasgo distintivo de 24 genes19. Se construyó un modelo LIMMA para cada serie usando R 
(2.15.1, paquete LIMMA versión 3.12.3) para discriminar dos grupos usando micromatrices de un solo canal. Se 60 
seleccionaron genes con al menos un conjunto de sondas FDR < 10-12 en ambas series para ensayo de RT-MLPA, 
empezando con los valores de p más bajos. Los 16 marcadores obtenidos de esta selección inicial se enumeran en la 
tabla 2. 
 
Entonces se ensayaron diferentes combinaciones de genes para finalizar el diseño y se seleccionaron las expresadas 65 
a los niveles más comparables. Finalmente se retuvieron cuatro marcadores GCB (LMO2, MYBL1, BCL6, NEK6) y 
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cuatro ABC (IRF4, FOXP1, IGHM, TNFRSF13B). Para dos genes expresados a niveles muy altos en algunas muestras 
(NEK6 y IGHM), se usaron sondas competidoras para reducir la altura de los picos correspondientes en los perfiles 
de RT-MLPA. Finalmente se incluyeron los genes MYC, BCL2 y TNFRSF9, que mostraron ser pronósticos en DLBCL, 
y los genes CCND1, CCND2 y MS4A1 (que codifica CD20) como controles. Los perfiles de RT-MLPA representativos 
se presentan en la figura 2 y todos los valores de expresión génica se detallas en la tabla S2. 5 
 
Modelo de predicción de clase 
 
La clasificación de las muestras como GCB o ABC se consiguió usando una adaptación de la puntuación pronóstica 
lineal (LPS) definida por Wright et al.24 y una prueba diagnóstica bayesiana. Se adoptó al misma suposición de que 10 
las distribuciones de las puntuaciones dentro de los grupos GCB y ABC seguían distribuciones normales (figura 3A), 
lo que permitía la estimación de la probabilidad, para cada caso, de que pertenezca a uno u otro subtipo. Se aplicaron 
factores de gradación para equilibrar el sobrepeso de los genes más altamente expresados, un fenómeno marginal en 
los valores normalizados en exceso usados en la publicación de Wright que ya no es depreciable con los valores 
manipulados aquí. Para tener en cuenta las diferencias en los intervalos de expresión, el valor estadístico T que se 15 
usó como coeficiente específico de gen, por tanto, se dividió adicionalmente por las expresiones medias de los genes 
correspondientes en la serie de capacitación. Esta correlación también permitió evitar la normalización de 
"desplazamiento y escala" a los intervalos de Lymphochip que se sugirieron por los autores para adaptar su modelo a 
otras plataformas, lo que puede dar lugar a calificaciones incorrectas en la serie con distribuciones de GCB/ABC 
distintas de la serie Lymphochip original. Finalmente, el umbral de confianza para considerar una muestra GCB o ABC 20 
se cambió del 90 % (como recomiendan los autores) al 95 %, para una mejor especificidad. 
 
La prueba diagnóstica bayesiana se desarrolló usando una serie de capacitación de 50 casos de DLBCL seleccionados 
aleatoriamente caracterizados previamente en nuestro laboratorio usando un ensayo Veracode Illumina DASL (figura 
1, cohorte n.º 1) y un rasgo distintivo de 17 genes (figura 3B)18. Como cabía esperar, el promedio de las expresiones 25 
de los ocho genes discriminadores de GCB/ABC fue significativamente diferente entre los dos subtipos en esta serie 
(tabla 2). La prueba diagnóstica clasificó un 90 % de los casos dentro de los subtipos esperados (20 GCB y 25 ABC), 
mientras que un 10 % (1 GCB y 4 ABC) se consideraron no clasificados (CI del 95 % [78 %, 97 %] y [3 %, 22 %] 
respectivamente). En una segunda serie de validación independiente de 65 pacientes (de la misma institución y 
caracterizados usando el mismo ensayo Veracode Illumina DASL; figura 1, cohorte n.º 2), un 80 % de los casos se 30 
clasificaron dentro de los subtipos esperados (24 ABC y 28 GCB), un 13,8 % se consideraron no clasificados (3 GCB 
y 6 ABC) y cuatro se clasificaron incorrectamente (CI del 95 % [68 %, 89 %] y [7 %, 25 %] respectivamente; figura 3C). 
Cuando se centra en muestras clasificadas por ambas técnicas, se alcanza un 93 % de concordancia en esta segunda 
serie (CI del 95 % [82 %, 98 %]). 
 35 
Evaluación de reproducibilidad 
 
A continuación se realizaron diez repeticiones independientes para dos muestras (ARN 9402 y 9260, ABC y GCB 
respectivamente). Como se muestra en la figura S2A, las puntuaciones calculadas permanecieron muy estables 
(promedio -32,75, desviación típica 0,41 para la muestra 9260, promedio 17,88, desviación típica 0,32 para la muestra 40 
9402). Para abordar adicionalmente la robustez del ensayo, también se ensayaron 12 diluciones en serie a ½ de las 
mismas muestras (9402), de 400 ng a menos de 1 ng de ARN. Como se muestra en la figura S2C, las alturas de pico 
de fluorescencia sin procesar para los 14 genes permanecieron estables de 400 a 12 ng de ARN, provocando una alta 
estabilidad de los valores de expresión normalizados (figura S2D), las puntuaciones (promedio 17,84, desviación típica 
0,26; figuras S2B y E) y las probabilidades de GCB/ABC (figura S2E). 45 
 
