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« Estructura de inmunoglobulina (Ig) y TCR
(receptor de células T)

« Genética de TCR/Ig

« Desarrollo de células T/B y reordenamiento del
gen TCR/Ig

* Prueba molecular del reordenamiento de TCR/Ig

« Utilidad clinica del analisis de reordenamiento
molecular de TCR/lIg en neoplasias linfoides
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Inmunoglobulina (Ilg) and Receptor de células T (TCR)
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Genética de TCRI/Ig

« (Cada cadena de receptor esta codificada en el genoma de la
linea germinal como diferentes segmentos de genes (V, D, J).

» Durante el desarrollo de los linfocitos T / B, los segmentos de
genes se someten a una recombinacion de ADN somatica
aleatoria (VDJ o VJ) para formar una secuencia de region
variable completa, conocida como reordenamiento de genes.

* Insercion y delecion sin plantilla de nucledtidos aleatorios en
las regiones de union.

« Hipermutacion somatica: alta tasa de mutaciones puntuales
en la region V de los genes Ig (células B maduras).
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Desarrollo de células B y reordenamiento del gen BCR/Ig
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IgH: linea germinal D-J se unen V-DJ se unen VDJ reordenable VDJ reordenable VDJ reordenable VDJ reordenable

IgK/L: linea germinal linea germinal linea germinal linea germinal V-Jd se unen VJ reordenable VJ reordenable

Orden de los reordenamientos genéticos:
IGH - IGK

Si falla la reordenacion de IGK-> Reordenamiento del gen IGL
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Desarrollo de células T y reordenamiento del gen TCR
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Numero estimado de segmentos de genes V, D, J humanos no
polimérficos potencialmente implicados en los reordenamientos

del gen TCRI/Ig

Segmentos de genes m Genes TCR

IGH IGK IGL TRA°  TRB TRG TRD

Funcional 44 43 38 46 47 6 8
! Reordenable 66 76 56 54 67 9 8
D Reordenable 27 - - - 2 - 3
Funcional 6 5 4 53 13 3 4
: Reordenable 6 5 3) 61 13 3 4

Clinical Chemistry Trainee Council
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Reordenamientos clonales de TCR/Ig en
neoplasias linfoides

« Se esperaria que las células neoplasicas
linfoides derivadas de la unica célula precursora
comun alberguen secuencias de ADN de TCR/Ig
idénticas (marcadores tumorales).

« Aunque la gran mayoria de las neoplasias
linfoides contienen secuencias idénticas del gen
TCR/lg, los reordenamientos del gen TCR/Ig no
son necesariamente especificos del linaje.
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Pruebas moleculares de reordenamientos
de TCR/lg
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» Métodos/Técnicas:

« Southern blot

» Electroforesis capilar por PCR

* Secuenciacion de nueva generacion

» Tipos de aplicaciones:
« Analisis de clonalidad
* Enfermedad residual minima (EMR)*

Clinical Chemistry Trainee Council
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Analisis de reordenamiento de TCR/Ig
basado en Southern blot
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Solia ser considerado como estandar de oro para
las pruebas de clonalidad.

Requiere una gran cantidad de ADN de alto peso
molecular

Menor tasa de falsos positivos
5-10% de sensibilidad analitica

Requiere digestion con enzimas de restriccion;
es laborioso

Tiempo de respuesta: 1-2 semanas
No apto para rastrear clones

K‘I’I
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Analisis de clonalidad de TCR/Ig basado en PCR/CE

 Requiere una pequena cantidad de
ADN

« ADN degradado aceptable (FFPE)

* Interpretacion basada en el tamano
de los fragmentos; Sin necesidad _.__.
de digestion con enzimas de
restriccion

« Sensibilidad: 2-5%

* Ayuno: TAT de 1-2 dias

* No apto para analisis de la
enfermedad residual ﬂmm
minima/medible (ERM)*

ccic K 12

*MRD: minimal residual disease
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Analisis de reordenamiento de TCR/Ig basado en NGS

L]

