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DESCRIPCION
Métodos mejorados de secuenciacién de receptores de células inmunitarias
Campo

La divulgacidn se refiere a métodos, sistemas y kits para secuenciar repertorios de receptores de células inmunitarias
a partir de células inmunitarias, tales como células T o células B.

Antecedentes

Los repertorios de células inmunitarias, tales como los de células B o T, consisten de millones de linfocitos, cada uno
de los cuales expresa un complejo proteico diferente que permite el reconocimiento especifico de un Unico antigeno.
Las células T CD4 y CD8 positivas expresan los llamados receptores de células T (TCR). Estos receptores
heterodiméricos reconocen péptidos derivados de antigenos mostrados por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en la superficie de las células que presentan antigenos, como se describe en Rudolph MG,
Stanfield RL, Wilson IA. Cémo se unen los TCR a MHC, péptidos y correceptores. Annu Rev Inmunol. 2006;24:419-
66. Los TCR se componen de dos subunidades, mas comlUnmente de una cadena ay una cadena B. Un tipo menos
comun de TCR contiene una cadena y y una cadena o.

Las cadenas alfa (a) consisten en una regién V (variable), una de unién (J) y una constante (C), mientras que las
cadenas beta (B) contienen una regién de diversidad (D) adicional entre las regiones V y J (ver Figura 1), como se
describe en Starr TK, Jameson SC, Hogquist KA. Seleccién positiva y negativa de células T. Annu Rev Inmunol.
2003;21:139-76. Cada una de estas regiones TCR esté codificada en varias piezas, los llamados segmentos genéticos,
que estén segregados espacialmente en la linea germinal. En humanos, el locus del gen TCR a contiene 54 segmentos
de genes V diferentes y 61 segmentos de genes J. El locus de la cadena B del TCR humano comprende segmentos
de 65V, 2D y 14 J. La gran diversidad estructural de los TCR se logra mediante la recombinacién somatica de estos
segmentos del gen TCR durante el desarrollo de los linfocitos en el timo. Durante este proceso, se seleccionan
aleatoriamente varios segmentos de genes de cada tipo de regién y se unen para formar un locus TCR reordenado.
Se crea diversidad de unién adicional mediante la adicién o eliminacién de nucleétidos en los sitios de recombinacién,
como se describe en Krangel MS. Mechanics of T cell receptor gene rearramgement. Curr Opin Immunol. 2009
abril;21(2):133-9. El proceso de unién de V(D)J desempefia un papel fundamental en la configuracién de los terceros
bucles hipervariables (también llamados regiones determinantes complementarias, CDR3) de las cadenas ay B de
TCR. Estas regiones se unen a antigenos y son esenciales para proporcionar la alta especificidad de reconocimiento
de antigenos que exhiben los TCR.

De manera similar al TCR af, los segmentos TCR gamma (y) y delta (&) sufren un reordenamiento V(D)J durante el
desarrollo del timo. Ambos loci se recombinan en la etapa doble negativa (DN) del desarrollo de las células T. La
diferenciacién hacia el linaje yd o aff depende de la capacidad de la célula para producir TCR yd o af funcional. El
locus & esta incrustado dentro del locus a. Los segmentos D&, J& y Cd estan ubicados entre los segmentos V y J del
locus a. Los segmentos VO son los mismos que los segmentos Va pero sélo una fraccién de los segmentos Va se usa
para la cadena TCR 6.

En general, la recombinacién V(D)J es capaz de generar millones de secuencias de TCR diferentes y desempefia un
papel fundamental en la capacidad de un organismo para eliminar infecciones o células transformadas. No es
sorprendente que los repertorios de TCR afecten a una amplia gama de enfermedades, incluidas enfermedades
malignas, trastornos autoinmunes y enfermedades infecciosas. La secuenciacién de TCR ha sido fundamental para
comprender cémo evoluciona el repertorio de TCR durante la infeccién o después del tratamiento (por ejemplo,
después de un trasplante de células madre hematopoyéticas, una infeccién viral crénica, una inmunoterapia). Ademas,
la identificacién de TCR en linfocitos infiltrantes de tumores y otras células T que se dirigen a epitopos especificos del
cancer no sélo ha ampliado nuestro conocimiento sobre las enfermedades malignas, sino que también ha dado lugar
a nuevas terapias para el cancer, como la transferencia adoptiva de células T o las vacunas para el cancer.

Debido a la gran diversidad de secuencias, determinar los repertorios de TCR ha sido un desafio en la practica. En
los ultimos afios, la secuenciacion de préxima generacién (NGS) ha abierto nuevas oportunidades para evaluar de
manera integral la extrema diversidad de repertorios de TCR, como se describe en Genolet R, Stevenson BJ, Farinelli
L, Osteras M, Luescher IF. El repertorio altamente diverso de cadenas TCRa de células T CD8+ preinmunes revela
nuevos conocimientos sobre la recombinacién de genes. EMBO J. 4 de abril de 2012; 31 (7): 1666-78; Robins HS,
Campregher PV, Srivastava SK, Wacher A, Turtle CJ, Kahsai O, Riddell SR, Warren EH, Carlson CS. Evaluacién
integral de la diversidad de la cadena beta del receptor de células T en células T alfa beta. Blood. 2009 Nov. 5;
114(19):4099-107; Linnemann C, Heemskerk B, Kvistborg P, Kluin RJ, Bolotin DA, Chen X, Bresser K, Nieuwland M,
Schotte R, Michels S, Gomez-Eerland R, Jahn L, Hombrink P, Legrand N, Shu CJ, Mamedov |Z, Velds A, Blank CU,
Haanen JB, Turchaninova MA, Kerkhoven RM, Spits H, Hadrup SR, Heemskerk MH, Blankenstein T, Chudakov DM,
Bendle GM, Schumacher TN. High-throughput identification of antigen specific TCRs by TCR gene capture. Nat Med.
2013 nov.;19(11):1534-41; Turchaninova MA, Britanova OV, Bolotin DA, Shugay M, Putintseva EV, Staroverov DB,
Sharonov G, Shcherbo D, Zvyagin IV, Mamedov |Z, Linnemann C, Schumacher TN, Chudakov DM. Pairing of T-cell
receptor chains via emulsion PCR. Eur J Immunol. 2013 sep;43(9):2507-15.
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Dado que la mayoria de las técnicas actuales de secuenciaciéon de TCR requieren el enriquecimiento de los genes de
TCR para la secuenciacién, la mayoria de los métodos incluyen una etapa de amplificacién, en la que se amplifican
los acidos nucleicos que codifican los TCR individuales. Por lo tanto, uno de los desafios de la secuenciaciéon de TCR
se relaciona con la capacidad de la tecnologia para mantener la proporcidén de cada TCR durante la amplificacién. Por
lo tanto, la forma en que se preparan las bibliotecas TCR tiene un fuerte impacto en la calidad y confiabilidad de los
resultados de secuenciacidn obtenidos y en las conclusiones que se pueden extraer de los datos. En el pasado se
han utilizado varios enfoques para amplificar y secuenciar repertorios de TCR, cada método con su propio conjunto
de problemas.

Un método frecuentemente empleado para la secuenciaciéon de TCR se basa en una etapa de PCR mudltiple, en el que
todos los cebadores para los segmentos V y J se mezclan entre si para amplificar todos los posibles
reordenamientos/combinaciones de V(D)J, como se describe en Robins HS, Campregher PV, Srivastava SK, Wacher
A, Turtle CJ, Kahsai O, Riddell SR, Warren EH, Carlson CS. Comprehensive assessment of T-cell receptor beta-chain
diversity in alpha beta T cells. Blood. 2009 nov. 5; 114(19):4099-107. El principal inconveniente de esta tecnologia es
que la amplificacién no es cuantitativa: Debido a que la eficacia de cada par de cebadores varia, algunas secuencias
de TCR estan representadas preferentemente en la biblioteca.

Otro método de secuenciaciéon de TCR utiliza un proceso llamado "captura de gen de ADN" para aislar fragmentos de
ADN que codifican TCR, como se describe en el presente documento. Linnemann C, Heemskerk B, Kvistborg P, Kluin
RJ, Bolotin DA, Chen X, Bresser K, Nieuwland M, Schotte R, Michels S, Gomez-Eerland R, Jahn L, Hombrink P,
Legrand N, Shu CJ, Mamedov IZ. Velds A, Blank CU, Haanen JB, Turchaninova MA, Kerkhoven RM, Spits H, Hadrup
SR, Heemskerk MH, Blankenstein T, Chudakov DM, Bendle GM, Schumacher TN. High-throughput identification of
antigen-specific TCRs by TCR gene capture. Nat. Med. 2013 Nov.;19(11):1534-41. Sin embargo, dado que este método
utiliza ADN en lugar de ARN, también aislara los segmentos V y J que aun no han experimentado un reordenamiento
somatico. Como consecuencia, muchos de los datos de secuenciacién obtenidos no son informativos para la
identificacion del gen TCR, ya que no contienen la regién V(D)J del locus del gen TCR reordenado. Ademas, el uso de
ADN en lugar de ARN para el andlisis del gen TCR puede sobreestimar la diversidad del repertorio de TCR, ya que
las células T expresan solo una de las dos cadenas {3, mientras que el otro gen esté silenciado (exclusion alélica).

Un tercer método de amplificacién de TCR se basa en la tecnologia 5'-Race PCR (SMARTer® Kit de perfiles humanos
TCR a/b, Takara-Clontech). En este método, se afiade un adaptador de &cido nucleico al extremo 5' del ADNc durante
la etapa de transcripcién inversa. Como resultado, los productos de TCR se pueden amplificar posteriormente con un
Unico par de cebadores, uniéndose un cebador al adaptador en el extremo 5' del ADNc y el segundo cebador
uniéndose a la regién constante cerca del extremo 3' del ADNc. Una de las desventajas de esta técnica es que la
etapa de amplificacién generara fragmentos de PCR que oscilan entre 500 y 600 pb. Como la longitud del segmento
V supera los 400 pb, en realidad no es posible secuenciar la unién V(D)J comenzando desde el extremo 5' usando
tecnologia de secuenciacion lllumina®, que puede generar lecturas de secuenciacion de hasta 300 pb Gnicamente.
Por lo tanto, la secuenciacion de la unién V/J se realiza habitualmente desde la regién constante, cruzando el segmento
J, laregion CDR3 y parte del segmento V. Sin embargo, los errores de secuenciacién aumentan con la longitud de la
lectura de secuenciacién y, por lo tanto, se introducen con mayor frecuencia en los segmentos V, la regién mas dificil
de asignar correctamente debido a la alta homologia entre los diferentes segmentos V. En consecuencia, la
secuenciacidén a partir de la regién constante puede conducir a una reduccién en el nUmero de segmentos V que
pueden identificarse sin ambigledades. Si bien esta advertencia puede evitarse mediante la secuenciacién de
extremos pares, dicha modificacién del protocolo aumentara significativamente la duracién y el coste asociados con
este método.

Resumen

Dado que cada uno de los métodos actuales presenta deficiencias importantes, existe una necesidad considerable de
una tecnologia de secuenciacién de TCR que proporcione datos del repertorio de TCR con alta sensibilidad y
confiabilidad.

En el presente documento se divulgan métodos para secuenciar repertorios de receptores de células T y otros
repertorios de células inmunitarias, tales como repertorios de células B, con alta sensibilidad y confiabilidad.

Las realizaciones de la invencién en el presente documento también se denominan método SEQTR (Secuenciacion
de receptores de células T).

Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona un método para secuenciar genes de receptores de células
inmunitarias, que comprende: (1) proporcionar ARN de células inmunitarias; (2) transcribir el ARN en ARN
complementario (ARNc), seguido de transcripcién inversa del ARNc en ADN complementario (ADNc) usando uno o
mas cebadores que comprenden una primera secuencia adaptadora, en el que cada extremo 5' del ADNc producido
mediante transcripcién inversa contiene la primera secuencia de adaptador; (3) amplificar el ADNc para producir un
primer producto de amplificacién usando un primer par de cebadores que comprende un primer cebador que se hibrida
con la primera secuencia adaptadora y un segundo cebador que se hibrida con una regién constante del gen del
receptor de células inmunitarias; (4) amplificar el primer producto de amplificacién para producir un segundo producto
de amplificacién usando un segundo par de cebadores, en el que (i) un primer cebador del segundo par de cebadores
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se une a la secuencia adaptadora en el extremo 5' del primer producto de amplificacién, (ii) el segundo cebador del
segundo par de cebadores se une a la regién constante del gen del receptor de células inmunitarias en el primer
producto de amplificacién, y (iii) el primer y segundo cebadores comprenden secuencias adaptadoras para
secuenciacidn; y (5) secuenciar el segundo producto de amplificacién.