Validación en una cohorte independiente de muestras congeladas 
 
A continuación se aplicó esta prueba diagnóstica a una segunda serie de validación independiente de 64 pacientes 
del estudio GHEDI (figura 1, cohorte n.º 4), clasificados dentro de los subtipos GCB o ABC usando los datos de 50 
expresión génica de Affymetrix U133+2 y una prueba diagnóstica bayesiana basada en un rasgo distintivo de expresión 
de 24 genes como se describe previamente24. Esta serie comprendía 28 casos GCB, 25 casos ABC y 11 no 
clasificados. Como se muestra en la figura 4, el ensayo de RT-MLPA clasificó un 84,4 % (CI del 95 % [73 %, 92 %]) 
de estos casos dentro de los subtipos esperados (24/28 GCB, 22/25 ABC y 8/11 no clasificados). 4 casos GCB y 3 
casos ABC se consideraron inclasificables, que representan un 13,2 % (CI del 95 % [5 %, 25 %]) de las muestras 55 
clasificadas por la técnica de referencia. Finalmente 3 casos previamente no clasificados se clasificaron 
incorrectamente en el subtipo ABC. Cuando se centra en muestras clasificadas por ambas técnicas, ninguna de las 
46 muestras restantes estaba en contradicción entre este ensayo y el "método de referencia" Affymetrix U133+2 (CI 
del 95 % [92 %, 100 %]). 
 60 
Validación en muestras de FFPE 
 
Para ensayar adicionalmente la robustez de este ensayo, a continuación se compararon los resultados obtenidos de 
biopsias emparejadas congeladas y FFPE. Se ensayaron treinta muestras de ARN extraídas de materiales de archivo 
de FFPE de la cohorte CHB. Excepto por dos fracasos extracción, se obtuvieron perfiles interpretables para los 28 65 
casos restantes. Como se muestra en la figura 5A, el ensayo de RT-MLPA clasificó 25 (89,3 %) de las muestras de 
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FFPE dentro de los subtipos esperados (11/14 GCB, 12/12 ABC y 2/2 no clasificados), mientras que 3 casos GCB se 
consideraron no clasificados. La correlación de Pearson estadísticamente significativa (p = 1,2e-11) entre las muestras 
congeladas y FFPE se ilustra en la figura 5B. 
 
Serie ampliada de muestras 5 
 
A continuación se incluyeron 80 muestras congeladas independientes adicionales, todas del Centre Henri Becquerel, 
y para las que no estaba disponible ni la clasificación por DASL ni por Affymetrix (figura 1, cohorte n.º 3). La serie 
ampliada resultante de 195 casos permitió ensayar las correlaciones entre la clasificación de GCB/ABC por RT-MLPA, 
IHC (100 casos) y la supervivencia (135 casos). Excluyendo las 50 muestras de la cohorte de capacitación, la prueba 10 
diagnóstica RT-MLPA clasificó 63 de los 145 casos restantes en el subtipo GCB (43,4 %), 56 en el subtipo ABC 
(38,6 %) y 26 se consideraron inclasificables (17,9 %). Estas proporciones corresponden al reparto que se observa 
típicamente en las poblaciones de DLBCL. 
 
Comparación con inmunoquímica 15 
 
Para 100 casos (54 de la cohorte de validación n.º 1 y 46 de la cohorte n.º 3), no se había abordador el origen GC/no 
GC por IHC en el diagnóstico usando el algoritmo de Hans, implementado en nuestro departamento de patología en 
200520. Para evitar los artefactos, solamente los casos con controles internos CD10 positivos se consideraron 
interpretables. En esta serie, IHC y RT-MLPA estuvieron en concordancia para 36/44 casos GCB (81,8 %) y 32/38 20 
casos ABC (84,2 %). Los últimos 18 casos, se consideraron no clasificados por RT-MLPA, distribuidos dentro de los 
subtipos GCB (4 casos) y no GCB (14 casos) definidos por IHC (figura 6). Estos resultados están en concordancia con 
lo que se observa típicamente entre las clasificaciones Affymetrix y el algoritmo de Hans, que identifican los casos 
GCB, pero no diferencian los casos no clasificados de los casos ABC (ambos denominados casos no GCB)20. 
 25 
Análisis de supervivencia 
 
Para evaluar el valor pronóstico de este ensayo, a continuación nos centramos en los 135 pacientes diagnosticados 
entre 2001 y 2011 en el Centre Henri Becquerel, que se trataron mediante una combinación de rituximab y 
quimioterapia. Como cabía esperar, los casos ABC estaban significativamente asociados con una peor PFS 30 
(p = 0,004) y OS (p = 0,012) (figura 7A). El análisis univariante continuo también confirmó que la expresión de varios 
genes individuales dentro de este rasgo distintivo de MLPA estaba significativamente asociada con el pronóstico (tabla 
S3). Como cabía esperar, se encontraron altas expresiones de LMO2 (FDR = 0,006 y 0,012 en PFS y OS, 
respectivamente) y BCL6 (FDR = 0,019 en PFS) asociadas con un mejor pronóstico. Asimismo, la baja expresión de 
TNFRSF13B se correlacionó linealmente con un mejor pronóstico (FDR = 0,036 y 0,012 en PFS y OS, 35 
respectivamente). La simplificación hacia modelos de dos grupos que clasifiquen los pacientes de acuerdo con la 
mediana de expresión del gen considerado dio lugar a resultados similares (figura 7B-D). 
 
