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Abstract

As a rule, malignant lymphoid proliferations are clonal. While most of the
time the biological potential can be established through routine patho-
logic examination and auxiliary techniques, some cases are difficult
to classify. Moreover, there are situations in which there are dominant
clones whose analysis are important, such as occur in autoimmune dis-
eases and immunodeficiency. This paper presents in an understandable
way the main techniques for the study of clonality in lymphoid lesions, i.e.
the analysis of rearrangements of antigen receptor genes by multiplex
polymerase chain reaction (PCR) based tests.

Resumen

Las proliferaciones linfoides malignas suelen ser clonales. La mayoria
de las veces el potencial biologico de una lesién se establece por medio
del andlisis clinico y el estudio anatomopatolégico, pero algunos casos
son de dificil diagnostico. Por otra parte, existen situaciones en las
cuales se producen clones dominantes cuyo analisis es importante, tal
como ocurre en enfermedades autoinmunes e inmunodeficiencias. Este
articulo presenta de manera comprensible las técnicas principales para
el estudio de la clonalidad en lesiones linfoides, es decir, el andlisis de
reordenamientos de genes del receptor de antigeno por medio de prue-
bas basadas en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex.
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a teoria en boga para explicar el desarrollo del

cancer es la evolucion. Algunas células soma-

ticas se seleccionan y prevalecen a pesar de la
lucha por el espacio y los nutrientes, y de los meca-
nismos de control de la division celular y del enveje-
cimiento.! La existencia de clones dominantes suele
definir la enfermedad.

Las leucemias y los linfomas son canceres origi-
nados en los linfocitos o sus progenitores; afectan
cualquier topografia corporal y a personas de todas las
edades. Para diagnosticarlos y clasificarlos, se evaltan
la morfologia, el inmunofenotipo y ciertas alteraciones
genéticas.? En las proliferaciones linfoides maduras se
determina la relacion de expresion de cadenas A y k de
las inmunoglobulinas.®

Estos métodos permiten clasificar la mayoria de las
lesiones, pero en casos dificiles los pacientes sufren
retraso en su tratamiento o son sometidos a procedi-
mientos inadecuados. La cantidad de lesiones de clasi-
ficacion incierta varia, segun la experiencia del centro
diagndstico. Ademas, a veces es necesario estable-
cer la relacion clonal entre dos lesiones o realizar un
seguimiento posterior al tratamiento.*

El rearreglo de los genes del receptor de antigeno es
un proceso fisiologico a partir de cuyo estudio puede
determinarse la clonalidad linfoide. Son candidatos a
este analisis las proliferaciones de células B de clasifi-
cacion dificil, todas las lesiones de células T, y aquellas
que ocurren en pacientes transplantados, inmunodefi-
cientes, con enfermedades autoinmunes o asociadas a
linfoproliferacién, tales como la enfermedad inflamato-
ria intestinal y la enfermedad celiaca.>®

Pretendemos introducir a los lectores en los princi-
pios cientificos y de aplicacion de la técnica para estu-
dio de rearreglos de los genes de antigeno por medio
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés).

Reordenamiento del gen del receptor de anti-
geno

Los genes de las inmunoglobulinas (Ig) y el receptor
de los linfocitos T (TCR) estan presentes en todas las
células del organismo, pero a la manera de un rompe-
cabezas sin armar. Los loci que codifican las cadenas
pesadas de las Ig, las cadenas ligeras k y A de Ig (figura
1A), asi como las cadenas o, B, vy y 6 del receptor de
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linfocitos (TCR, por sus siglas en inglés) se encuen-
tran en cromosomas diferentes (figura 1B). Ademas,
existen varias secuencias posibles para cada uno de los
segmentos que constituyen la region variable del gen.
Por estas razones, la organizacion germinal de cada
uno de los genes no puede transcribirse en ARNm’.