En algunas realizaciones, la etapa de transcripcién inversa da como resultado productos de PCR que varian de 150 a
600 pb. En algunas realizaciones, los genes del receptor de células inmunitarias son genes del receptor de células T
(TCR) o genes del receptor de células B (BCR).

En algunas realizaciones, uno o méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) se hibridan con
segmentos V de la cadena a de TCR.

En algunas realizaciones, uno 0 méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) comprenden una o
mas de las SEQ ID NO: 1-50 o SEQ ID NO: 261-310.

En algunas realizaciones, uno o méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) se hibridan con
segmentos V de la cadena B de TCR.

En algunas realizaciones, uno 0 méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) comprenden una o
mas de las SEQ ID NO: 51-100 o SEQ ID NO: 311-360.

En algunas realizaciones, uno o méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) se hibridan con
segmentos V de la cadena y de TCR.

En algunas realizaciones, uno o méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) se hibridan con
segmentos V de la cadena 6 de TCR.

En algunas realizaciones, uno o méas cebadores usados para la transcripcién inversa (etapa (2)) se hibridan con
segmentos V de la cadena pesada de BCR.

En algunas realizaciones, uno 0 mas cebadores usados para la transcripcidn inversa (etapa (2)) o la sintesis de ADNc
de segunda cadena (etapa (2)(b)) se hibridan con segmentos V de cadena ligera de BCR.

En algunas realizaciones, uno o mas cebadores usados para la transcripcion inversa (etapa (2)) contienen una
secuencia de codigo de barras de nucleétidos.

En algunas realizaciones, el cédigo de barras de nucleétidos comprende de 6 a 20 nucledtidos. En algunas
realizaciones, el codigo de barras de nucleétidos consiste de 9 nucledtidos. En algunas realizaciones, el cédigo de
barras de nucleétidos consiste de la secuencia NNNNTNNNN, NNNNANNNN o HHHHHNNNN.

En algunas realizaciones, la primera secuencia adaptadora de uno o mas cebadores usados para la transcripcion
inversa (etapa (2)) comprende un adaptador T7.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias son células T y en las que el segundo cebador del primer par de
cebadores se hibrida con la regién constante de un gen TCR.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias son células B y en las que el segundo cebador del primer par de
cebadores se hibrida con la regién constante de un gen BCR.

En algunas realizaciones, la secuenciacidén es una secuenciacién de préxima generacién.

En algunas realizaciones, el ARN de las células inmunitarias se obtiene mezclando células inmunitarias con células
portadoras antes de la extraccién del ARN.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias son linfocitos infiltrantes de tumores.
En algunas realizaciones, las células inmunitarias son células T CD4 o CD8 positivas.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias se purifican a partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) antes de la extraccién del ARN.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias son parte de una mezcla de PBMC.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias se derivan de un mamifero. En algunas realizaciones, el mamifero
es un humano o un ratén.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencién se entenderan mejor con respecto a la
siguiente descripcién, las reivindicaciones adjuntas y los dibujos adjuntos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2977787 T3

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1 muestra la disposicién de las regiones V (variable), diversidad (D), unién (J) y regiones constantes (C) en las
cadenas a y B de los receptores de células T. Figura tomada de Murphy, K., Travers, P, Walport, M. & Janeway, C.
(2012). Janeway’s Immunobiology. Nueva York: Garland Science.

Figura 2 Esta es una ilustraciéon de tres técnicas diferentes de secuenciacién de TCR que se han empleado en el
pasado.

Figura 3 proporciona una descripcion general del método SEQTR, utilizando las cadenas a de TCR como ejemplo.
Cada barra representa un gen de la cadena a de TCR. En las moléculas de ARN y ARNc, el orden de los segmentos
es, de izquierda a derecha: Segmentos V, segmentos J y regién constante. Las regiones de codigos de barras se
agregan en la molécula de ADNc a la izquierda de los segmentos V; y las regiones adaptadoras T7 se agregan a la
izquierda de los cédigos de barras (también indicadas por la amplificacién del cebador T7 en las etapas PCR1 y PCR2).
Los adaptadores de secuenciacién iluminar® se agregan en la etapa PCR2 a los extremos 5' y 3' de las moléculas,
como se muestra en el Gltimo conjunto de moléculas.

Figura 4 ilustra la sensibilidad del método SEQTR. 108 105 104 103 de 0 células T CD8 positivas, respectivamente,
se mezclaron con 5x10* Células 3T3. EIARN se extrajo y se sometié a transcripcién, transcripcion inversa y una ronda
de amplificacién (etapas 2 a 4, ver descripcién detallada). Los productos de la PCR resultantes se separaron en geles
de agarosa y se visualizaron con bromuro de etidio.

Figura 5 ilustra la especificidad del método SEQTR. 10°, 105 10 10° 0 0 células T CD8 positivas, respectivamente,
se mezclaron con 5x10* Células 3T3. EI ARN fue extraido y sometido al método SEQTR. Se indican los porcentajes
de lecturas de secuenciacién que estaban o no asociadas, respectivamente, con genes TCR reales.

Figura 6 ilustra la identificacion inequivoca de genes TCR como una caracteristica del método SEQTR. 5x10* células
3T3 se mezclaron con 108, 105, 104 10% o 0 células T CD8 positivas, respectivamente. EI ARN de cada mezcla fue
aislado y sometido al método SEQTR. Las lecturas que no estaban asociadas con genes TCR se eliminaron del
conjunto de datos. Para las lecturas restantes, se indican los porcentajes de lecturas que podrian o no,
respectivamente, asignarse sin ambigledades a segmentos V o J especificos.

Figura 7 ilustra la linealidad del método SEQTR. Una cantidad fija de ADN que codifica una secuencia de TCR conocida
se diluyé en diferentes concentraciones en una mezcla de ADN que representa un repertorio de células T CD8
virgenes. Los repertorios de TCR de las mezclas individuales se secuenciaron utilizando el método SEQTR. La
frecuencia observada de la secuencia de TCR conocida en todo el repertorio se representé frente a la dilucién del gen
TCR respectivo.

Figura 8 ilustra la reproducibilidad del método SEQTR. Los repertorios de TCR se secuenciaron utilizando el método
SEQTR de una muestra bioldégica en dos réplicas técnicas independientes. Las frecuencias para cada
reordenamiento/combinacién de V-J en las cadenas B de TCR se determinaron y compararon entre las dos réplicas.
Cada esfera representa un Unico reordenamiento de V-J y el tamafio de una esfera indica la frecuencia relativa de la
recombinaciéon V-J especifica. Las esferas grises representan reordenamientos para los cuales las frecuencias
relativas detectadas en las dos réplicas diferian en menos del doble. Las esferas negras representan reordenamientos
para los cuales las frecuencias relativas detectadas en las dos réplicas diferian en mas del doble.

Figuras 9A-9C ilustra la diversidad de tres conjuntos de datos de secuenciacidn del repertorio TCR diferentes utilizando
el método SEQTR. Figura 9A Se aislaron células T CD8 positivas a partir de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), Figura 9B purificado adicionalmente usando tetrdmeros conjugados con neoepitopo TEDYMIHII
(SEQ ID NO:236) o Figura 9C purificado adicionalmente usando tetrdmero conjugado con neoepitopo (igual que en la
Figura 9B) y posteriormente expandido in vitro. Los repertorios de TCR de las muestras respectivas se secuenciaron
utilizando el método SEQTR y se representaron las frecuencias relativas de todos los reordenamientos/combinaciones
V/J observados.

Figuras 10A-10C ilustran la superposicién de los TCR identificados utilizando un método de clonacién de células
individuales y los TCR identificados mediante el método SEQTR. Figura 10A: Se aislaron células T de PBMC y se
sometieron a una ronda adicional de purificacién usando tetrdmeros conjugados con el neoepitopo TEDYMIHII (SEQ
ID NO: 236). Luego, la poblacion de células resultante se clasificé mediante clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS). La mitad de las células clasificadas se sometieron al método SEQTR para secuenciar el
repertorio de TCR. Para la otra mitad de las células, se aislaron y expandieron clones de células T individuales. in vitro
(clonacién unicelular). Una vez establecidos los clones, los genes TCR de cada clon de células T se amplificaron y
secuenciaron utilizando la secuenciacién clésica de Sanger. Figura 10B: La tabla muestra los seis TCR identificados
mediante el método de clonacién de células individuales. Las secuencias corresponden a las SEQ ID NO: 237 a 242
de arriba a abajo, respectivamente. Figura 10C: La tabla muestra los ocho TCR mas frecuentes identificados mediante
el método SEQTR. Las secuencias corresponden a las SEQ ID NO: 243 a 250 de arriba a abajo, respectivamente.

Figura 11 ilustra el nUmero de lecturas para diferentes muestras obtenidas utilizando el servicio de secuenciacién TCR
“immunoSEQ®" ofrecido por Biotecnologia Adaptativa. El nimero solicitado de lecturas por muestra fue de 200,000
lecturas. El nimero en el eje x representa el analisis de muestras de 16 pacientes diferentes. Las columnas, de
izquierda a derecha, para cada muestra representan el nimero de lecturas de: el tumor; el estroma (tejido que rodea
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el tumor); TIL (linfocito infiltrante de tumores) especifico de epitopo teflido con tetramero y clasificado por FACS a partir
de la muestra de tumor (TET); y TIL separado por tetrdmero de una parte del tumor que se ha injertado en ratones
(mTET).

Figura 12 ilustra la amplificacién de genes TCR de células T que forman parte de una mezcla de PBMC (panel superior)
o de células T positivas para CD4 aisladas (panel inferior), utilizando las etapas 2 a 4 del método SEQTR.

Descripcidn detallada

A la luz de las deficiencias de las técnicas existentes para secuenciar TCR, se determind que una tecnologia de
secuenciacién de TCR que proporcione los datos del repertorio de TCR mas confiables incluye las siguientes
caracteristicas:

1) La amplificacién de genes TCR es lineal y no emplea PCR multiplex, evitando asi la sobrerrepresentacion artificial
de determinadas secuencias de TCR.

2) El método se basa en ARN y no en ADN, por lo que solo proporciona datos de secuencias de TCR que han sufrido
una reordenacién y que realmente se expresan en células T.

3) Los genes TCR se secuencian desde el extremo &', lo que proporciona datos de secuenciacién de alta calidad v,
por lo tanto, maximiza la identificacion fiable e inequivoca de los segmentos V altamente homdlogos.

4) Los datos de secuenciacion incluyen la regién CDR3 altamente variable, lo que facilita la identificacién inequivoca
de secuencias de TCR.

Los métodos, sistemas y kits divulgados cumplen todos estos criterios. Estas mismas caracteristicas son Utiles para
secuenciar receptores de otras células inmunitarias, como las células B.

Los métodos de secuenciacion de receptores de células inmunitarias pueden comprender las siguientes etapas:
(1) Proporcionar ARN total (ARN) como material de partida;

(2) Transcribir el ARN en ARN complementario (ARNc) seguido de transcripcién inversa del ARNc en ADNc, utilizando
cebadores que introducen un adaptador comun en el extremo 5' de los productos de ADNc;

(3) Amplificar los productos de ADNc usando un Unico par de cebadores;

(4) Amplificar los productos de PCR de la etapa 4 usando un Unico par de cebadores, en el que:

i. los cebadores introducen adaptadores para la secuenciacién de préxima generacion, y

ii. el primer cebador se une a la regiéon adaptadora comun en el extremo 5' de los productos de la PCR, y

iii. el segundo cebador se une a una regién de los productos de la PCR que constituye la regién constante del TCR a
secuenciar; y

(5) Secuenciar los productos de PCR generados en la etapa 4.
Informacién genética a secuenciar.

La informacién genética que se va a secuenciar son los genes de los receptores de células inmunitarias. En algunas
realizaciones de la invencién, la informacién genética que se va a secuenciar comprende genes de receptores de
células T. En algunas realizaciones, los genes de TCR que se secuencian codifican cadenas a de TCR o cadenas B
de TCR. En otras realizaciones, los genes de TCR que se secuencian codifican cadenas & de TCR o cadenas y de
TCR.

En otras realizaciones de la invencién, la informacién genética que se va a secuenciar comprende genes del receptor
de células B (BCR).

Material de partida (etapa 1)

El ARN se aisla de las células inmunitarias y se utiliza para generar ARN complementario (ARNc) mediante
transcripcién in vitro. Esto contrasta con las técnicas de secuenciaciéon de TCR existentes que utilizan ADN o ADN
complementario (ADNc) como material genético de partida.

En algunas realizaciones, las células inmunitarias de las que se obtiene el ARN se aislan de células mononucleares
de sangre periférica antes de la extraccién del ARN. Las células inmunitarias son, en algunas realizaciones, células T
o células B.