Para ilustrar adicionalmente la capacidad de este ensayo de recuperar factores pronósticos bien establecidos, se 
comparó la supervivencia de pacientes MYC+ BCL2+ con el resto de la serie. Siguiendo los métodos descritos 40 
previamente22, los umbrales de expresión se establecieron en valores (0,256 para BCL2, 1,284 para MYC) que dan 
lugar a la segmentación más significativa de los pacientes en PFS. En total, 14 pacientes se clasificaron como MYC+ 
BCL2+, y mostraron un desenlace particularmente malo en OS (27 % [11-66] frente a 67 % [58-76] a los 3 años, 
p = 0,0002) y PFS (14 % [4-52] frente a 56 % [47-66] a los 3 años, p = 0,0007) (figura 7E). 
 45 
Debate 
 
Aquí, se describe un ensayo de RT-MLPA rápido y robusto que permite una clasificación precisa de DLBCL GCB y 
ABC. Este método fácil de usar permite la rápida evaluación de la expresión relativa de 14 genes en una sola reacción. 
Solamente requiere un termociclador, un secuenciador capilar y reactivos básicos de biología molecular y, por tanto, 50 
puede implementarse en muchos laboratorios17. Su simplicidad y flexibilidad permite ensayar desde una sola hasta 40 
muestras en paralelo, haciéndolo particularmente adecuado para una secuencia de trabajo de diagnóstico rutinario. 
Además, con las pocas adaptaciones que se hicieron, el procedimiento completo puede conseguirse en menos de un 
día, haciendo que sea una alternativa rápida y barata (con un coste de reactivos de menos de 5 dólares/muestra) a 
los métodos actuales de estratificación de DLBCL GCB y ABC. 55 
 
En la serie de validación independiente que se ensayó, ninguna de las calificaciones de RT-MLPA estaba en 
contradicción con el método de referencia actual (micromatrices Affymetrix) y únicamente unas pocas muestras se 
movieron del o al grupo "no clasificado". También se descubrió que varios factores pronósticos bien conocidos eran 
significativos cuando se determinaban por RT-MLPA, incluyendo la clasificación GCB/ABC25, las expresiones génicas 60 
de LMO2 y BCL6 (Alizadeh et al., 2011a) y la coexpresión de MYC-BCL2 (Johnson et al., 2012), confirmando 
adicionalmente la validez de este ensayo. 
 
Las proporciones de muestras inclasificables o "de tipo III" que se observaron (13,8 % y 13,2 % de las dos cohortes 
de validación congeladas) son ligeramente mayores del 9 % originalmente descrito con el método de referencia24 y el 65 
7 % presentado por el mismo laboratorio usando la tecnología Nanostring16. Debe apreciarse, sin embargo, que el 
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umbral de confianza usando para la toma de decisiones estaba aumentando desde el 90 % publicado originalmente 
hasta el 95 % más ubicuo, lo que puede explicar este pequeño aumento. No obstante, estas proporciones son 
coherentes con los rendimientos obtenidos usando otros métodos basados en expresión génica: 16 %15 o 20 %13. El 
mismo problema también se presentó con el algoritmo de IHC de Hans8-10 ya que no puede conseguirse siempre una 
interpretación fiable de CD10 y BCL6. Que este subgrupo "de tipo III" corresponda a una entidad biológica 5 
independiente o a una colección heteróclita de tumores atípicos aún es una cuestión no resuelta. Sin embargo, las 
discrepancias observadas en nuestra serie con respecto a estos linfomas, así como la ausencia de consenso 
observada en la bibliografía con respecto a su valor pronóstico14,24, tienden a apoyar la última hipótesis. 
 
Cuando se compara con otros métodos de GEP, RT-MLPA se asociado con un intervalo dinámico relativamente 10 
escaso26. Esta característica influyó en el desarrollo del clasificador, ya que algunos genes, tales como MME (que 
codifica CD10), uno de los mejores marcadores del subtipo GCB, no pudo incorporarse en el diseño final. Por otro 
lado, RT-MLPA también demostró ser eficaz al evaluar la expresión de otros marcadores muy discriminadores, tales 
como LMO2, que es particularmente difícil de evaluar por IHC. Además, aunque los DLBCL GCB y ABC difieren en la 
expresión de miles de genes4, la flexibilidad de RT-MLPA nos permitió ensayar fácil y rápidamente múltiples 15 
combinaciones de marcadores para alcanzar un diseño satisfactorio. Otra ventaja importante de RT-MLPA sobre la 
mayoría de otros métodos de GEP es que son necesarios solamente fragmentos de ADNc cortos para la correcta 
unión y ligamiento de las sondas oligonucleotídicas específicas de gen. Por tanto, está menos incluido por el uso de 
baja concentración de ARN y degradación de ARN, y constituye, por tanto, una alternativa interesante para ensayar 
biopsias FFPE. Por tanto, podría usarse para el análisis retrospectivo de colecciones de archivo y para la inclusión de 20 
pacientes en ensayos clínicos prospectivos, ya que solamente unas pocas instituciones recogen de forma rutinaria 
materiales de biopsia congelados. 
 