Solo los linfocitos requieren convertir los frag-
mentos génicos apartados en genes funcionales para
los receptores de antigeno y asi generar diversidad
antigénica. En cada linfocito, la recombinacion
somatica elabora un exdén que codificara la region
variable a partir de la seleccion de un segmento
variable V, un segmento de unién J y un segmento de
diversidad D, asi como la adicidn de nucle6tidos N y
P. El segmento D solo esta presente en los loci de las
cadenas pesadas de Ig y los loci B y & son exclusivos
del TCR (figura 2). La recombinacion alélica VDJ se
regula por medio de exclusién alélica; una vez que
un alelo se ha reordenado, se envia una sefial al otro
para interrumpir el proceso.”8

Los reordenamientos se realizan por medio de
pasos secuenciales e invariables:

1. Sinapsis: el mecanismo enzimatico detecta las
secuencias sefial de la recombinacion o RSS (por
sus siglas en inglés). Estas constan de tres porcio-
nes: un heptdmero de nucleétidos conservados, un
espaciador de 12 o 23 nucle6tidos variables, y un
nonamero de nueve nucleétidos rico en AT. Los
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heptéameros son vulnerables a la VDJ recombinasa,
un tetramero constituido por las proteinas RAG 1
y 2. Estas enzimas son propias de los linfocitos en
desarrollo y se encuentran inactivas durante la pro-
liferacion celular.

2. Escision: son roturas en la doble cadena de ADN
en las uniones entre la RSS y la secuencia codifica-
dora. La union entre los heptdmeros se realiza eli-
minando el ADN entre ellos, o formando un bucle
por inversion de las cadenas. Los extremos codifi-
cadores rotos finalizan por una horquilla cerrada.®

3. Apertura de las horquillas por medio de la enzima
Artemisa, que es una endonucleasa, con el fin de
que la enzima TDT afiada nuevas bases en los
extremos expuestos, aumentando la diversidad de
las secuencias.

4. Unién y finalizacion por medio del sistema de
union de extremos no homologo, un sistema de
reparacion de ADN presente en todas las células.

Més tarde, los linfocitos B maduros aumentan su
repertorio combinatorial por medio de hipermutacion
somatica, la cual ocurre en el centro germinal. Se carac-
teriza por la adicion o sustraccion de nucleétidos.®

Adln se ignora como un locus determinado se selec-
ciona en un caso especifico o por qué algunos frag-
mentos son elegidos con mayor frecuencia. En las
neoplasias linfoides ocurren reordenamientos de uno
u otro receptor independientemente del linaje de la
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Figura 1A Estructura germinal de las cadenas de inmunoglobulinas (lg)

Las cadenas H, Ky A de las inmunoglobulinas cuentan con un gran nimero de segmentos variables posibles, ademés de los segmentos

de diversidad y de unién. A partir de ellos se crea el inmenso repertorio de las inmunoglobulinas.
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Figura 1B Estructura germinal del receptor del linfocito T (TCR)

Las cadenas del TCR también cuentan con un gran nimero de segmentos variables posibles, ademas de los segmentos de diversidad y de
union. El hecho de que la secuencia Delta se encuentre dentro de la cadena Alfa garantiza que al momento de reorganizarse uno no sera
posible que se reorganice el otro y asi se evitan expresiones aberrantes del TCR.
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lesion, pero durante el proceso fisioldgico las regiones
variables de las Ig son ensambladas en los linfocitos
B, mientras que las regiones variables del TCR son
acopladas solo en los linfocitos T.

Principios técnicos

Durante mucho tiempo se utiliz6 el Southern Blot. La
técnica es muy especifica pero laboriosa y sus exigen-
cias limitan la aplicacion, pues se requiere de alrede-
dor de 20 pg de ADN de buena calidad.*® Desde hace
diez afios existe un grupo de protocolos basados en
PCR, denominados BIOMED-2.* Estos fueron desa-
rrollados por un conjunto de laboratorios europeos,
el cual més tarde conformd el consorcio EuroClona-
lity;1! una parte de los materiales necesarios puede
adquirirse a empresas comerciales.’? Han aparecido
numerosas publicaciones acerca de su desempefio y
otras que ofrecen mejoras de la técnica original 1314