En algunas realizaciones, las células T de las que se obtiene el ARN expresan CD4 o CDS8.
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Generacidén de ARNc mediante transcripcion (etapa (2)(a))

El ARN complementario (ARNc) se genera mediante transcripcién in vitro. Cualquier método para realizar la
transcripcién in vitro conocida por aquellos expertos en biologia molecular se puede utilizar. En algunas realizaciones,
la transcripcion in vitro en la etapa 2 se realiza utilizando kits disponibles comercialmente, tales como los kits AMBION™
disponibles en Thermo Fisher Scientific.

Transcripcién inversa (etapa (2)(a))

La transcripcion inversa del ARNc se realiza para generar ADN complementario (ADNCc). Se utilizan métodos conocidos
por los expertos en biologia molecular para la transcripcion inversa de ARNc en ADNc. Normalmente, tales métodos
incluyen la hibridaciéon de un cebador con el extremo 3' de la molécula de ARNc y la produccién de ADN comenzando
en el cebador hibridado usando una enzima transcriptasa inversa y nucleétidos, sales y tampones apropiados.

La eleccién de los cebadores utilizados en la reaccidn de transcripcién inversa es importante para la capacidad de
diferenciar entre secuencias de receptores de células inmunitarias homélogas, aunque distintas, con un alto grado de
certeza y permite el acortamiento de los segmentos V desde el extremo 5', generando productos de PCR con un
tamafio de 250-300 pb. Este rango de tamafios de productos de PCR es éptimo para la secuenciacién de préxima
generacion.

En algunas realizaciones, los cebadores utilizados para la transcripcién inversa estan disefiados para unirse dentro
de los segmentos V de los genes TCR (ver Figura 3). Por ejemplo, los cebadores de transcripcién inversa estéan
disefiados para unirse lo suficientemente cerca de la unidén V(D)J para que los datos de secuenciacién resultantes
cubran la CDR3 del segmento V y el segmento J, pero lo suficientemente lejos de la unién V(D)J para permitir la
diferenciacién entre diferentes regiones V.

En algunas realizaciones de la invencion, se utiliza un conjunto de cebadores preferidos (véanse, por ejemplo, las
secuencias en la Tabla 2 y la Tabla 4, y la Tabla 8 y la Tabla 9). Debido al alto grado de homologia entre diferentes
segmentos V, algunos de los cebadores descritos en la Tabla 2 y la Tabla 4 (y la Tabla 8 y la Tabla 9) se unen a mas
de un segmento V (ver en la Tabla 3 y la Tabla 5; los sitios de unién en sus respectivos segmentos V para los cebadores
SEQ ID NO: 1-100 y SEQ ID NO: 261-360 se indican en la Tabla 15 y Tabla 16). Sin embargo, el disefio de los
cebadores presentados en la Tabla 2 y la Tabla 4 (asimismo la Tabla 8 y la Tabla 9) todavia permite la
asignacién/identificacién inequivoca de los respectivos segmentos V en funcién de las diferencias entre los segmentos
V aguas abajo del sitio de unién del cebador. En una realizacién alternativa de la invencién, sélo un subconjunto de
los cebadores preferidos SEQ ID NO: 1-100 y SEQ ID NO: 261-360 se puede utilizar para la transcripcion inversa.

En otra realizacion méas de la invencion, se pueden usar conjuntos de cebadores que se unen a diferentes regiones
en los segmentos V en comparacién con los cebadores que tienen SEQ ID NO: 1-100 y SEQ ID NO: 261-360. Por
ejemplo, el sitio de unién de uno o mas cebadores puede moverse hacia la regién CDR3 del gen TCR. Debido al alto
grado de homologia entre los segmentos V, cuanto mas se mueva el sitio de unién del cebador en direccién a la regién
CDR3 del gen TCR, mayor sera la probabilidad de que los datos de secuenciacién resultantes sean consistentes con
la presencia de més de un segmento V. Si bien, en estos casos, los respectivos segmentos V no pueden asignarse o
identificarse de manera inequivoca, el nimero de segmentos V/J posiblemente presentes en la muestra a menudo
puede reducirse a un pequefio subconjunto. Dependiendo de la aplicacién, esta informacién limitada ya puede resultar
valiosa para el experimentador.

En otra realizacién de la invencién, el sitio de unién de uno o mas cebadores se puede mover hacia el extremo 5' del
segmento V en comparacién con los sitios de unién de los cebadores SEQ ID NO: 1-100 y SEQ ID NO: 261-360.
Muchas tecnologias de secuenciacién de prdxima generacién generan lecturas de secuenciacién de 150 pb de
longitud. Por lo tanto, cuanto més se mueva el sitio de unién del cebador hacia el extremo 5' del segmento V, mayor
sera la probabilidad de que el segmento J respectivo (que se puede encontrar en el extremo 3' de la lectura de
secuenciacidn resultante) no pueda identificarse sin ambigledades. Sin embargo, este problema se puede evitar
mediante el uso de tecnologias de secuenciacién alternativas que generen lecturas > 150 pb.

En algunas realizaciones, los cebadores utilizados en la etapa (2) contienen adicionalmente un cédigo de barras Unico.
Dicho cédigo de barras de cada molécula de ARN antes de la amplificacion se puede utilizar para corregir los
resultados de secuenciacién obtenidos para la PCR y los errores de secuenciacion.

En algunas realizaciones, los cebadores para esta etapa de transcripcion inversa introducen un adaptador T7 comun
en el extremo 5' de los productos de PCR resultantes. Sin embargo, son posibles secuencias de adaptadores
alternativas, incluidas, pero no limitadas a, adaptadores lllumina®y secuencias presentadas en la Tabla 1.

Tabla 1 Ejemplos de adaptadores de nucleétidos alternativos que se pueden utilizar en lugar de una secuencia
adaptadora T7

SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia del cebador (5' a 3')
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251 Eberwine T7 original AAACGACGGCCAGTGATTGTAATACGACTCACTATAGGCGCT
252 Affymetrix T7 GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGT
253 Invitrogen T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGT

254 Ambién T7 GGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGAGT

255 Agilent T7 AATTAATACGACTCACTATAGGGAGAT

Transcripcién inversa (etapa (2)(b))

La transcripcién inversa del ARN se realiza para generar ADN complementario (ADNc). Para la transcripcion inversa
de ARN a ADNc se utilizan métodos conocidos por los expertos en biologia molecular. Normalmente, tales métodos
incluyen la hibridacién de un cebador con el extremo 3' de la molécula de ARN y la produccién de ADN comenzando
en el cebador hibridado usando una enzima transcriptasa inversa y nucleétidos, sales y tampones apropiados.

Transcribir el ADNc en ADNc de segunda cadena (etapa (2)(b))

Después de la generacién del ADNc, se sintetiza el ADNc de la segunda cadena usando métodos conocidos por los
expertos en biologia molecular. Normalmente, tales métodos incluyen la hibridacién de un cebador con el extremo 3'
de la molécula de ADNc y la produccién de ADNc de segunda cadena comenzando en el cebador hibridado usando
una enzima polimerasa y nucleétidos, sales y tampones apropiados.

La eleccidn de los cebadores utilizados en la reaccién de sintesis de la segunda cadena en la etapa (2)(b) es como se
describié anteriormente para la transcripcién inversa en la etapa (2)(a). La eleccién de los cebadores es importante
para la capacidad de diferenciar entre secuencias de receptores de células inmunitarias homélogas, pero distintas,
con un alto grado de certeza y permite el acortamiento de los segmentos V desde el extremo %', generando productos
de PCR con un tamafio de 250-300 pb. Este rango de tamafios de productos de PCR es éptimo para la secuenciacién
de préxima generacion.

Amplificacién (etapa 3)

La amplificacién del ADNc se realiza mediante cualquiera de las reacciones de amplificacién conocidas, como la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizan métodos conocidos por los expertos en la técnica de la biologia
molecular para amplificar el ADNc o una porcién del mismo (por ejemplo, como se representa en la Figura 3).
Normalmente, tales métodos incluyen la hibridacién de un par de cebadores con la molécula de ADNc y la amplificacion
de la secuencia de ADN entre los cebadores hibridados usando una enzima polimerasa y nucleétidos, sales y
tampones apropiados.

En algunas realizaciones, el primer cebador de un par de cebadores usado en una etapa de amplificacion se une a la
regiéon adaptadora comun de los productos de ADNc producidos en la etapa 3 y el segundo cebador del par de
cebadores se une a una regién de los productos de ADNc que constituye la regién constante del TCR que se va a
secuenciar (ver Figura 3).

Es de destacar que no todos los cebadores inversos disefiados para apuntar a la regién constante del gen TCR
funcionan igual de bien en esta reaccién. Por ejemplo, los cebadores enumerados en la Tabla 7 ninguno logré
proporcionar una buena amplificaciéon con el adaptador T7 de ' seleccionado. Por lo tanto, en ciertas realizaciones,
los cebadores listados en la Tabla 6 se utilizan en esta etapa de amplificacién.

Amplificacion (etapa 4)

Se realiza una segunda etapa de amplificacién para agregar secuencias adicionales a las moléculas amplificadas,
tales como secuencias que son Utiles en reacciones de secuenciacién de ADN posteriores. En algunas realizaciones
de la presente invencién, los cebadores utilizados en esta etapa afladen adaptadores apropiados para la
secuenciacion de lllumina®.

Secuenciacién (etapa 5)

Se utilizan diversos métodos de secuenciacién adecuados descritos en el presente documento o conocidos en la
técnica para obtener informacién de secuencia a partir de las secuencias amplificadas de las moléculas de acido
nucleico dentro de una muestra. Por ejemplo, las metodologias de secuenciacién que se pueden usar en los métodos
divulgados en el presente documento incluyen: secuenciacién de Sanger clasica, secuenciacién masiva paralela,
secuenciacién de proxima generacién, secuenciacién polony, pirosecuenciacién 454, secuenciacion lllumina®,
secuenciacion Solexa® secuenciacion SOLID™, secuenciacidn de semiconductores de iones, secuenciacién de
nanobolas de ADN, secuenciacién de molécula Unica en heliscopio, secuenciacién en tiempo real de molécula Unica,
secuenciacién de ADN de nanoporos, Secuenciacién de ADN de corrientes de tlinel, secuenciacién por hibridacién,
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secuenciacidn con espectrometria de masas, secuenciacién de Sanger con microfluidos, secuenciacién basada en
microscopia, secuenciacién de ARN polimerasa, secuenciacién in vitro de virus de alto rendimiento, secuenciacién de
Maxam-Gilbert, secuenciacién de un solo extremo, secuenciacién de extremos emparejados, secuenciacién profunda
y/o secuenciacién ultraprofunda.

Definiciones

Como se describe en el presente documento, se proporcionan un nimero de rangos de valores. Se entiende que cada
valor intermedio, a la décima parte de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario,
entre los limites superior e inferior de ese rango también se divulga especificamente. Cada rango méas pequefio entre
cualquier valor declarado o valor intermedio en un rango establecido y cualquier otro valor declarado o intermedio en
ese rango establecido estd abarcado dentro de la invencidén. Los limites superior e inferior de estos rangos mas
pequefios pueden incluirse o excluirse independientemente en el rango, y cada rango en el que uno, ninguno o ambos
limites estan incluidos en los rangos mas pequefios también est4 abarcado dentro de la invencidn, sujeto a cualquier
limite especificamente excluido en el rango indicado. Cuando el rango indicado incluye uno o0 ambos limites, también
se incluyen en la invencién rangos que excluyen uno o ambos de los limites incluidos.

Como se usa en el presente documento, un "cebador' es una molécula de acido nucleico que se hibrida con una
cadena de polinucleétido complementaria (incluyendo parcialmente complementaria). Los cebadores pueden ser
moléculas de ADN, moléculas de ARN o analogos de ADN o ARN. Los analogos de ADN o ARN se pueden sintetizar
a partir de analogos de nucleétidos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Protocolo ejemplar para el método SEQTR utilizando adaptadores T7 y TrueSeq
Los genes de las cadenas ay B de TCR se secuenciaron en dos reacciones independientes.
1) Material de partida y extraccién de ARN

Para obtener cantidades suficientes de ARN en la extraccién, se utilizaron como material de partida un minimo de
500.000 células T. Alternativamente, y especialmente en los casos en los que habia menos células T disponibles, las
células T se mezclaron con 50.000 células 3T3 de ratdn que sirvieron como portador. El ARN de células T se extrajo
utilizando RNeasy® Micro Kit de Qiagen Inc. de acuerdo con las instrucciones del fabricante con la siguiente
modificacién: La elucién se realizé con 20 pl de agua precalentada a 50 °C. La calidad y cantidad de ARN se verificaron
utilizando un analizador de fragmentos.