En conclusión, el ensayo de RT-MLPA robusto y rentable que se describe, con su secuencia de trabajo simple y su 
corto tiempo de carga y descarga, podría usarse en muchos laboratorios sin que se requiera la adquisición de ninguna 25 
plataforma especializada. Entonces, podría cuestionar IHC y otros ensayos de GEP cuantitativos para posibilitar la 
estratificación de los pacientes con DLBCL en ensayos clínicos prospectivos, y finalmente facilitar la generalización 
de tratamientos dirigidos a DLBCL GCB/ABC. 
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Tabla 2: Genes candidatos considerados para su inclusión en la prueba diagnóstica de RT-MLPA. 

Los genes discriminadores de GCB y ABC (presentados como tasas de descubrimiento falso de dos análisis 
LIMMA distintos) en dos series independientes de micromatrices Affymetrix U133+2 (GHEDI y Lenz et al.) se 

consideraron para su inclusión en la prueba diagnóstica. El conjunto de sondas de Affymetrix considerado, así 
como la decisión final de retener el gen (+) o no de acuerdo con sus rendimientos en RT-MLPA, se indican. 

Gen 
Conjunto de 

sondas 
Alto en GHEDI FDR Lenz FDR RT-MLPA 

RT-MLPA 
FDR 

BATF 205965_at ABC 1,95 × 10-11 1,05 × 10-35   

CCND2 200953_s_at ABC 1,12 × 10-6 8,92 × 10-14   

FOXP1 224838_at ABC 5,97 × 10-28 1,35 × 10-28 + 9,98 × 10-3 

FUT8 203988_s_at ABC 5,19 × 10-15 4,71 × 10-26   

IGHM 209374_s_at ABC 1,62 × 10-10 2,29 × 10-21 + 9,93 × 10-5 

IRF4 204562_at ABC 3,92 × 10-14 2,55 × 10-17 + 9,93 × 10-5 

LIMD1 222762_x_at ABC 3,28 × 10-16 2,00 × 10-34   

SH3BP5 201811_x_at ABC 1,19 × 10-22 9,98 × 10-25   

SLA 203761_at ABC 5,10 × 10-17 5,64 × 10-31   

TNFRSF13B 207641_at ABC 3,40 × 10-11 4,44 × 10-20 + 9,93 × 10-5 

BCL6 203140_at GCB 5,13 × 10-6 2,00 × 10-34 + 8,93 × 10-4 

LMO2 204249_s_at GCB 1,25 × 10-10 1,32 × 10-23 + 1,90 × 10-10 

MME 203434_s_at GCB 1,36 × 10-5 6,08 × 10-21   

MYBL1 213906_at GCB 8,44 × 10-10 2,23 × 10-27 + 1,12 × 10-4 

NEK6 223158_s_at GCB 1,06 × 10-10 7,01 × 10-29 + 1,03 × 10-5 

TNFRSF9 207536_s_at GCB 9,81 × 10-4 6,39 × 10-2   
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Tabla S3: Análisis de supervivencia univariante de los genes incluidos en la prueba diagnóstica de RT-
MLPA. 

La potencia individual de 8 genes medidos por RT-MLPA para predecir la supervivencia global y sin progresión de 
135 pacientes tratados con una combinación de rituximab y quimioterapia se evaluó usando modelos Cox 
univariantes. Los valores de p sin procesar de los posteriores ensayos de cociente de verosimilitudes, así como 
las correspondientes tasas de descubrimiento falso (FDR) y relación de riesgos (HR), se presentan para cada uno 
de ellos. 

Gen 
Supervivencia sin progresión Supervivencia global 

p FDR FC p FDR FC 

LMO2 0,000736 0,005884* 0,457253 0,002983 0,011932* 0,485042 

BCL6 0,004633 0,018531* 0,423641 0,036193 0,070998 0,521272 

TNFRSF13B 0,013549 0,036130* 2,549328 0,002057 0,011932* 3,452999 

FOXP1 0,026251 0,052502 1,841605 0,037758 0,070998 1,809569 

IGHM 0,133880 0,178506 1,212521 0,768369 0,768369 1,039949 

NEK6 0,126099 0,178506 0,545349 0,130903 0,174537 0,533563 

IRF4 0,161656 0,184750 1,342991 0,044374 0,070998 1,585370 

MYBL1 0,436523 0,436523 0,767482 0,611616 0,698989 0,834771 

* FDR < 5 %, considerado significativo 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> INSERM 
 65 

<120> MÉTODOS Y KITS PARA CLASIFICAR LINFOMA DE LINFOCITOS B GRANDE DIFUSO (DLBCL) EN 
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GCB-DLBCL O EN ABC-DLBCL 
 
<130> BIO14060 JARDIN /MC 

 
<160> 85 5 

 
<170> PatentIn versión 3.3 

 
<210> 1 
<211> 3619 10 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 1 

 15 
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<210> 2 
<211> 5331 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 2 

 

 10 
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71 
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<210> 3 
<211> 1461 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 3 
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74 

 
 

<210> 4 
<211> 4307 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 4 
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75 
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ES 2 804 308 T3

 



77 

 
 

<210> 5 
<211> 2294 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 5 

 

 10 
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78 

 
 

<210> 6 
<211> 7114 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 6 

 

 10 
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82 

 
 

<210> 7 
<211> 1923 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 7 

 

 10 
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83 

 