Los reordenamientos de TCR, particularmente el
repertorio TCR B, pueden evaluarse por medio de
citometria de flujo (CF).1® El consorcio Euroflow
propone un panel de 24 anticuerpos, los cuales deter-
minan el 70 % de los dominios.'® Ademas, la CF per-
mite hacer rdpidamente una evaluacién cuantitativa
y dar seguimiento.®

El estudio de los reordenamientos génicos del
receptor de antigeno exige un ejercicio multidiscipli-

nario entre la patologia, la CF, la genética y la biologia
molecular.*”

Procedimiento técnico

Muestras

Los protocolos técnicos estan disefiados para usarse
en tejido fresco o congelado. Sin embargo, se han rea-
lizado con éxito en tejidos parafinados.'81° Por otra
parte, la CF permite la utilizacion de sangre, médula
6seay otros fluidos. Para cualquier tejido, la condicion
es que contenga una cantidad representativa de células
problema.*16

El patélogo escogera el area de tejido que va a exa-
minar. Si es del caso, realizard macro o microdisec-
cion de la muestra con el fin de enriquecerla en células
problema, pero es importante que persistan poblacio-
nes policlonales. Debe evitarse seleccionar regiones
naturalmente oligoclonales, como los centros germi-
nales de los foliculos linfoides.

Los controles negativos son poblaciones policlo-
nales de linfocitos, obtenidos a partir de sangre peri-
férica o tejidos linfoides normales. Como controles
positivos se usan lineas celulares comerciales con
rearreglos conocidos o lesiones clonales caracteri-
zadas.*?0
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Para facilitar la interpretacion, es necesario contar
con informacion sobre el caso de estudio: datos demo-
gréficos y clinicos, informe de patologia, inmunofe-
notipo, presencia y cantidad de linfocitos reactivos,
etcétera. Los tratamientos recibidos afectan los resul-
tados; por ejemplo, la administracion de anti CD20
dificulta la determinacion de la clonalidad de células
B, y algunas traslocaciones, tales como t(11; 14) y
t(14; 18) pueden dar resultados falsos negativos, ya
que involucran rearreglos aberrantes de IgH.

Aislamiento de acidos nucleicos y evaluacion de
la calidad

El tiempo de isquemia, los procedimientos de conge-
lacion y almacenamiento, y la inclusion en parafina
afectan la calidad del ADN extraido a partir de los teji-
dos. Son importantes el tipo y el tiempo de fijacién, el
espesor del tejido, los procedimientos de extraccion
del ADN, y la presencia de inhibidores de la PCR.1°
Las pruebas requieren ADN de alta pureza y baja
fragmentacion. Si se utilizan muestras frescas o con-
geladas, los métodos de extraccion, tanto comercial
como tradicional, funcionan bien, incluyendo el uso
de extractores automaticos. En el caso del tejido en
parafina, se recomienda el uso de formalina tampo-
nada al 10 % como fijador y un cuidadoso control de
los tiempos de fijacion. Aunque los protocolos BIO-

s -8 L

Maduracion proteica
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MED-2 recomiendan el kit QIAMP DNA Mini kit
(QIAGEN®), otras publicaciones sugieren extraccion
organica y purificacion.'®?2 En cualquier caso, si se
utiliza tejido en parafina se recomienda verificar que
es amplificable al menos hasta 300 nucleétidos. El
BIOMED-2 incluye un protocolo de amplificacién
que permite evaluar productos de varios tamafos, pero
existen otras opciones.*

Seleccion de blancos

La seleccion de los fragmentos que se desea amplificar
depende de la pregunta clinico-patoldgica y de la can-
tidad y la calidad del ADN extraido. En el caso de los
tejidos parafinados, deberan casi siempre evaluarse los
amplicones de menor tamafio. Ademas, la pregunta cli-
nica ayuda, ya que la frecuencia y la distribucion de los
rearreglos varia segun la taxonomia tumoral (cuadro I).

Si la cantidad de células linfoides en la muestra es
baja, como en las infiltraciones de piel o intestino, es
necesario ajustar las cantidades de ADN vy realizar las
pruebas por duplicado. Se propone un algoritmo para
la seleccidn de los blancos moleculares (figura 3).