2) sintesis de ARNc por transcripcion in vitro (IVT):

La transcripcion in vitro del ARN aislado se realizé utilizando el Kit de amplificacion de ARNa MessageAmp™ Il de
Ambion® (Thermo Fisher Scientific), que contiene enzimas, tampones y nucleétidos necesarios para realizar la primera
y segunda cadena de ADNc y la transcripcién in vitro. El kit también proporciona todas las columnas y reactivos
necesarios para las purificaciones de ADNc y ARNc. La amplificacién del ARN se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante con las siguientes modificaciones:

1) Entre 0.5y 1 ug de ARN total como se utilizé como material de partida. 2) La IVT se realizé en un volumen final de
40 pl y se incubé a 37 °C durante 16 h. El ARNc purificado se cuantific6 mediante absorbancia utilizando un
espectrofotémetro NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific).

3) sintesis de ADNc por transcripcidn inversa:

La transcripcién inversa del ARNc se realizé con el SuperScript® IIl de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). El kit
proporciona la enzima, el tampén y el ditiotreitol (DTT) necesarios para la reaccién. Desoxinucleétidos (ANTP) y los
inhibidores de ribonucleasa RNAsin® se adquirieron de Promega. Las secuencias de los cebadores utilizados para la
transcripcién inversa se pueden encontrar en Tabla 2 (cebadores para secuenciar genes de la cadena a de TCR) y
Tabla 4 (cebadores para secuenciar genes de la cadena  de TCR).

Como material de partida para la transcripcién inversa se utilizaron 500 ng de ARNc. EI ARNc se mezclé con 1 pl de
mezcla de cebadores hTRAV o hTRBV (2 uM cada uno) y 1 ul de dNTP (25 mM) en un volumen final de 13 pl. La
mezcla se incubéd primero a 70 °C durante 10 min y luego a 50 °C durante 30 s. 4 pl de tampén 5x, 1 ul de DTT (100
mM), 1 ul de SuperScript Il y 1 ul de RNAsin® fueron agregados a la mezcla. Posteriormente, las muestras se
incubaron a 55 °C durante 1 h y luego a 85 °C durante 5 min. Después de la sintesis de ADNc, se afladié 1 ug de
RNasa libre de DNasa (Roche) al ADNc y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos para eliminar el ARNc.

4) Amplificacion del gen TCR:

La amplificacion del gen TCR se realizo utilizando un ADN polimerasa Phusion® de alta fidelidad (New England Biolabs)
en las siguientes condiciones:
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Mezcla de PCR: 1 Ul de ADNc de la etapa 3, 1 pl de dNTP (25 mM), 1 pl de mezcla de cebadores (10 pM cada uno,
ver Tabla 5), 5 pl de tampén 5x y 0.2 pl de enzima Phusion® en un volumen total de 25 .

Condiciones de la PCR:
- 94 °C durante 5 min
- 20 a 30 ciclos de

o 98°Cdurante 10 s
o 55°Cdurante 30 s
o 72°Cdurante 30 s

- 72 °C durante 2 min

Los productos de la PCR se purificaron a partir de geles de agarosa (usando un kit de extraccién de gel Qiaquick de
Qiagen) o usando un Kit de limpieza de productos de ExoSAP-IT® PCR (Affymetrix) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

5) Adicién de adaptadores de secuenciacidén de préxima generacion:

Los adaptadores de secuenciacién iluminar® se agregaron mediante PCR utilizando una ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion® (New England Biolabs). Un tercio del producto de PCR purificado obtenido en la etapa 4 se mezclé
con 0.5 pl de ANTP (25 mM), 1 pl de mezcla de cebadores (10 uM cada uno, ver Tabla 8), 5 pl de tampén 5x y 0.2 pli
de enzima Phusion® en un volumen total de 25 pl.

Condiciones de la PCR:
- 94 °C durante 5 min
- realizar 12 ciclos de:

o 98°Cdurante 10 s
o 55°Cdurante 30 s
o 72°Cdurante 30 s

- 72 °C durante 2 min
6) Purificacidén de la biblioteca TCR:

Se purificaron 10 pl del producto de PCR de la etapa 5 utilizando un Kit de limpieza de productos ExoSAP-ET® de
PCR (Affymetrix) o perlas Ampure XP (Beckman Coulter) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego, las
muestras podrian usarse directamente para la secuenciacién de lllumina®.

Tabla 2 Secuencias de cebadores preferidas para la amplificacién de segmentos V de la cadena a de TCR. N puede
ser cualquier nucleétido. Las secuencias de los cebadores presentadas en esta tabla consisten de tres partes
(enumeradas de 5' a 3'): Adaptador T7, cédigo de barras y segmento V de cadena a TCR.

SEQ | Nombre Secuencia de la porcion Secuencia de la Secuencia del segmento V de la
ID | del adaptadora T7 del cebador porcién del cédigo cadena a del TCR del cebador
NO | cebador de barras del

cebador

1 hTRAV1-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTTCTACAGGAGCTCCAGATGAAAG

2 hTRAV1-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTTTTGAAGGAGCTCCAGATGAAAG
3 hTRAV2 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TGCTCATCCTCCAGGTGGCGGGA

4 hTRAV3 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GAGAACCATCTGCCCTTGTGA

5 hTRAV4 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCTGCCCCGGGTTTCCCTGAGCGAC
6 hTRAV5 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCTCTGCGCATTGCAGACACCCA

7 hTRAV6 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TTTGTTTCATATCACAGCCTCCCA

8 hTRAV7 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GCTTGTACATTACAGCCGTGCA

10
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9 hTRAVS- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN ATCTGAGGAAACCCTCTGTGCA
1/8-3
10 | hTRAVS- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN ACCTGACGAAACCCTCAGCCCAT
2/8-4
1 hTRAV8-5 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCTATGCCTGTCTTTAACTTTAATC
12 | hTRAV8-6 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTTGAGAAACCCTCAGTCCATAT
13 | hTRAVS-7 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GAAACCATCAACCCATGTGAGGTGA
14 | hTRAVS-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN ACTTTGGAGAAAGACTCAGTTCAA
15 | hTRAVS-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN ACTTGGAGAAAGGCTCAGTTCAA
16 | hTRAV10 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTGCACATCACAGCCTCCCA
17 | hTRAV11 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN GTTTGGAATATCGCAGCCTCTCAT
18 | hTRAV12- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCCTGCTCATCAGAGACTCCAAG
1
19 | hTRAV12- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTCTGCTCATCAGAGACTCCCAG
2
20 | hTRAV12- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCTTGTTCATCAGAGACTCACAG
3
21 hTRAV13- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCCTGCACATCACAGAGACCCAA
1
22 | hTRAV13- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCTGCAAATTGCAGCTACTCAA
2
23 | hTRAV14 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TTTGTCATCTCCGCTTCACAACTGG
24 | hTRAV15 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GTTTTGAATATGCTGGTCTCTCAT
25 | hTRAV16 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN CCTGAAAGAAACCATTTGCTCAAGA
26 | hTRAV17 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCTTGTTGATCACGGCTTCCCGG
27 | hTRAV18 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN ACCTGGAGAAGCCCTCGGTGCA
28 | hTRAV19 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN CACCATCACAGCCTCACAAGTCGT
29 | hTRAV20 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TTTCTGCACATCACAGCCCCTA
30 | hTRAV21 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTTTATACATTGCAGCTTCTCAGCC
31 hTRAV22 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GTACATTTCCTCTTCCCAGACCAC
32 | hTRAV23 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CATTGCATATCATGGATTCCCAGC
33 | hTRAV24 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GCTATTTGTACATCAAAGGATCCC
34 | hTRAV25 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CAGCTCCCTGCACATCACAGCCA
35 | hTRAV26- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TTGATCCTGCCCCACGCTACGCTGA
1
36 | hTRAV26- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TTGATCCTGCACCGTGCTACCTTGA
2
37 | hTRAV27 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GTTCTCTCCACATCACTGCAGCC
38 | hTRAV28 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN GCCACCTATACATCAGATTCCCA
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39 | hTRAV29 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCTCTGCACATTGTGCCCCTCCCA
40 | hTRAV30 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCCTGTACCTTACGGCCTCCCAGCT
41 hTRAV31 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNNNNN CTTATCATATCATCATCACAGCCA
42 | hTRAV32 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCCTGCATATTACAGCCACCCAA
43 | hTRAV33 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN ACCTCACCATCAATTCCTTAAAAC
44 | hTRAV34 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCCTGCATATCACAGCCTCCCAG
45 | hTRAV35 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CTTCCTGAATATCTCAGCATCCAT
46 | hTRAV36 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCTGAACATCACAGCCACCCAG
47 | hTRAV37 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN TCCCTGCACATACAGGATTCCCAG
48 | hTRAV38 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CAAGATCTCAGACTCACAGCTGG
49 | hTRAV39 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCGTCTCAGCACCCTCCACATCA
50 | hTRAV40 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNTNNNN CCATTGTGAAATATTCAGTCCAGG

Tabla 3 Segmentos V objetivo por cada cebador utilizado para la amplificaciéon de los segmentos V de la cadena a de

TCR.
SEQ ID NO Cebador Segmento(s) V objetivo
1 hTRAV1-1 hTRAV01-1
2 hTRAV1-2 hTRAV01-2
3 hTRAV2 hTRAV02
4 hTRAV3 hTRAV03
5 hTRAV4 hTRAV04
6 hTRAVS5 hTRAV05
7 hTRAVE hTRAV06
8 hTRAV7 hTRAVO7
9 hTRAV8-1/8-3 hTRAV08-1, hTRAV08-3
10 hTRAV8-2/8-4 hTRAV08-2, hTRAV08-4
1 hTRAV8-5 hTRAV08-5
12 hTRAV8-6 hTRAV08-6
13 hTRAVS8-7 hTRAV08-7
14 hTRAV9-1 hTRAV09-1
15 hTRAV9-2 hTRAV09-2
16 hTRAV10 HTRAV10, hTRAV41
17 hTRAV11 hTRAV11
18 hTRAV12-1 hTRAV12-1
19 hTRAV12-2 hTRAV12-2
20 hTRAV12-3 hTRAV12-3
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21 hTRAV13-1 hTRAV13-1
22 hTRAV13-2 hTRAV13-2
23 hTRAV14 hTRAV14
24 hTRAV15 hTRAV15
25 hTRAV16 hTRAV16
26 hTRAV17 hTRAV17
27 hTRAV18 hTRAV18
28 hTRAV19 hTRAV19
29 hTRAV20 hTRAV20
30 hTRAV21 hTRAV21
31 hTRAV22 hTRAV22
32 hTRAV23 hTRAV23
33 hTRAV24 hTRAV24
34 hTRAV25 hTRAV25
35 hTRAV26-1 hTRAV26-1
36 hTRAV26-2 hTRAV26-2
37 hTRAV27 hTRAV27
38 hTRAV28 hTRAV28
39 hTRAV29 hTRAV29
40 hTRAV30 hTRAV30
41 hTRAV31 hTRAV31
42 hTRAV32 hTRAV32
43 hTRAV33 hTRAV33
44 hTRAV34 hTRAV34
45 hTRAV35 hTRAV35
46 hTRAV36 hTRAV36
47 hTRAV37 hTRAV37
48 hTRAV38 hTRAV38-1, hTRAV38-2
49 hTRAV39 hTRAV39
50 hTRAV40 hTRAV40

Tabla 4 Secuencias de cebadores preferidas para la amplificacién de segmentos V de la cadena  de TCR. N puede
ser cualquier nucleétido. Las secuencias de los cebadores presentadas en esta tabla consisten de tres partes
(enumeradas de 5' a 3'): Adaptador T7, codigo de barras y segmento V de la cadena 3 de TCR.