 
 

<210> 8 
<211> 3569 5 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 8 

 10 
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85 

 
 

<210> 9 
<211> 1357 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 9 
 

 
 

<210> 10 5 
<211> 6480 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 10 10 
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<210> 11 
<211> 2345 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 11 

 

 10 
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91 

 
 

<210> 12 
<211> 5192 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 12 

 

 10 
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<210> 13 
<211> 3209 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 13 

 

 10 
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95 
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<210> 14 
<211> 928 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 14 

 

 10 
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<210> 15 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de NEK6 

 
<400> 15 
cctgtgcatc ctcctgaccc acag 24 10 

 
<210> 16 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de NEK6 

 
<400> 16 20 
aggcatccca acacgctgtc ttt 23 

 
<210> 17 
<211> 24 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de IRF4 

 30 
<400> 17 
ctgccgaagc cttggcgttc tcag 24 

 
<210> 18 
<211> 25 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de IRF4 40 

 
<400> 18 
actgccggct gcacatctgc ctgta 25 

 
<210> 19 45 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 50 
<223> región específica de diana (L) de IGHM 

 
<400> 19 
gcgtcctcca tgtgtggccc cg 22 

 55 
<210> 20 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 60 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de IGHM 

 
<400> 20 
atcaagacac agccatccgg gtcttc 26 65 
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<210> 21 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de CCND1 

 
<400> 21 
accttcgttg ccctctgtgc cacag 25 10 

 
<210> 22 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de CCND1 

 
<400> 22 20 
atgtgaagtt catttccaat ccgccct 27 

 
<210> 23 
<211> 29 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de LMO2 

 30 
<400> 23 
cggaagctct gccggagaga ctatctcag 29 

 
<210> 24 
<211> 25 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de LMO2 40 

 
<400> 24 
gctttttggg caagacggtc tctgc 25 

 
<210> 25 45 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 50 
<223> región específica de diana (L) de FOXP1 

 
<400> 25 
cccttcccct tcaacctctt gctcaag 27 

 55 
<210> 26 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 60 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de FOXP1 

 
<400> 26 
gcatgattcc aacagaactg cagcagc 27 65 
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<210> 27 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de TNFRSF9 

 
<400> 27 
ggacctgtga catatgcagg cagtgtaaag 30 10 

 
<210> 28 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de TNFRSF9 

 
<400> 28 20 
gtgttttcag gaccaggaag gagtgttcc 29 

 
<210> 29 
<211> 26 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de BCL6 

 30 
<400> 29 
cataaaacgg tcctcatggc ctgcag 26 

 
<210> 30 
<211> 34 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de BCL6 40 

 
<400> 30 
tggcctgttc tatagcatct ttacagacca gttg 34 

 
<210> 31 45 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 50 
<223> región específica de diana (L) de TNFRSF13B 

 
<400> 31 
gcgcacctgt gcagccttct gca 23 

 55 
<210> 32 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 60 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de TNFRSF13B 

 
<400> 32 
ggtcactcag ctgccgcaag gagc 24 65 
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<210> 33 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de CCND2 

 
<400> 33 
gaccttcatt gctctgtgtg ccaccg 26 10 

 
<210> 34 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de CCND2 

 
<400> 34 20 
actttaagtt tgccatgtac ccaccgtcga 30 

 
<210> 35 
<211> 26 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de MYC 

 30 
<400> 35 
tcgggtagtg gaaaaccagc agcctc 26 

 
<210> 36 
<211> 24 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de MYC 40 

 
<400> 36 
ccgcgacgat gcccctcaac gtta 24 

 
<210> 37 45 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 50 
<223> región específica de diana (L) de MYBL1 

 
<400> 37 
ccagaatttg cagagactct agaacttatt gaatct 36 

 55 
<210> 38 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 60 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de MYBL1 

 
<400> 38 
gatcctgtag catggagtga cgttaccagt ttt 33 65 
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<210> 39 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de BCL2 

 
<400> 39 
cctggatcca ggataacgga ggctgg 26 10 

 
<210> 40 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región específica de diana (R) de BCL2 

 
<400> 40 20 
gatgcctttg tggaactgta cggcc 25 

 
<210> 41 
<211> 30 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región específica de diana (L) de MS4A1 

 30 
<400> 41 
ttcttcatga gggaatctaa gactttgggg 30 

 
<210> 42 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> MS4A1 40 

 
<400> 42 
gctgtccaga ttatgaatgg gctcttccac 30 

 
<210> 43 45 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 50 
<223> región de cola (TL) 

 
<400> 43 
gtgccagcaa gatccaatct aga 23 

 55 
<210> 44 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 60 
<220> 
<223> región de cola (TR) 

 
<400> 44 
tccaaccctt agggaaccc 19 65 
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<210> 45 
<211> 3 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 5 
<220> 
<223> región espaciadora 

 
<400> 45 
tac 3 10 

 
<210> 46 
<211> 4 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 

 
<220> 
<223> región espaciadora 

 
<400> 46 tact 4 20 

 
<210> 47 
<211> 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 25 

 
<220> 
<223> región espaciadora 

 
<400> 47 tacta 5 30 

 
<210> 48 
<211> 7 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 

 
<220> 
<223> región espaciadora 

 
<400> 48 tactact 7 40 

 
<210> 49 
<211> 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 

 
<220> 
<223> región espaciadora 

 
<400> 49 50 
tactactact 10 

 
<210> 50 
<211> 11 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región espaciadora 