Name Total count Rank  Sequence Length Merge count V-gene J-gene % total reads
18-CLONE29-A008-T1109327 1 CAAAGCTGCTGTTCCACTACTATGACAAAGATTTTAACAATGAAGCAGACACCCCTGATAACTTCCAATCCAGGAC254 8408 Vbl5s Jb2-5 " 6674875
18-CLONE28-A008-"1109327 72 CCTTCCCATTTTAATTCACTGCETTTGTETTITCCAAGECCCACACAGTCAGACTAACCTCTGECACCTGEGETTECTEL93 G146 Db2 Jb2-7 B.7343191
18-CLONE29-A008-T1109327 & TTCAGTTCCTCTTTGAATACTTCAGTGAGACACAGAGAAACAAAGGAAACTTCCCTGGTCGATTCTCAGGGCGCCALO7 %240 Vb5-1 Jbl-2 M.5625032
18-CLONE29-8008-"109327 & ATGGGCTGAGGCTGATCCATTACTCATATGGTGTTCAAGACACTAACAAAGGAGAAGTCTCAGATGGCTACAGTG 87 %188 Vb10-1 Jb2-1 0.5578157
18-CLONE29-A008-T1109327 & GGAGETGAGAAGGAAGCCCCCGECCTEETCCATACCCCACCACCAACTTGCATAATGGGGGGTGATETCACCCAR1S Ess0 Dbl Jbl-2 f0.5359670
18-CLONE28-A008-"1109327 B TTCAGTTCCTCTTTGAATACTICAGTGAGACACAGAGAAACAAAGGAAACTTCCCTGGTCGATTCTCAGGGCGECAT 81 E630 Vb5-1 Jb1-1 B.5075149
18-CLONE29-A008-T1109327 %7 GGAGGTGAGAAGGAAGCCCCCGGCCTGGTCCATACCCCACCACCAACTTGCATAATGGGGGGTGATGTCACCCAR0E Eage Dbl Jbl-1 4945341
18-CLONE28-A008-"1109327 B AACAATCGATTCTTAGCTGAAAGGACTGGAGGGACGTATICTACTCTGAAGGTGCAGCCTGCAGAACTGGAGGATL3E 720 Vb14 Ib2-7 .4254832
18-CLONE28-A008-"1109327 % CCTTCCCATTTTAATTCACTGCETTTGTETTITCCAAGECCCACACAGTCAGACTAACCTCTGECACCTGEGETTECTG 200 426 Db2 Jb2-2 '0.3989806
18-CLONE29-A008-T1109327 1 CATGACAAAATGTACTGGTATCAACAAGATCCAGGAATGGAACTACACCTCATCCACTATTCCTATGGAGTTAATT™252 M265 Vb25-1 Ib2-7 3844673

CCIC
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NGS: Secuenciacion de nueva generacion, del inglés next generation sequencing
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Utilidad clinica del analisis de reordenamiento
molecular de TCR/Ig en neoplasias linfoides
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* Ayudar al diagnoéstico de casos desafiantes o no
concluyentes de trastornos linfoproliferativos

« Evaluacion de la relacion clonal entre dos o mas
lesiones en un mismo paciente

« Discriminacion entre una recaida y una segunda
neoplasia

 Estadificacion del linfoma (diseminacion/localizacion)
« Monitoreo/evaluacion de la eficacia del tratamiento
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Resumen

* Los genes TCR/Ig estan codificados en el genoma de la
linea germinal como diferentes segmentos genicos.

« Durante el desarrollo de las células T/B, los segmentos de
los genes V, (D) y J se someten a una recombinacion
aleatoria para formar una secuencia completa de la region
V, conocida como reordenamiento del gen TCR/Ig.

« Las inserciones adicionales de nucleodtidos no emplazados
en las regiones de union durante los reordenamientos de
genes y las hipermutaciones somaticas en los genes de Ig
aumentan aun mas la diversidad del repertorio de TCR/Ig.

« El analisis molecular de los reordenamientos del gen TCR/
|g tiene una utilidad clinica importante en el diagnostico y
seguimiento de las neoplasias linfoides.

CCIC K 15
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Titulos de figuras y tablas

* Inmunoglobulina (lIg) y receptor de células T (TCR)

* Desarrollo de células B y reordenamiento del gen
BCR/Ig

* Desarrollo de células T y reordenamiento del gen TCR
« Reordenamiento del gen IGH

 Numero estimado de segmentos de los genes V, D, J
humanos implicados en los reordenamientos de los
genes TCR/Ig
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Previa presentacion de esta capsula, el ponente completo el formulario de
declaraciones de Clinical Chemistry. Declaraciones y/o posibles conflictos
de interes:

= Empleo o Liderazgo: Ninguno declarado

= Consultor o rol consultivo: Ninguno declarado

= Propiedad de acciones: Ninguno declarado

= Honorarios: Invivoscribe

= Financiamiento para la investigacion: Ninguno declarado
» Testimonio de Expertos: Ninguno declarado

= Patentes: Ninguno declarado
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Puede encontrar nuestras proximas Capsulas y
mas informacion del Trainee Council en:
www.traineecouncil.org

Descargue la app gratuita de Clinical Chemistry
en iTunes para obtener contenido adicional
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