SEQ | Nombre Secuencia de la porcion Secuencia de la Secuencia de la porcién del segmento
ID del adaptadora T7 del cebador porcién del cédigo | V de la cadena B del TCR del cebador
NO cebador
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de barras del

cebador
51 | hTRBV1 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GTGGTCGCACTGCAGCAAGAAGA
52 | hTRBV2 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GATCCGGTCCACAAAGCTGGAGGA
53 | hTRBV3-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CATCAATTCCCTGGAGCTTGGTGA
54 | hTRBV4-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TTCACCTACACGCCCTGCAGCCAG
55 | hTRBV4-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TTCACCTACACAACCCTGCAGCCAG
56 | hTRBV5-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAATGTGAGCACCTTGGAGCTGG
57 | hTRBV5-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TACTGAGTCAAACACGGAGCTAGG
58 | hTRBV5-3 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GCCTTGAGATGAATGTGAGTGCCT
59 | hTRBV5-4 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTGAGCTGAATGTGAACGCCTT
60 | hTRBV6B-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGTTCTCGCTCAGGCTGGAGT
61 | hTRBV6B-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTGGGGTTGGAGTCGGCTGCTC
62 | hTRBV6B-4 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCCCTCACGTTGGCGTCTGCTG
63 | hTRBV6B-5 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TCCCGCTCAGGCTGCTGTCGGC
64 | hTRBV6-6 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GATTTCCCGCTCAGGCTGGAGT
65 | hTRBV6B-7 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TCCCCCTCAAGCTGGAGTCAGCT
66 | hTRBV6B-8 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TCCCACTCAGGCTGGTGTCGGC
67 | hTRBV7-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTCTGAAGTTCCAGCGCACACA
68 | hTRBV7-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GATCCAGCGCACACAGCAGGAG
69 | hTRBV7-3 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN ACTCTGAAGATCCAGCGCACAGA
70 | hTRBV7-5 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN AGATCCAGCGCACAGAGCAAGG
71 | hTRBV7-6 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CAGCGCACAGAGGCAGCGGGACT
72 | hTRBV7-9 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGATCCAGCGCACAGAGCAGG
73 | hTRBV8-1 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCCTCAACCCTGGAGCTACTA
74 | hTRBV8-2 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TCCCCAATCCTGGCATCCACCA
75 | hTRBV9 TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTAAACCTGAGCTCTGGAGCT
76 ?TRBV1 0- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCCTCACTCTGGAGTCTGCTGC
77 2TRBV1 0- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCCTCACTCTGGAGTCAGCTAC
78 2TRBV1 0- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TCCTCACTCTGGAGTCCGCTAC
79 ?TRBV1 1- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCACTCTCAAGATCCAGCCTGCA
80 | hTRBV12- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGGATCCAGCCCATGGAACCCA

1
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81 gTRBV’I 2- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTGAAGATCCAGCCTGCAGAGC
82 gTRBV’I 2- | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CAGCCCCTCAGAACCCAGGGACT
83 | hTRBV13 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGCTCCTTGGAGCTGGGGGACT
84 | hTRBV14 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GGTGCAGCCTGCAGAACTGGAG
85 | hTRBV15 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GACATCCGCTCACCAGGCCTGG
86 | hTRBV16 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN TGAGATCCAGGCTACGAAGCTT

87 | hTRBV17 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAAGATCCATCCCGCAGAGCCG
88 | hTRBV18 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GGATCCAGCAGGGTAGTGCGAGG
89 | hTRBV19 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CACTGTGACATCGGCCCAAG

90 | hTRBV20 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CTGACAGTGACCAGTGCCCATC
91 hTRBV21 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGATCCAGTCCACGGAGTCAG
92 | hTRBV22 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GTGAAGTTGGCCCACACCAGCCA
93 | hTRBV23 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN CCTGGCAATCCTGTCCTCAGAA
94 | hTRBV24 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGTCTGCCATCCCCAACCAGA
95 | hTRBV25 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GGAGTCTGCCAGGCCCTCACA

96 | hTRBV26 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAAGTCTGCCAGCACCAACCAG
97 | hTRBV27 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GGAGTCGCCCAGCCCCAACCAG
98 | hTRBV28 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GGAGTCCGCCAGCACCAACCAG
99 | hTRBV29 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GTGAGCAACATGAGCCCTGAAGA
100 | hTRBV30 | TGTAATACGACTCACTATAG NNNNANNNN GAGTTCTAAAGAAGCTCCTTCTCA

Tabla 5 Segmentos V objetivo por cada cebador utilizado para la amplificacién de segmentos V de la cadena 3 de

TCR.
SEQ ID NO Nombre del segmento V de la cadena b Segmento(s) V objetivo
del TCR
51 hTRBV1 hTRBV01
52 hTRBV2 hTRBV02
53 hTRBV3-1 hTRBV03-1, hnTRBV03-2
54 hTRBV4-1 hTRB V04-1
55 hTRBV4-2 hTRBV04-2, hnTRBV04-3
56 hTRBV5-1 hTRBV05-1
57 hTRBV5-2 hTRBV05-2
58 hTRBV5-3 hTRBV05-3
59 hTRBV5-4 hTRBV05-4, hTRBV05-5, hTRBV05-6, hTRBV05-7,
hTRBV05-8
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60 hTRBVY6-1 hTRB V06-1

61 hTRBV6-2 hTRBV06-2, hTRBV06-3
62 hTRBV6-4 hTRBV06-4

63 hTRBV6-5 hTRBV06-5

64 hTRBV6-6 hTRBV06-6, hTRBV06-9
65 hTRBV6-7 hTRBV06-7

66 hTRBV6-8 hTRBV06-8

67 hTRBV7-1 hTRB V07-1

68 hTRBV7-2 hTRBV07-2, hTRBV07-8
69 hTRBV7-3 hTRBV07-3, hTRBV07-4
70 hTRBV7-5 hTRBV07-5

71 hTRBV7-6 hTRBV07-6, hTRBV07-7
72 hTRBV7-9 hTRBV07-9

73 hTRBVY8-1 hTRB V08-1

74 hTRBVY8-2 hTRBV08-2

75 hTRBV9 hTRBV09

76 hTRBV10-1 hTRBV10-1

77 hTRBV10-2 hTRBV10-2

78 hTRBV10-3 hTRBV10-3

79 hTRBV11-1 hTRBV11-1, hTRBV11-2, hTRBV11-3
80 hTRBV12-1 hTRBV12-1

81 hTRBV12-2 hTRBV12-2

82 hTRBV12-3 hTRBV12-3, hTRBV12-4, hTRBV12-5
83 hTRBV13 hTRBV13

84 hTRBV14 hTRBV14

85 hTRBV15 hTRBV15

86 hTRBV16 hTRBV16

87 hTRBV17 hTRBV17

88 hTRBV18 hTRBV18

89 hTRBV19 hTRBV19

90 hTRBV20 hTRBV20

91 hTRBV21 hTRBV21

92 hTRBV22 hTRBV22

93 hTRBV23 hTRBV23

94 hTRBV24 hTRBV24
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95 hTRBV25 hTRBV25
96 hTRBV26 hTRBV26
97 hTRBV27 hTRBV27
98 hTRBV28 hTRBV28
99 hTRBV29 hTRBV29
100 hTRBV30 hTRBV30

Tabla 6 Cebadores para la amplificacién del gen TCR. Par de cebadores para la secuenciacién de genes a de TCR:
SEQ ID NO 101 y 102. Par de cebadores para la secuenciacién de genes p de TCR: SEQ ID NO 101 y 103.

SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia de cebadores cadena de
TCR
101 Cebador delantero T7 TRAV/TRBV TGTAATACGACTCACTATAG ayp
102 Cebador inverso PCR 1 TRAV GGCCCACAGCACTGTTGCTCTTGAAG a
103 Cebador inverso PCR 1 TRABV CCACTGTGCACCTCCTTCCCATTC B

Tabla 7 Cebadores inversos para la amplificacién del gen TCR que no dieron como resultado una amplificacién

exitosa de los productos de PCR.

SEQ ID NO Secuencia de cebadores cadena de TCR
104 TCGACCAGCTTGACATCACAGG a
105 CAGATTTGTTGCTCCAGGCCACAG a
106 TCTGTGATATACACATCAGAATC a
107 GAATCAAAATCGGTGAATAGGCAG a
108 GGCAGACAGACTTGTCACTGGATT a
109 TAGGACACCGAGGTAAAGCCAC B
110 CTGGGGTGACGGGTTTGGCCCTAT B
111 TTGACAGCGGAAGTGGTTGC B
112 GGCTGCTCAGGCAGTATCTGGAGTC B
113 GCCAGGCACACCAGTGTGGGCCTTTT B

Tabla 8 Cebadores para la adicién de adaptadores de secuenciacidén de préxima generacion. La porcidn de cebador
correspondiente a los adaptadores lllumina® (directo e inverso) estan subrayados en los cebadores directos e
inversos que se muestran a continuacién. Par de cebadores para la secuenciaciéon de genes TCR a: SEQ ID NOS:

114 y 115. Par de cebadores para la secuenciacion de genes B de TCR: SEQ ID NOS: 114 y 116.

SEQ ID Nombre del cebador Secuencia de cebadores Cadena
NO de TCR
114 Cebador directo | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCT ayp

|||umina_T7 TRAV/TRBV CTTCCGATCTTGTAATACGACTCACTATAG
115 Cebador inverso PCR 2 | CAAGCAGAAGAUGICATACGAGATCOCTAAGTGACTGGAGTICAGAD a
TRAC GIETGECTCTTCCGATCUTCAGOCTRHRTATACGGUAGIHTTOA
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116 Cebador inverso PCR 2 | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGAC B
TRBC GTGTGCTCTTCCGATCAAACACAGCGACCTCGGGTGGGAAC

Ejemplo 2: Protocolo ejemplar para el método SEQTR usando adaptadores Nextera
Los genes de las cadenas ay B de TCR se secuenciaron en dos reacciones independientes.
1) Material de partida y extraccién de ARN

Para obtener cantidades suficientes de ARN en la extraccién, se utilizaron como material de partida un minimo de
500.000 células T. Alternativamente, y especialmente en los casos en los que habia menos células T disponibles, las
células T se mezclaron con 50.000 células 3T3 de ratdn que sirvieron como portador. El ARN de células T se extrajo
utilizando RNeasy® Micro Kit de Qiagen Inc. de acuerdo con las instrucciones del fabricante con la siguiente
modificacién: La elucién se realizé con 20 pl de agua precalentada a 50 °C. La calidad y cantidad de ARN se verificé
utilizando un analizador de fragmentos.

2) Sintesis de ARNc por transcripcién in vitro (IVT):

La transcripcién in vitro del ARN aislado se realiz6 utilizando el kit de amplificaciéon de ARNa MessageAmp™ Il de
Ambion® (Thermo Fisher Scientific), que contiene enzimas, tampones y nucleétidos necesarios para realizar la primera
y segunda cadena de ADNc y la transcripcién in vitro. El kit también proporciona todas las columnas y reactivos
necesarios para las purificaciones de ADNc y ARNc. La amplificacién del ARN se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante con las siguientes modificaciones:

1) Entre 0.5y 1 ug de ARN total como se utilizé como material de partida. 2) La IVT se realizé en un volumen final de
40 ply se incubé a 37 °C durante 16 h.

El ARNc purificado se cuantificé mediante absorbancia utilizando un espectrofotémetro NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific).

3) Sintesis de ADNc por transcripcién inversa:

La transcripcién inversa del ARNc se realizé con el SuperScript® IIl de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific). El kit
proporciona la enzima, el tampén y el ditiotreitol (DTT) necesarios para la reaccién. Los desoxinucleétidos (dANTP) y
los inhibidores de ribonucleasa RNAsin® se adquirieron de Promega. Las secuencias de los cebadores utilizados para
la transcripcién inversa se pueden encontrar en la Tabla 9 (cebadores para secuenciar genes de la cadena a de TCR)
y Tabla 10 (cebadores para secuenciar genes de la cadena B de TCR).

Como material de partida para la transcripcién inversa se utilizaron 500 ng de ARNc. EI ARNc se mezclé con 1 pl de
mezcla de cebadores hTRAV o hTRBV (2 uM cada uno) y 1 ul de dNTP (25 mM) en un volumen final de 13 pl. La
mezcla se incubéd primero a 70 °C durante 10 min y luego a 50 °C durante 30 s. 4 pl de tampén 5x, 1 ul de DTT (100
mM), 1 ul de SuperScript Il y 1 ul de RNAsin® fueron agregados a la mezcla. Posteriormente, las muestras se
incubaron a 55 °C durante 1 h y luego a 85 °C durante 5 min. Después de la sintesis de ADNc, se afladié 1 ug de
ARNasa libre de DNasa (Roche) al ADNc y se incub6 a 37 °C durante 30 min para eliminar el ARNc.

4) Amplificacion del gen TCR:

La amplificacion del gen TCR se realizé utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England
Biolabs) en las siguientes condiciones:

Mezcla de PCR: 1 ul de ADNc de la etapa 3, 0.4 pl de dNTP (10 mM), 0.4 pl de mezcla de cebadores (Nextera5',
20 pM, cebador inverso PCR 1 TRAV 10 uyM o cebador inverso PCR1 TRBV 2.5 pM, consulte Tabla 11), 2 pl de tampén
5x y 0.2 pl de enzima Phusion® en un volumen total de 10 pl.