 60 
<400> 50 
tactactact a 11 

 
<210> 51 
<211> 12 65 
<212> ADN 

ES 2 804 308 T3

 



103 

<213> Artificial 
 

<220> 
<223> región espaciadora 

 5 
<400> 51 
tactactact ac 12 

 
<210> 52 
<211> 14 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> región espaciadora 15 

 
<400> 52 
tactactact acta 14 

 
<210> 53 20 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 25 
<223> región espaciadora 

 
<400> 53 
tactactact actact 16 

 30 
<210> 54 
<211> 47 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 35 
<220> 
<223> primera sonda de NEK6 

 
<400> 54 
gtgccagcaa gatccaatct agacctgtgc atcctcctga cccacag 47 40 

 
<210> 55 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 

 
<220> 
<223> segunda sonda de NEK6 

 
<400> 55 50 
aggcatccca acacgctgtc ttttccaacc cttagggaac cc 42 

 
<210> 56 
<211> 48 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de IRF4 

 60 
<400> 56 
gtgccagcaa gatccaatct agatctgccg aagccttggc gttctcag 48 

 
<210> 57 
<211> 44 65 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 

<220> 
<223> segunda sonda 

 5 
<400> 57 
actgccggct gcacatctgc ctgtatccaa cccttaggga accc 44 

 
<210> 58 
<211> 46 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de IGHM 15 

 
<400> 58 
gtgccagcaa gatccaatct agatgcgtcc tccatgtgtg gccccg 46 

 
<210> 59 20 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 25 
<223> segunda sonda de IGHM 

 
<400> 59 
atcaagacac agccatccgg gtcttctact atccaaccct tagggaaccc 50 

 30 
<210> 60 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 35 
<220> 
<223> primera sonda de CCND1 

 
<400> 60 
gtgccagcaa gatccaatct agataccttc gttgccctct gtgccacag 49 40 

 
<210> 61 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 

 
<220> 
<223> segunda sonda de CCND1 

 
<400> 61 50 
atgtgaagtt catttccaat ccgcccttac ttccaaccct tagggaaccc 50 

 
<210> 62 
<211> 52 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de LMO2 

 60 
<400> 62 
gtgccagcaa gatccaatct agacggaagc tctgccggag agactatctc ag 52 

 
<210> 63 
<211> 49 65 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 

<220> 
<223> segunda sonda de LMO2 

 5 
<400> 63 
gctttttggg caagacggtc tctgctacta tccaaccctt agggaaccc 49 

 
<210> 64 
<211> 50 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de FOXP1 15 

 
<400> 64 
gtgccagcaa gatccaatct agacccttcc ccttcaacct cttgctcaag 50 

 
<210> 65 20 
<211> 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 25 
<223> segunda sonda de FOXP1 

 
<400> 65 
gcatgattcc aacagaactg cagcagctac tactactcca acccttaggg aaccc 55 

 30 
<210> 66 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 35 
<220> 
<223> primera sonda de TNFRSF9 

 
<400> 66 
gtgccagcaa gatccaatct agatacggac ctgtgacata tgcaggcagt gtaaag 56 40 

 
<210> 67 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 

 
<220> 
<223> segunda sonda de TNFRSF9 

 
<400> 67 50 
gtgttttcag gaccaggaag gagtgttcct actccaaccc ttagggaacc c 51 

 
<210> 68 
<211> 56 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de BCL6 

 60 
<400> 68 
gtgccagcaa gatccaatct agatactact cataaaacgg tcctcatggc ctgcag 56 

 
<210> 69 
<211> 53 65 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 

<220> 
<223> segunda sonda de BCL6 

 5 
<400> 69 
tggcctgttc tatagcatct ttacagacca gttgtccaac ccttagggaa ccc 53 

 
<210> 70 
<211> 57 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de TNFRSF13B 15 

 
<400> 70 
gtgccagcaa gatccaatct agatactact actagcgcac ctgtgcagcc ttctgca 57 

 
<210> 71 20 
<211> 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 25 
<223> segunda sonda de TNFRSF13B 

 
<400> 71 
ggtcactcag ctgccgcaag gagctactac tactactcca acccttaggg aaccc 55 

 30 
<210> 72 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 35 
<220> 
<223> primera sonda de CCND2 

 
<400> 72 
gtgccagcaa gatccaatct agatactact gaccttcatt gctctgtgtg ccaccg 56 40 

 
<210> 73 
<211> 57 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 

 
<220> 
<223> segunda sonda de CCND2 

 
<400> 73 50 
actttaagtt tgccatgtac ccaccgtcga tactactatc caacccttag ggaaccc 57 

 
<210> 74 
<211> 59 
<212> ADN 55 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de MYC 

 60 
<400> 74 
gtgccagcaa gatccaatct agatactact acttcgggta gtggaaaacc agcagcctc 59 

 
<210> 75 
<211> 57 65 
<212> ADN 
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<213> Artificial 
 

<220> 
<223> segunda sonda de MYC 

 5 
<400> 75 
ccgcgacgat gcccctcaac gttatactac tactactatc caacccttag ggaaccc 57 

 
<210> 76 
<211> 59 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de MYBL1 15 