Amplificacion y andlisis de los amplicones

No es posible detectar por medio de PCR todos los
segmentos génicos posibles, ya que se requeririan
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Figura 2 Proceso de recombinacion del receptor del antigeno
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En la figura se muestra el procesamiento de la cadena H de las inmunoglobulinas, pero los procesos son similares para las cadenas ligeras

de Igy el TCR. Este proceso permite obtener entre 1010 - 1018

combinaciones. Momentos antes de la transcripcion del ADN se eliminan todos los segmentos constantes de la linea germinal excepto

uno, el cual es el que se expresa. El segmento lider no se traduce a proteina
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Cuadro | Sensibilidad de diversas técnicas para la deteccion de enfermedad

minima residual

Técnica %
Microscopio de luz 1-5%
Anélis.is de dafios genéticos por medio de 15 %
cariotipo o FISH
Citometria de flujo 0.01-1 %
PCR especifica de paciente, RT-PCR 0.001 %

FISH = hibridacion

fluorescente in situ; PCR = reaccién en cadena de la poli-

merasa; RT-PCR = reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversal

demasiados primers y tubos. Por tal razén, se disefia-
ron grupos de PCR multiplex que utilizan primers que
reconocen la mayor parte de ellos y primers consensus
gue reconocen secuencias conservadas entre los frag-
mentos. No se requiere un termociclador especial.*1

El analisis de los productos de las PCR multiplex
se hace por medio de electroforesis en gel de acrila-
mida o capilar. También se ha usado electroforesis
microcapilar de alta resolucion por medio del equipo
Agilent 2100 bioanalyzer.?® Puede hacerse el ana-

Villamizar-Rivera N et al. Andlisis de clonalidad linfoide

lisis de fragmentos de doble cadena (formacién de
heterodupletas) y el analisis de productos de una sola
cadena. Con el fin de inducir la formacién de hetero-
dupletas, los productos de PCR multiplex se someten
a calentamiento y enfriamiento rapido.?* La presen-
cia de un pico o banda dominante indica positividad
para el rearreglo estudiado y plantea indirectamente
la presencia de un clon (figura 4).4

Interpretacion y dificultades

Es preciso conocer la estructura de los genes que se
van a evaluar, sus patrones de reordenamiento y las
variaciones de estos; ademas, se deben verificar los
patrones de expresion de los controles (cuadro I1).
No debe utilizarse la técnica para determinar el linaje
de la lesion. Ademas, los resultados experimentales
deben ser reproducibles.?®

Ocurren eventuales falsos positivos 0 negativos
en la aplicacion de estas pruebas. Muchos de ellos
pueden evitarse por medio del analisis juicioso. Por
ejemplo, el evaluador puede enfrentarse con produc-
tos de PCR que no cumplen, con la talla esperada

Linfocitos B

Proliferaciones linfoides
sospechosas

Linfocitos T

Inmunodeficiencias

Inmunodeficiencias

Proliferaciones linfoides
sospechosas

Enfermedades
autoinmunes

Proliferaciones linfoides sospechosas de
origen desconocido (B o T)

Enfermedades
autoinmunes

IGH VyVHy TCRBV B-JB
TCRB D B-JB
Clonalidad
inconclusa Resultados Clonalidad
inconclusa
IGK V Ik
IGKK de TCRG

Preferiblemente con

Preferiblemente

Resultados con
IGK DIy
and IGL TCRD
Clonalidad o . Clonalidad
imEsmEiER Amplificacion de perfiles por Teansuss

Heteroduplex

Resultados

Figura 3 Algoritmo para el estudio de la clonalidad en lesiones de potencial biolégico desconocido. Con el fin de utilizar el tiempo y los
materiales de forma préactica, se recomienda el uso secuencial de los diversos tubos de PCR multiplex

60

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53(1):56-65



Villamizar-Rivera N et al. Analisis de clonalidad linfoide

®#100
pb

120 160
\ |

2(?0

800

600

400

200

ok

Figura 4. Ejemplos de aplicacion de las técnicas de PCR para evaluacién de clonalidad linfoide. Control de calidad del ADN por medio de