Condiciones de la PCR:
- 94 °C durante 5 min
- 20 ciclos de

o 98°Cdurante 10 s
o 55°Cdurante 30 s
o 72°Cdurante 30 s

- 72 °C durante 2 min

Los productos de PCR se purificaron utilizando 1 pl del Kit de limpieza de productos ExoSAP-IT® de PCR (Affymetrix)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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5) Adicién de adaptadores de secuenciacidén de préoxima generacion:

Los adaptadores de secuenciacion de iluminar® se agregaron mediante PCR utilizando una ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion® (New England Biolabs). Se afiadi6 la siguiente mezcla a los 11 pl de PCR1: 1 pl de dNTP (10 mM),
1 ul de mezcla de cebador (1.25 uM cada uno, ver Tabla 12), 3 ul de tampén 5x y 0.2 ul de enzima Phusion® y 9.8 pl

de H0O.

Condiciones de la PCR:

- 94 °C durante 5 min

- realizar 25 ciclos de:

[0}
[0}
[0}

- 72 °C durante 2 min

98 °C durante 10 s
55°C durante 30 s
72 °C durante 30 s

6) Purificacién de la biblioteca TCR:

Se purificaron 10 ul del producto de PCR de la etapa 5 utilizando perlas AMPURE XP (Beckman Coulter) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Luego, las muestras podrian usarse directamente para la secuenciacién de
lllumina®.

Tabla 9 Secuencias de cebadores preferidas para la amplificacién de segmentos V de la cadena a de TCR. N puede
ser cualquier nucleétido. Las secuencias de los cebadores presentadas en esta tabla consisten de tres partes
(enumeradas de 5' a 3'): Adaptador T7, cédigo de barras y segmento V de cadena a de TCR.

SEQ | Nombre Secuencia de la porcion Secuencia de la Secuencia del segmento V de la
ID del adaptadora de Nextera porcién del cédigo de cadena a del TCR del cebador
NO cebador del cebador barras del cebador
261 | hTRAV1-1 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CTTCTACAGGAGCTCCAGATGAAAG
GTATAAGAGACAG

262 | hTRAV1-2 | TOGTCGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CTTTTGAAGGAGCTCCAGATGAAAG
GTATAAGAGACAG

263 | hTRAV2 | TCGTCGGCAGCOTCAGATGT HHHHHNNNN TGCTCATCCTCCAGGTGGCGGGA
GIATAAGAGACAG

264 | hTRAV3 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN GAGAACCATCTGCCCTTGTGA
GTATAAGAGACAG

265 | hTRAV4 | TCGICGGCAGCGTCAGATGI HHHHHNNNN CCTGCCCCGGGTTTCCCTGAGCGAC
GTATAAGAGACAG

266 hTRAV5 TCGICOGUAGCGTCAGATST HHHHHNNNN TCTCTGCGCATTGCAGACACCCA
GTATAAGAGATAL

267 | hTRAVE | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TTTGTTTCATATCACAGCCTCCCA
GTATAAGAGACAG

268 | hTRAV7 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN GCTTGTACATTACAGCCGTGCA
GTATAAGAGACAG

269 | hTRAV 8- | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN ATCTGAGGAAACCCTCTGTGCA

1/8-3 GTATAAGAGACAG
270 | hTRAV 8- | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN ACCTGACGAAACCCTCAGCCCAT
2/8-4 GTATAAGAGACAG

271 | hTRAV8-5 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CCTATGCCTGTCTTTAACTTTAATC
GTATAAGAGACAG

272 | hTRAV8-6 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CTTGAGAAACCCTCAGTCCATAT
GTATAAGAGACAG

273 | hTRAV8-7 | TCGICGGCAGCGTCAGATGL HHHHHNNNN GAAACCATCAACCCATGTGAGGTGA

GTATAAGAGACAG
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274 hTRAV9-1 TCGTCGGUAGCGTCAGATGY HHHHHNNNN ACTTTGGAGAAAGACTCAGTTCAA
GTATAAGAGACAG
275 | hTRAV9-2 | TCOTCGAUAGCGITAGATGY HHHHHNNNN ACTTGGAGAAAGGCTCAGTTCAA
GTATAAGAGATAG
276 | hTRAV10 TCQRICGRUAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CTGCACATCACAGCCTCCCA
GTATRAGAGATAG
277 | hTRAVI1 | ICOTCGOCAGCGIUAGATHT HHHHHENNNN GTTTGGAATATCGCAGCCTCTCAT
GTATAAGAGALAG
278 hTRAV TCGTCGARCAGCGTUAGATGT HHHHHNNNN CCCTGCTCATCAGAGACTCCAAG
12-1 GTATAAGAGACAG
279 | hTRAV12- | TCGITGHRCAGCGTCAGATGY HHHHHNNNN CTCTGCTCATCAGAGACTCCCAG
2 GYATAAGAGACAG
280 | hTRAV12- | KGICGGCAGUGTCAGATAT HHHHHNNNN CCTTGTTCATCAGAGACTCACAG
3 GPATAAGAGACAG
281 | hTRAV TOGITGOEAG GICAGATOT HHHHHNNNN TCCCTGCACATCACAGAGACCCAA
13-1 GTATAAGAGACAG
282 | hTRAV13- | TCGICGOCAGCGTCAGATGY HHHHANNNN TCCTGCAAATTGCAGCTACTCAA
2 GTATAAGAGACAG
283 | hTRAV14 | t0GICGGCAGCGTCAGATGY HHHHHNNNN TTTGTCATCTCCGCTTCACAACTGG
GTATAAGAGACAG
284 | hTRAV15 | 0GICGGOAGCGICAGATGT HAARANNNN ST TGAAT AT CCTEETCTCTCAT
GLATAAGAGATUAG
285 | hTRAV16 | 1CLICGGCAGCGICAGATGT HHHHANNNN CCTGAAAGAAACCATTTGCTCAAGA
GrATAAGAGACAG
286 | hTRAV17 | ICGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TCCTTGTTGATCACGGCTTCCCGG
GTATAAGAGACAG
287 | hTRAV18 | TCGLLGGCAGCGICAGATGT HAARANNNN ACCTGGAGAAGCCCTCGGTGEA
GTATAAGAGACAG
288 | hTRAV19 | ICGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN CACCATCACAGCCTCACAAGTCGT
GTATAAGAGACAG
289 | hTRAV20 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TTTCTGCACATCACAGCCCCTA
GTATAAGAGACAG
290 | hTRAV21 | TCGICGOCAGUGICAGATET HHHHHNNNN CTTTATACATTGCAGCTTCTCAGCC
GTATAAGAGACAG
291 | hTRAV22 | (COICGGCAGEGICAGATOT HHHHHNNNN GTACATTTCCTCTTCCCAGACCAC
CGEATAAGAGAC AG
292 | hTRAV23 | TCGICGGCAGCEITAGATGT HHHHHNNNN CATTGCATATCATGGATTCCCAGC
GTATAAGAGACAG
293 | hTRAV24 | TCGICGGCAGCGICAGAIGT HHHHHNNNN GCTATTTGTACATCAAAGGATCCC
GIATAAGAGACAG
294 | hTRAV25 TCEICGOCAGCGICAGATGY HHHHHNNNN CAGCTCCCTGCACATCACAGCCA
GUATAAGARACAG
295 | hTRAV26- | TCGHGGCAGCGTUAGA TG HHHHHNNNN TTGATCCTGCCCCACGCTACGCTGA
1 GUATAAGAGACAG
296 | hTRAV26- | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TTGATCCTGCACCGTGCTACCTTGA
2 GTATAAGAGACAG
297 hTRAV27 JCTICGGOAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN GTTCTCTCCACATCACTGCAGCC
GTATAAGAGACAG
298 | hTRAV28 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN GCCACCTATACATCAGATTCCCA
GTATAAGAGACAG
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299 [ hTRAV29 [ 1CGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN TCTCTGCACATTGTGCCCCTCCCA
GTATAAGAGACAG

300 | hTRAV30 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN CCCTGTACCTTACGGCCTCCCAGCT
GTATAAGAGACAG

301 | hTRAV31 | ICGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN CTTATCATATCATCATCACAGCCA
GTATAAGAGACAG

302 | hTRAV32 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TCCCTGCATATTACAGCCACCCAA
GTATAAGAGACAG

303 | hTRAV33 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN ACCTCACCATCAATTCCTTAAAAC
GTATAAGAGACAG

304 | hTRAV34 | TCGICGLCAGUGTCAGATAT HHHHHNNNN TCCCTGCATATCACAGCCTCCCAG
GTATAAGAGALAG

305 | hTRAV35 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN CTTCCTGAATATCTCAGCATCCAT
GTATAAGAGACAG

306 | hTRAV36 | TCGTCGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN TCCTGAACATCACAGCCACCCAG
GTATAAGAGACAG

307 | hTRAV37 | MGICOGCAGCGTCAGATGT HHAHANNNN T CCCTOCACATACAGGATTCCCAG
GPATAAGAGACAS

308 | hTRAV38 | TCGICGGCAGCGICAGATGT HHHHHNNNN CAAGATCTCAGACTCACAGCTGG
GTATAAGAGACAG

309 | hTRAV39 | TCGICGGCAGIGICAGATGT HHHHHNNNN CCGTCTCAGCACCCTCCACATCA
GTATAAGAGACAS

310 | hTRAV40 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT HHHHHNNNN CCATTGTGAAATATTCAGTCCAGG

GTATAAGAGACAG

Tabla 10 Secuencias de cebadores preferidas para la amplificacién de segmentos V de la cadena  de TCR. N
puede ser cualquier nucleétido. Las secuencias de los cebadores presentadas en esta tabla consisten de tres partes
(enumeradas de 5' a 3'): Adaptador T7, cédigo de barras y segmento V de cadena g de TCR.

SEQ Nombre Secuencia de la porciéon | Secuencia de la | Secuencia de la porcidén del segmento V de
ID del adaptadora T7 del porcién del la cadena B del TCR del cebador
NO cebador cebador cédigo de