 
<400> 76 
gtgccagcaa gatccaatct agaccagaat ttgcagagac tctagaactt attgaatct 59 

 
<210> 77 20 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 25 
<223> segunda sonda de MYBL1 

 
<400> 77 
gatcctgtag catggagtga cgttaccagt ttttactact tccaaccctt agggaaccc 59 

 30 
<210> 78 
<211> 61 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 35 
<220> 
<223> primera sonda de BCL2 

 
<400> 78 

 40 

 
 

<210> 79 
<211> 60 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> segunda sonda de BCL2 

 50 
<400> 79 
gatgcctttg tggaactgta cggcctacta ctactactac ttccaaccct tagggaaccc 60 

 
<210> 80 
<211> 64 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> primera sonda de MS4A1 60 

 
<400> 80 
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<210> 81 
<211> 60 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> segunda sonda de MS4A1 

 10 
<400> 81 
gctgtccaga ttatgaatgg gctcttccac tactactact atccaaccct tagggaaccc 60 

 
<210> 82 
<211> 23 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 
<223> sonda competidora de NEK6 20 

 
<400> 82 
aggcatccca acacgctgtc ttt 23 

 
<210> 83 25 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 
<220> 30 
<223> sonda competidora de IGHM 

 
<400> 83 
atcaagacac agccatccgg gtcttc 26 

 35 
<210> 84 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 

 40 
<220> 
<223> cebador ILLU1 

 
<400> 84 
gggttcccta agggttgga 19 45 

 
<210> 85 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 

 
<220> 
<223> cebador ILLU2 

 
<400> 85 55 
gtgccagcaa gatccaatct aga 23 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para clasificar un linfoma de linfocitos B grande difuso (DLBCL) de un sujeto en un GCB-DLBCL o en 
un ABC-DLBCL, que comprende la etapa de determinar el nivel de expresión de 10 genes en una muestra de tejido 
tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificación con sonda dependiente de ligamiento múltiple con 5 
retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 10 genes son NEK6, IRF4, IGHM, LMO2, F0XP1, TNFRSF9, BCL6, 
TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1, 
comprendiendo dicho método las etapas de i) preparar una muestra de ADNc a partir de la muestra de tejido tumoral, 
ii) incubar la muestra de ADNc de la etapa i) con una mezcla de al menos 10 pares diferentes de sondas específicas 
de una secuencia de ácido nucleico diana de NEK6, IRF4, IGHM, LMO2, FOXP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, 10 
CCND2 y MYBL1, iii) ligar la primera sonda con la segunda sonda de los partes de sondas, iv) amplificar las sondas 
ligadas producidas en la etapa iii) y v) detectar y cuantificar los amplicones producidos en la etapa iv), 
en el que el par de sondas consiste en: 
 

- una primera sonda que tiene 15 
 

- una región específica de diana (L) complementaria al primer segmento de la secuencia de ácido nucleico 
diana y 
- una región de cola (TL) en el extremo 5' de la región específica de diana (L) que no es complementaria a 
dicha secuencia de ácido nucleico diana, 20 

 
- una segunda sonda que tiene 

 
- una región específica de diana (R) complementaria al segundo segmento de la secuencia de ácido nucleico 
diana y 25 
- una región de cola (TR) en el extremo 3' de la región específica de diana (R) que no es complementaria a 
dicha secuencia de ácido nucleico diana, 

 
en el que 
el par de sondas específicas para NEK6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:54 30 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCTGTGCATCCTCCTGACCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 
NO:55 (AGGCATCCCAACACGCTGTCTTTTCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para IRF4 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:56 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATCTGCCGAAGCCTTGGCGTTCTCAG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 
NO:57 (ACTGCCGGCTGCACATCTGCCTGTATCCAACCCTTAGGGAACCC); 35 
el par de sondas específicas para IGHM consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:58 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATGCGTCCTCCATGTGTGGCCCCG) y una segunda sonda que es la SEQ ID 
NO:59 (ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para LMO2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:62 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACGGAAGCTCTGCCGGAGAGACTATCTCAG) y una segunda sonda que es la 40 
SEQ ID NO:63 (GCTTTTTGGGCAAGACGGTCTCTGCTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para FOXP1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:64 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCCTTCCCCTTCAACCTCTTGCTCAAG) y una segunda sonda que es la SEQ 
ID NO:65 (GCATGATTCCAACAGAACTGCAGCAGCTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para TNFRSF9 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:66 45 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACGGACCTGTGACATATGCAGGCAGTGTAAAG) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:67 (GTGTTTTCAGGACCAGGAAGGAGTGTTCCTACTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par de 
sondas específicas para BCL6 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:68 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTCATAAAACGGTCCTCATGGCCTGCAG) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:69 (TGGCCTGTTCTATAGCATCTTTACAGACCAGTTGTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par de 50 
sondas específicas para TNFRSF13B consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:70 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTAGCGCACCTGTGCAGCCTTCTGCA) y una segunda sonda que 
es la SEQ ID NO:71 (GGTCACTCAGCTGCCGCAAGGAGCTACTACTACTACTCCAACCCTTAGGGAACCC); el par 
de sondas específicas para CCND2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:72 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTGACCTTCATTGCTCTGTGTGCCACCG) y una segunda sonda que 55 
es la SEQ ID NO:73 (ACTTTAAGTTTGCCATGTACCCACCGTCGATACTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC); y 
el par de sondas específicas para MYBL1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:76 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGACCAGAATTTGCAGAGACTCTAGAACTTATTGAAT CT) y una segunda sonda 
que es la SEQ ID NO:77 (GATCCTGTAGCATGGAGTGACGTTACCAGTTTTTACTACTTCCAACCCTTAGGGAACC 
C). 60 
 