PCR multiplex en electroforesis en gel de acrilamida al 4 % (BIOMED-2). MP = marcador de peso 100 pb; 1 = caso 1, tejido FFEP; 2 =
caso 2, tejido FFEP; 3 = caso 3, tejido FFEP; 4 = tejido fresco congelado; 5 = sangre
Electroforesis en gel de acrilamida al 4 % de producto de PCR multiplex BIOMED-2 para TCR-Gamma Tubo B. 0 = agua; 1 = linfocitos; 2 =
caso 1; 3 = caso 2; 4 = caso 3; 5 = control positivo; MP = marcador de peso 100 pb
Analisis de fragmentos por medio del programa genescan 4.0 del producto de amplificacion del tubo ¢ para evaluar rearreglos del TCR
gamma (BIOMED-2). En la gréafica solo aparece el control + (Mezcla de células Jurkat y Peer).

0 productos mdltiples. En el caso de muestras que
contienen escasos linfocitos, pueden obtenerse picos
Unicos no especificos, lo cual se denomina pseudo-
clonalidad. Ademas los tejidos, incluso los tumora-
les, suelen tener un fondo policlonal normal, el cual,
en caso de ser muy prominente, podria ser de dificil
interpretacion.
Los falsos negativos ocurren por varias razones:

1. Se utilizan primers o iniciadores consenso; enton-
ces, se amplifican alrededor del 80 % de los posi-
bles segmentos, pero no todos.

2. En las neoplasias de células B maduras del cen-
tro germinal, cuyas células pueden haber sufrido
hipermutacion somatica, no habra amplificacion.

3. Lalesion esté insuficientemente representada en el
tejido examinado.*

Ladeteccion de uno o varios clones no implica la pre-
sencia de una neoplasia, razon por la cual insistimos en

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2015;53(1):56-65

que los resultados deben interpretarse en colaboracion
con todas las disciplinas relacionadas con el paciente.*”
Es posible recurrir a los servicios de EuroClonality para
la interpretacion de resultados confusos.!

Aunqgue en México y América Latina algunos gru-
pos tienen experiencia con la utilizacion de las técni-
cas, esta sigue siendo relativamente marginal.26:27.28.29

Enfermedad minimaresidual y reordenamien-
tos

Los tratamientos actuales para las neoplasias no erra-
dican, sino que reducen el nimero de células tumora-
les.20 Con el fin de predecir y evitar una recaida clinica,
se requiere detectar los blastos en fases subclinicas,
lo cual se conoce como enfermedad minima residual
(EMR). Esta es un factor pronéstico importante en
leucemias y linfomas. Sirve como seguimiento y para
determinar la necesidad de trasplante.31:32.33
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Cuadro Il Rearreglos comunes en linfoproliferaciones

Leucemia prolinfoci- Leucemia linfocitos T Linfoma de células T . .Linfoma - Linfon)a anaplasico Linfonja anaplasico
. e P angioinmunoblastico de células largas de células largas
Tipo de enfermedad tica-T grandes granulares periférico, inespecifico de células T (ALK (ALK -)
% % % % % %
No rearreglo - 0 + 4 + 2 + 11 + 26 + 22
TCRB DB-JB + 6 + 11 + 13 + 19 + 6 - 0
VB-JB + 94 + 86 + 85 + 70 + 68 + 78
No rearreglo + 6 + 4 + 6 + 8 + 29 + 11
VY9 (+Vy10/11) + 9 + 21 + 11 + 5 + 6 + 11
TCRG
Vy10/11 + 15 + 7 + 15 + 19 + 19 - 0
Vyli + 70 + 68 + 68 + 68 + 59 + 78
No rearreglo + 94 + 71 + 85 + 65 + 88 + 100
TERD gAIIOmTeC";SDl rearre- + 6 + 29 + 15 + 35 + 12 - 0
No rearreglo + 91 + 100 + 91 + 70 + 97 + 100
IGH DH - JH + 3 - 0 + 4 + 11 - 0 - 0
VH - JH + 3 - 0 + 4 + 19 - 0 - 0
No rearreglo + 97 + 96 + 98 + 81 + 100 + 100
IGK Kappa + 3 - 0 - 0 + 11 - 0 - 0
VK- JK + 3 + 4 + 2 + 19 - 0 - 0
No rearreglo + 97 + 96 + 100 + 95 + 100 + 97
et VA- JA + 3 + 4 - 0 + 5 - 0 - 2