barras del
cebador

311 | hTRBV1 TCOTCGOCAGCOTCAGATGT HHHHHNNNN GTGGTCGCACTGCAGCAAGAAGA
GTATAAGAGACAG

312 | hTRBV2 TCOTCGOCAGCGTCAGATGY HHHHHNNNN GATCCGGTCCACAAAGCTGGAGGA
GTATAAGAGACAG

313 | hTRBV3-1 TCGTCGLCAGEGTCAGATGY HHHHHNNNN CATCAATTCCCTGGAGCTTGGTGA
GTATAAGAGACAG

314 | hTRBV4-1 }(;(ur(;:((%:(f(‘xff CAGATGY HHHHHNNNN TTCACCTACACGCCCTGCAGCCAG

315 | hTRBV4-2 | TCGICGGCAGEGTCAGATHT HHHHHNNNN TTCACCTACACAACCCTGCAGCCAG
GTATAAGAGALAG

316 | hTRBVS5-1 TCGTCGOCAGUGTCAGATHT HHHHHNNNN GAATGTGAGCACCTTGGAGCTGG
GTATAAGAGATAG

317 | hTRBV5-2 | TCGTCGGCAGCGTCAGATHT HHHHHNNNN TACTGAGTCAAACACGGAGCTAGG
GTATASGAGACAG

318 | hTRBV5-3 | TCGTCGGCAGCGTCAGAT(HT HHHHHNNNN GCCTTGAGATGAATGTGAGTGCCT
GTATAAGAGAL AL

319 | hTRBV5-4 | TCOGTCGGCAGCGTCAGATET HHHHHNNNN CTGAGCTGAATGTGAACGCCTT

GTATAAGAGACAD
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320 | hTRBV6-1 | TCGICGGCAGCOICAGATGT | HHHHHNNNN | GAGTTCTCGCTCAGGCTGGAGT
GTATAAGAGACAG
321 | hTRBV6-2 | TCGICGOCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CTGGGGTTGGAGTCGGCTGCTC
GTATAAGAGACAG
322 | hTRBV6-4 | HGICGOCARTGICAGATGT | HHHHHNNNN | CCCCTCACGTTGGCGTCTGCTG
GTATAAGAGACAG
323 | hTRBV6-5 | TCGICGOUATCGICAGATGT | HHHHHNNNN | TCCCGCTCAGGCTGCTGTCGGC
GTATAAGAGACAG
324 | hTRBV6-6 | TCGICGGUAGCOICAGATGT | HHHHHNNNN | GATTTCCCGCTCAGGCTGGAGT
GTATAAGAGACAG
325 | hTRBV6-7 | TCGTCGGCAGCGTICAGATGT | HHHHHNNNN | TCCCCCTCAAGCTGGAGTCAGCT
GTATAAGAGACAG
326 | hTRBV6-8 | FLGICGGUAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | TCCCACTCAGGCTGGTGTCGGC
QTATAAGAGACAG
327 | hTRBV7-1 | TCGICGGUAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CTCTGAAGTTCCAGCGCACACA
GTATAAGAGACAG
328 | hTRBV7-2 | ICGICGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | GATCCAGCGCACACAGCAGGAG
GTATAAGAGACAG
329 | hTRBV7-3 | TCGICGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | ACTCTGAAGATCCAGCGCACAGA
GTATAAGAGACAG
330 | hTRBV7-5 | TCGICGGCAGCGIUATRTGT | HHHHHNNNN | AGATCCAGCGCACAGAGCAAGG
GTATAAGAGATAD
331 | hTRBV7-6 | ICGICGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CAGCGCACAGAGGCAGCGGGACT
GTATAAGAGACAG
332 | hTRBV7-9 | ICGICGGCAGCGICATATGT | HHHHHNNNN | GAGATCCAGCGCACAGAGCAGG
GTATAAGAGACAG
333 | hTRBV8-1 | TOGTCGGCAGCGTCAGATGT | HHHHHNNNN | CCCTCAACCCTGGAGCTACTA
GTATAAGAGACAG
334 | hTRBV8-2 | TCGICGGCAGCGTCAGATGT | HHHHHNNNN | TCCCCAATCCTGGCATCCACCA
GTATAAGAGACAG
335 | hTRBV9 TCGTOGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CTAAACCTGAGCTCTGGAGCT
GTATAAGAGACAG
336 | hTRBV 10- | TCGICGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CCCTCACTCTGGAGTCTGCTGC
1 GTATAAGAGACAG
337 | hTRSV10- | TCGICGGCAGOGICAGATGT | HHHHHNNNN | CCCTCACTCTGGAGTCAGCTAC
2 GTATAAGAGACALG
338 | hTRBV10- | TCGICGOOAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | TCCTCACTCTGGAGTCCGCTAC
3 GTATAAGAGACAG
339 | hTRBV11-1 | TOGTCGGCAGOGTCAGATGT | HHHHHNNNN | CCACTCTCAAGATCCAGCCTGCA
GTATAAGAGACAG
340 | hTRBV12- | TCGICGGCAGOGTCAGATAT | HHHHHNNNN | GAGGATCCAGCCCATGGAACCCA
1 GYATAAGAGATAG
341 | hTRBV12- | TCGICGOCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CTGAAGATCCAGCCTGCAGAGC
2 GTATAAGAGACAC
342 | hTRBV12- | TCGICGGEAGIGICAGATGT | HHHHHNNNN | CAGCCCCTCAGAACCCAGGGACT
3 GIATAAGAGACAG
343 | hTRBV13 | TCGICGGCAGUGICAGATGT | HHHHHNNNN | GAGCTCCTTGGAGCTGGGGGACT

IATAAGAGALAG
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344 | hTRBV14 TCGTCGGCAGCGTCAGATGT | HHHHHNNNN | GGTGCAGCCTGCAGAACTGGAG
GTATAAGAGACAG

345 | hTRBV15 TCQICGOCAGCTICAGATGY | HHHHHNNNN - | GACATCCGCTCACCAGGCCTGG
GTATAAGAGACAG

346 | hTRBV16 TCGICGGCAGCGICABATOT | HHHHHNNNN | TGAGATCCAGGCTACGAAGCTT
GTATAAGAGACAG

347 | hTRBV17 TCOTCOOCAGCLTCAGATGT | HHHHHNNNN - | GAAGATCCATCCCGCAGAGCCG
GTATAAGAGACAG

348 | hTRBV18 TCGTCGGCAGCGTCAGATGT - | HHHHHNNNN | GGATCCAGCAGGGTAGTGCGAGG
GTATAAGAGACAG

349 | hTRBV19 TCOTCGGCAGRUICAGATET | HHHHHNNNN - | CACTGTGACATCGGCCCAAG
GTATAAGAGACAG

350 | hTRBV20 TCOTCGGCAGCTITAGATGT | HHHHHNNNN - | CTGACAGTGACCAGTGCCCATC
GTATAAGAGACAG

351 | hTRBV21 TCOTCGOCAGCTICAGATGT | HHHHHNNNN - | GAGATCCAGTCCACGGAGTCAG
GTATAAGAGACAG

352 | hTRBV22 TEGNOGLCAGCGTCAGATET | HHHHHNNNN - | GTGAAGTTGGCCCACACCAGCCA
GTATAAGAGACAG

353 | hTRBV23 TCGTCGLCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | CCTGGCAATCCTGTCCTCAGAA
GFATAAGAGACAG

354 | hTRBV24 TCGTCGOCAGCGITAGATET | HHHHHNNNN | GAGTCTGCCATCCCCAACCAGA
GTATAAGAGACAG

355 | hTRBV25 z<l¢“§f“i‘;<;r(\;<;(ﬁ‘"ﬂri HHHHHNNNN | GGAGTCTGCCAGGCCCTCACA

356 | hTRBV26 TCCTCOGCAGCGTCAGATET | HHHHHNNNN - | GAAGTCTGCCAGCACCAACCAG
GFATAAGAGAUAG

357 | hTRBV27 | TCOTEGGEAGCGTIOAGATGT | HHHHHNNNN | GGAGTCGCCCAGCCCCAACCAG
GTATAAGAGAUAG

358 | hTRBV28 | TCOTEGGCAGCOTCAGATGT | HHHHHNNNN | GGAGTCCGCCAGCACCAACCAG
GTATAAGAGACAG

359 | hTRBV29 TCGTCGGCAGCGICAGATGT | HHHHHNNNN | GTGAGCAACATGAGCCCTGAAGA
GTATAAGAGACAG

360 | hTRBV30 | TCGICGGCAGCGTCAGATT | HHHHHNNNN | GAGTTCTAAAGAAGCTCCTTCTCA

GEATAAGAGACASL

Tabla 11 Cebadores para la amplificacion del gen TCR. Par de cebadores para la secuenciaciéon de genes a de TCR:
SEQ ID NO: 256 y 257. Par de cebadores para la secuenciacién de genes p de TCR: SEQ ID NO: 256 y 258. La
porcién del cebador correspondiente a los adaptadores lllumina® (directo e inverso) esta subrayada en los

cebadores inversos que se muestran a continuacién.

SEQ ID NO Nombre del cebador Secuencia de cebadores Cadena de TCR

256 Cebador directo Nextera 5' TCGTCGGCAGCGTC ayp

257 Cebador inverso PCR 1 TRAV L CICCTOOCINGUAGAL GIGTATAA o
GAGACAGGAATCAAAATOGHTGAATA
GGCAG

258 Cebador inverso PCR ’] TRBV GICTCGTOGOOTICGGAGATGTOTATAA B
GAGACAGGCCAGGCACACCAGTGTGG
CCTTTT

Tabla 12 Cebadores utilizados para agregar la secuencia completa de Nextera tanto a TCRa como a TCR}.
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SEQ ID Nombre del Secuencia de cebadores Cadena de
NO cebador TCR
259 {ndice Lectura 1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT [i7] GTCTCGTGGGCTC ayp
260 Indice Lectura 2 AATGATACGCGACCACCGAGATCTACAC [i5] a

TCGTCGGCAGCG

Ejemplo 3: Protocolo ejemplar para el método SEQTR sin transcripcidn in vitro
Los genes de las cadenas ay B de TCR se secuenciaron en dos reacciones independientes.
1) Material de partida y extraccién de ARN

Para obtener cantidades suficientes de ARN en la extraccién, se utilizaron como material de partida un minimo de
500.000 células T. Alternativamente, y especialmente en los casos en los que habia menos células T disponibles, las
células T se mezclaron con 50.000 células 3T3 de ratdn que sirvieron como portador. El ARN de células T se extrajo
utilizando el MicroKit RNeasy® de Qiagen Inc. de acuerdo con las instrucciones del fabricante con la siguiente
modificacién: La elucién se realizé con 20 pl de agua precalentada a 50 °C. La calidad y cantidad de ARN se verificé
utilizando un analizador de fragmentos.

2) sintesis de ADNc por transcripcion inversa:

La transcripcion inversa del ARN se realizé con el SuperScript® Il de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) y oligo d(T).
El kit proporciona la enzima, el tampén y el ditiotreitol (DTT) necesarios para la reaccion. Los desoxinuclebtidos
(dNTP), oligo d(T) y el inhibidor de ribonucleasa RNAsin® se adquirieron de Promega.

Como material de partida para la transcripcion inversa se utilizaron 500 ng de ARN. EI ARN se mezclé con 1 ul de
oligo d(T) y 1 pl de dNTP (25 mM) en un volumen final de 13 pl. La mezcla se incubd primero a 70 °C durante 10 min
y luego a 50 °C durante 30 s. 4 ul de tampo6n 5x, 1 ul de DTT (100 mM), 1 ul de SuperScript Il y 1 pl de RNAsin®
fueron agregados a la mezcla. Posteriormente, las muestras se incubaron a 55 °C durante 1 h y luego a 85 °C durante
5 min.

3) Sintesis de ADNc de segunda cadena:

Luego se us6é ADNc para sintetizar la segunda cadena, realizada utilizando la ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion® (New England Biolabs) en las siguientes condiciones:

Mezcla: 20 pyl de ADNc de la etapa 2, 4 pl de dNTP (10 mM), 2 ul de mezcla de cebador TRAV (Tabla 9), 2 pl de mezcla
de cebadores TRBV (Tabla 10), 20 ul de tampén 5x, 1 Ul de enzima Phusion® en un volumen total de 100 pl.

Condiciones de sintesis:
- 98 °C durante 5 min
-40°C durante 30 s

- 72 °C durante 5 min

4) purificacién de ADNc:

Se purificaron 100 pl del producto de ADNc de la etapa 3 utilizando perlas AMPURE XP (Beckman Coulter) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

5) Amplificacién del gen TCR:

La amplificacion del gen TCR se realizé utilizando una ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion® (New England
Biolabs) en las siguientes condiciones:

Mezcla de PCR: 7 ul de ADNc de la etapa 4, 0.4 pl de dNTP (10 mM), 0.4 ul de mezcla de cebadores (Nextera5' 20 UM,
cebador inverso PCR 1 TRAV 10 pM o cebador inverso PCR1 TRBV 2.5 uM, consulte Tabla 11), 2 pl de tampén Sx y
0.2 pl de enzima Phusion® en un volumen total de 10 pl.

Condiciones de la PCR:
- 94 °C durante 5 min

- 20 ciclos de
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o 98°Cdurante 10 s
o 55°Cdurante 30 s
o 72°Cdurante 30 s

- 72 °C durante 2 min

Los productos de PCR se purificaron utilizando 1 pl del Kit de limpieza de productos de PCR ExoSAP-IT® (Affymetrix)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

6) Adicién de adaptadores de secuenciacion de préxima generacién:

Los adaptadores de secuenciacion iluminar® se agregaron mediante PCR utilizando una ADN polimerasa de alta
fidelidad Phusion® (New England Biolabs). Se afiadi6 la siguiente mezcla a los 11 pl de PCR1: 1 pl de dNTP (10 mM),
1 ul de mezcla de cebador (1.25 UM cada uno, ver Tabla 12), 3 ul de tampén 5x y 0.2 pl de enzima Phusion®y 9.8 pl
de H.0.

Condiciones de la PCR:
- 94 °C durante 5 min
- realizar 25 ciclos de:

o 98°Cdurante 10 s
o 55°Cdurante 30 s
o 72°Cdurante 30 s

- 72 °C durante 2 min
7) Purificacién de la biblioteca TCR:

Se purificaron 10 ul del producto de PCR de la etapa 5 utilizando perlas AMPURE XP (Beckman Coulter) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Luego, las muestras podrian usarse directamente para la secuenciacién de
lllumina®.

Ejemplo 4: Sensibilidad del método de secuenciacién TCR

Uno de los desafios de la secuenciaciéon de TCR son las pequefias cantidades de material genético para cada clon de
células T. En muchos casos, la cantidad de células T que se pueden recuperar de un experimento determinado es
demasiado pequefia para que los investigadores extraigan directamente cantidades suficientes de ARN para una
amplificacién posterior de los genes de TCR. En tales casos, las células T de interés se pueden mezclar con células
de ratén 3T3, que sirven como portador.

5x10% células 3T3 se mezclaron con 108, 105 104 103 0 0 células T CD8 positivas, respectivamente. EI ARN de cada
mezcla se aislé y se sometid a las etapas 2 a 4 del método SEQTR descrito anteriormente (ver descripcién detallada
de la invencién). Los productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa y se visualizaron.

No se observaron productos de PCR especificos de TCR en muestras que solo contenian células 3T3 (ver Figura 4).
Sin embargo, se detectaron bandas especificas de TCR en todas las demas muestras: Cantidades crecientes de
células T CD8 positivas en las muestras se correlacionaron con cantidades crecientes de productos de PCR
especificos de TCR y una intensidad decreciente de la banda del cebador dimero inespecifico. Estos datos demuestran
que el método SEQTR es lo suficientemente sensible como para amplificar genes TCR de tan solo 1000 células T, sin
ninguna sefial de fondo detectable de las células portadoras 3T3.