2. El método de la reivindicación 1, en el que el ensayo de RT-MPLPA comprende además un medio para determinar 
el nivel de expresión de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en CCND1, MS4A1, MYC o BCL2 en 
la muestra de tumor. 
 65 
3. El método de la reivindicación 2, que comprende una etapa de determinar el nivel de expresión de 14 genes en una 
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muestra de tejido tumoral obtenida del sujeto realizando un ensayo de amplificación con sonda dependiente de 
ligamiento múltiple con retrotranscriptasa (RT-MLPA) en el que los 14 genes son NEK6, IRF4, IGHM, CCND1, LMO2, 
F0XP1, TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2, MYC, MYBL1, BCL2 y MS4A1. 
 
4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la muestra de tumor es un tejido de tumor incluido 5 
en parafina fijado en formol. 
 
5. El método de la reivindicación 3, en el que 
el par de sondas específicas para MYC consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:74 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTTCGGGTAGTGGAAAACCAGCAGCC TC) y una segunda sonda 10 
que es la SEQ ID NO:75 (CCGCGACGATGCCCCTCAACGTTATACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para CCND1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:60 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACCTTCGTTGCCCTCTGTGCCACAG) y una segunda sonda que es la SEQ 
ID NO:61 (ATGTGAAGTTCATTTCCAATCCGCCCTTACTTCCAACCCTTAGGGAACCC); 
el par de sondas específicas para BCL2 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:78 15 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTACCCTGGATCCAGGATAACGGAGG CTGG) y una segunda 
sonda que es la SEQ ID NO:79 
(GATGCCTTTGTGGAACTGTACGGCCTACTACTACTACTACTTCCAACCCTTAGGGAAC CC); y 
el par de sondas específicas para MS4A1 consiste en una primera sonda que es la SEQ ID NO:80 
(GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGATACTACTACTATTCTTCATGAGGGAATCTAAGAC TTTGGGG) y una segunda 20 
sonda que es la SEQ ID NO:81 
(GCTGTCCAGATTATGAATGGGCTCTTCCACTACTACTACTATCCAACCCTTAGGGAAC CC). 
 
6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la muestra de ADNc también se incuba en la 
etapa ii) con una sonda competidora específica para NEK6, que es la SEQ ID NO:82 25 
(AGGCATCCCAACACGCTGTCTTT) y/o con una sonda competidora específica para IGHM, que es la SEQ ID NO:83 
(ATCAAGACACAGCCATCCGGGTCTTC). 
 
7. El método de la reivindicación 3, que comprende una etapa que consiste en calcular una puntuación que representa 
la probabilidad de que el DLBCL pertenezca a la clase ABC o la clase GCB, en el que la puntuación (LPS) se calcula 30 
mediante la fórmula: 
 

 
 

en la que G representa el conjunto de 10 genes GCB-ABC, J representa el conjunto de n = 14 genes medidos, tg 35 
representa el valor estadístico t generado por un ensayo de la t para la diferencia en la expresión del gen g entre los 
casos de GCB y de ABC en la serie de capacitación, mg representa la media aritmética de las expresiones génicas 
para el gen g en la serie de capacitación y Xg representa la expresión génica del gen g en la muestra considerada, la 
expresión génica Xg del gen g en una muestra dada se calcula como la altura máxima Hg del pico de fluorescencia 
medido para el gen g dividida por la media aritmética de los 14 picos medidos para la muestra considerada. 40 
 
8. El método de la reivindicación 7, en el que los valores de tg y mg se definen de acuerdo con la tabla A: 
 

Tabla A 

Gen (g) tg mg 

NEK6 -6,09456 0,37762 

MYBL1 -4,00549 0,30712 

LMO2 -8,80942 0,79006 

TACI 4,46992 0,41455 

TNFRSF9 -2,50028 0,34052 

BCL6 -3,16453 0,44348 

CCND2 2,7198 0,70859 

IRF4 5,35073 1,95678 

IGHM 5,0939 2,87208 

FOXP1 2,67211 1,63401 

 45 
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9. Un kit para realizar un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende los 10 pares 
diferentes de sondas específicas de una secuencia de ácido nucleico diana de NEK6, IRF4, IGHM, LMO2, F0XP1, 
TNFRSF9, BCL6, TNFRSF13B, CCND2 y MYBL1, como se define en la reivindicación 1. 
  

ES 2 804 308 T3

 



112 

 

ES 2 804 308 T3

 



113 

 

ES 2 804 308 T3

 



114 

 

ES 2 804 308 T3

 



115 

 

ES 2 804 308 T3

 



116 

 

ES 2 804 308 T3

 



117 

 

ES 2 804 308 T3

 



118 

 

ES 2 804 308 T3

 



119 

 

ES 2 804 308 T3

 



120 

 

ES 2 804 308 T3

 



121 

 

ES 2 804 308 T3

 



122 

 

ES 2 804 308 T3

 



123 

 

ES 2 804 308 T3

 



124 

 

ES 2 804 308 T3

 



125 

 
 
 

ES 2 804 308 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