a. Rearreglos frecuentes en linfoproliferaciones T
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Linfoma de células del

Leucemia linfocitica

Linfoma folicular

Linfoma de la zona

Linfoma de la zona

Linfoma difuso de célu-

Tipo de enfermedad manto crénica marginal (extranodal) marginal (nodal) las B largas
% % % % % %
No rearreglo - 0 - 0 14 + 6 - 0 + 15
V-D-J + 100 + 100 84 + 84 + 1 00 + 79
e Dy, -Jy + 11 + 43 19 + 58 + 30 + 30
IGHVDJ + D, + 100 + 100 86 + 94 + 100 + 85
No rearreglo - 0 - 0 16 + 16 + 20 + 20
V- J, + 94 + 94 63 + 68 + 70 + 61
IGK
V —kde/intronRSS + 75 + 61 59 + 52 + 60 + 58
Total IGK + 100 + 100 84 + 84 + 80 + 80
No rearreglos + 56 + 70 79 + 31 + 70 + 72
et V- J, + 44 + 30 30 + 29 + 30 + 28
Sjiz:\i?:;es D,,- J,+kde + 78 + 73 64 + 7 + 60 + 72
V- J4+ IGK + 100 + 100 100 + 94 + 100 + 96
Soegsfnfdos IGH + IGK + 100 + 100 100 + 100 + 100 + 98
IGH + IGK + IGL + 100 + 100 100 + 100 + 100 + 98
VB-JB + 6 + 14 3 + 10 + 10 + 13
TCRB DB-JB + 6 + 18 4 + 19 + 30 + 16
Total TCRB + 9 + 25 6 + 23 + 10 + 21
TCRG Total TCRG + 11 + 18 2 + 16 + 10 + 15
TCRD Total TCRD + 4 + 12 5 + 10 + 20 + 14

b. Rearreglos frecuentes en linfoproliferaciones B
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La finalidad de las pruebas para determinacion de
EMR es detectar hasta el Gltimo blasto (cuadro I1).
Cuando la enfermedad se asocia con un dafio gené-
tico especifico, este puede utilizarse como marcador
de EMR. Sin embargo, en algunos casos, como el
del transcrito TEL-AML1, la mayoria de los afec-
tados presentan remision molecular luego de la
induccion; al contrario, en el caso del BCR-ABL, la
mayoria de los pacientes persisten positivos después
de la induccion.34

En el caso de las leucemias, la inmunofenotipifica-
cion por medio de CF y las técnicas de biologia mole-
cular para la determinacion de reordenamientos de los
genes del receptor de antigeno ofrecen una elevada
sensibilidad. Para determinar EMR por medio de las
pruebas de reordenamientos de Ig y TCR, se aplican
los protocolos sobre una muestra diagndstica, rica en
células tumorales. Los mas representativos se secuen-
cian. A partir de los resultados se disefian primers espe-
cificos y se ponen en marcha ensayos cuantitativos por

PCR.35 Un 30 % de los casos presentan evolucion clo-
nal y requieren seguimiento por varios rearreglos.®! Sin
embargo, puede decirse que el rastreo es, por medio de
esta técnica, no solo muy preciso sino personalizado.

Conclusiones

Aunque los procedimientos para confirmar la clonali-
dad linfoide a partir de la busqueda de reordenamientos
de los genes de receptor de antigeno se conocen y se
han utilizado por decenios, es necesario que se extienda
su uso y se establezcan intercambios entre las discipli-
nas con el fin de mejorar la atencidn a los pacientes.
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