Ejemplo 5: Especificidad del método SEQTR

Otro desafio de la secuenciacién de TCR es la falta de amplificaciéon especifica de genes de TCR a partir de muestras
complejas. Las tecnologias de secuenciacién de TCR competidoras, como los servicios ofrecidos por Adaptive
Biotechnology, se caracterizan por hasta un 90 % de amplificacion inespecifica. Como resultado, sélo un 10 % de
todos los datos de secuenciacién son informativos para la determinacién del repertorio de TCR, lo que aumenta el
coste y la duracién de cualquier proyecto que tenga como objetivo secuenciar repertorios de TCR.

5x10% células 3T3 se mezclaron con 108, 10°, 104 103 o O células T CD8 positivas, respectivamente. Los repertorios
de TCR para las muestras individuales se secuenciaron utilizando el método SEQTR y se determiné el porcentaje de
lecturas que correspondian a secuencias TCR o no TCR, respectivamente. Como se muestra en la Figura 5, 93-97 %
de todas las lecturas de secuenciacién correspondieron a genes TCR, independientemente de la cantidad de células
T utilizadas como material de partida. En resumen, estos datos muestran que la amplificacién de TCR utilizando el
método SEQTR es altamente especifica incluso cuando se utilizan tan solo 1000 células T como material de partida.

Ejemplo 6: |dentificacién inequivoca de genes TCR
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En humanos, el locus TCR comprende 54 segmentos V diferentes para la cadena a de TCR y 65 segmentos V
diferentes para la cadena B de TCR. Sin embargo, muchos de estos segmentos en V son altamente homélogos. En
consecuencia, uno de los grandes desafios de la secuenciacién de TCR es diferenciar con éxito entre dos o mas
segmentos del gen TCR con altos grados de homologia. Por ejemplo, dependiendo de la eleccién del cebador utilizado
en la amplificacién del gen TCR y la longitud del producto de PCR generado, los datos de secuenciacién resultantes
podrian ser compatibles con mas de un segmento V o J (en otras palabras, dos o mas segmentos TCR). Los
segmentos V o J muestran 100 % de homologia en la regién secuenciada). En estos casos, el gen TCR para una
lectura especifica no se puede asignar/identificar de manera inequivoca.

5x10% células 3T3 se mezclaron con 108, 105 104 103 0 0 células T CD8 positivas, respectivamente. EI ARN de cada
mezcla fue aislado y sometido al método de secuenciacién de TCR. De todas las lecturas de secuenciacion
identificadas como genes de TCR, se evalué si los segmentos V o J podian identificarse sin ambigliedades. Los datos
muestran que entre el 95 % y el 97 % de todas las lecturas de secuenciacion de TCR podrian asigharse a un segmento
de TCR especifico, incluso cuando se utilizan tan solo 1000 células T como material de partida genético (consulte la
Figura 6). En resumen, los datos demuestran la solidez del método SEQTR, ya que del 90 al 93 % de todas las lecturas
se pueden utilizar para identificar secuencias de TCR una vez que se han eliminado las secuencias inespecificas y las
secuencias de TCR ambiguas.

Debido a la homologia entre los segmentos V, a veces puede resultar dificil identificar claramente la secuencia del
TCR. hTRBV6-2 y hTRBV6-3 no se pueden diferenciar ya que tienen un 100 % de homologia y, por lo tanto, codificaran
el mismo TCR. Debido a sus secuencias, hTRBV12-3 y hTRBV12-4 no se pueden diferenciar con el método divulgado
en el presente documento. Sélo la secuenciacién de extremos emparejados que capte el extremo ' del segmento V
puede discriminar estas dos secuencias. Asi, hTRBV12-3 y hTRBV12-4 se consideraron como una secuencia Unica
para el anélisis del repertorio.

Ejemplo 7: Linealidad de la amplificacién del gen de TCR

Debido a que la amplificacién no lineal de secuencias de TCR individuales puede conducir a una representacion
excesiva o insuficiente incorrecta de los genes de TCR afectados en el repertorio final de TCR, la linealidad de la
amplificacién es un determinante critico de la confiabilidad y calidad de los datos de secuenciacién de TCR.

Para probar la linealidad de la amplificacién del gen TCR en nuestro sistema, se diluyd una cantidad fija de ADN que
codifica una secuencia de TCR conocida en diferentes concentraciones en un conjunto de ADN que representa un
repertorio de CD8 no diferenciado. Posteriormente, se analizé el repertorio TCR de cada muestra con SEQTR.

Luego se secuencié la frecuencia observada de la secuencia de TCR conocida en todo el repertorio de TCR para cada
dilucidén y se comparé con la frecuencia esperada. El diagrama de dispersién de la Figura 7 muestra una excelente
correlacion (R?=0.99) entre la dilucién y la frecuencia de la secuencia TCR conocida en el repertorio observado
después de la secuenciacién. Estos datos confirman la linealidad de la amplificaciéon y sugieren que los resultados
obtenidos utilizando la técnica SEQTR son cuantitativos.

Ejemplo 8: Reproducibilidad del método SEQTR

La reproducibilidad del método se probd realizando dos réplicas técnicas independientes a partir de la misma muestra.
Las frecuencias para cada reordenamiento V-J en las cadenas 3 de TCR se determinaron y compararon entre las dos
réplicas, como se ilustra en la Figura 8. Cada esfera representa un Unico reordenamiento V-J que se detectd en ambas
réplicas. Cada esfera representa un Unico reordenamiento de V-J y el tamafio de una esfera indica la frecuencia relativa
de la recombinacion V-J especifica. Las esferas grises representan reordenamientos para los cuales las frecuencias
relativas detectadas en las dos réplicas diferian en menos del doble. Las esferas negras representan reordenamientos
para los cuales las frecuencias relativas detectadas en las dos réplicas diferian en méas del doble. De acuerdo con la
practica comun en el andlisis de datos de expresién genética, las diferencias entre reemplazos de menos de 2 veces
no se consideran significativas.

Los datos muestran que sélo el 13 % de todos los reordenamientos de V-J mostraron una diferencia de frecuencia
significativa de mas del doble entre las dos réplicas técnicas (consulte el recuadro superior de la Figura 8). Sin
embargo, como se ilustra en la Figura 8, las recombinaciones V-J que fueron significativamente diferentes entre las
réplicas técnicas se expresaron bastante mal, como lo indican los pequefios tamafios de las esferas negras. Por lo
tanto, si se tienen en cuenta las frecuencias del reordenamiento V-J individual, solo el 0.5 % de las secuencias
mostraron una diferencia de més del doble entre las réplicas (consulte el recuadro inferior de la Figura 8), lo que
demuestra que el método SEQTR es muy reproducible.

Ejemplo 9: Secuenciacién de repertorios de ejemplo utilizando el método SEQTR
El método SEQTR se probd en tres tipos diferentes de células T CD8 positivas:

(1) Poblacién de células T 1: Células T CD8 positivas aisladas de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
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(2) Poblacién de células T 2: Las células T CD8 positivas como en la poblacién 1 se clasificaron mediante FACS
utilizando tetrameros. Los tetrameros son moléculas del MHC que presentan un péptido especifico, unido a un tinte
fluorescente. Los tetrameros se unen a las células T que expresan un TCR que reconoce especificamente el péptido.
El tinte fluorescente permite clasificar las células T deseadas mediante FACS.

(3) Poblacién de células T 3: Células T CD8 positivas como en la poblacién 2 que posteriormente se expandieron in
vitro.

Las frecuencias relativas de cada reordenamiento de V-J se determinaron utilizando el método SEQTR (ver Figura 9).
Como era de esperar, el repertorio no diferenciado de TCR derivado de PBMC (poblacién 1) es muy diverso (ver Figura
9A). Casi todos los posibles reordenamientos de V-J estan representados en la muestra, y ninglin reordenamiento de
V-J muestra una frecuencia superior al 11 %. El repertorio del subconjunto 2 de células T CD8 positivas ordenadas
con tetrdmero (consulte la Figura 9B) es menos diverso en comparacién con el no diferenciado. No sélo hay menos
reordenamientos de V-J presentes en el repertorio en general. Ademas, dos reordenamientos V-J son claramente
dominantes y exhiben frecuencias superiores al 20 %. Estos reordenamientos V-J representan las pocas células T que
reconocen el epitopo TEDYMIHII (SEQ ID NO: 236) conjugados con el tetramero y que se enriquecieron durante la
etapa de purificacion del tetramero. Finalmente, la rapida expansidn clonal (poblacién 3) de las células T purificadas
con tetramero aumenta el sesgo del repertorio de TCR hacia los clones de células T que ya dominan el subconjunto
2. En consecuencia, parte de los reordenamientos V-J de baja frecuencia se pierden y ya no se detectan (ver Figura
9C). En resumen, estos datos ilustran que el método SEQTR es muy adecuado para diferenciar entre repertorios de
TCR con diferentes grados de diversidad.

Ejemplo 10: Comparacion del método SEQTR con la clonacion de células individuales de bajo rendimiento

Para determinar qué tan precisos fueron los datos del repertorio de TCR obtenidos utilizando el método SEQTR en
comparacién con el verdadero repertorio de TCR presente en una poblacién de células T determinada, comparamos
nuestros resultados con los datos obtenidos mediante secuenciacién de células individuales.

Los CD8 especificos de tetramero se separaron de PBMC mediante FACS. La poblacién de células recuperadas se
dividié en dos. La mitad de las células se sometieron al método SEQTR para secuenciar el repertorio de TCR. Para la
otra mitad de las células, se aislaron y expandieron clones de células T individuales in vitro (clonacién célula Unica).
Una vez establecidos los clones, los genes TCR de cada clon de células T se amplificaron y secuenciaron utilizando
la secuenciacién clasica de Sanger (ver Figura 10A).

Entre los 42 clones individuales probados usando el método de célula Unica, se identificaron seis TCR diferentes (ver
Figura 10B). Utilizando el método SEQTR, se encontraron 116 genes TCR diferentes (los ocho reordenamientos V-J
observados con mayor frecuencia se muestran en la Figura 10C, consulte también la Tabla 13 y la Tabla 14). De hecho,
los cinco TCR observados con mayor frecuencia con la técnica de clonacién célula Unica también corresponden a los
cinco clones observados con mayor frecuencia al aplicar el método SEQTR. En general, los seis clones de TCR
identificados con secuenciacién de células individuales estan representados entre los ocho TCR con las frecuencias
mas altas observadas en el método SEQTR. En resumen, estos datos sugieren que el método SEQTR produce una
representacién real del repertorio TCR real de una poblacién de células T determinada.

Tabla 13 Regiones CDR3 de clones de TCR identificadas mediante el método de secuenciacién de células

individuales.
SEQ ID NO Regién CDR3
237 CASSRHVGGVPEAFFG
238 CASSIRGSEQYFG
239 CASSDVLSGEAFFG
240 CASQGHKNTEAFFG
241 CASSLGPGGVKTNEKLFFG
242 CASSLGPGGVKTNEKLFFG

Tabla 14 Ocho reordenamientos V-J observados con mayor frecuencia de los 116 genes de TCR diferentes
identificados mediante el método SEQTR.

SEQ ID NO Region CDR3

243 CASSDVLSGEAFFG
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244 CASQGHKNTEAFFG

245 CASSLGPGGVKTNEKLFFG
246 CASSIRGSEQYFG

247 CASSRHVGGVPEAFFG
248 CASSASKGQPQHFG

249 CASQGHKNTEAFFG

250 CASSLGPGGVKTNEKLFFG

Ejemplo 11: Los servicios de secuenciacién de TCR ofrecidos por Adaptive Biotechnology proporcionan datos de
secuenciacidén que pueden reflejar hasta un 90 % de amplificacién de TCR inespecifica.

Se recogieron muestras de tumores de 16 pacientes y las células tumorales se separaron del tejido circundante
(estroma). Ademas, FACS clasificé TIL especificos de epitopo de las muestras de tumores mediante tincién con
tetrdmero (TET). Finalmente, las células tumorales se injertaron en ratones humanizados. Después de algun tiempo,
se recogié el tumor y FACS clasificé los TIL especificos del epitopo.

Se realizé extracciéon de ADN para cada muestra. EI ADN se envi6 a Adaptive Biotechnology para la secuenciacién de
TCR (método immunoSEQ®, protocolo de encuesta 200.000-300.000 lecturas por muestra).

En el 80 % de las muestras, el método inmunoSEQ® no logré generar 200.000 lecturas por muestra, lo que sugiere
que el método inmunoSEQ® no logra generar repertorios de TCR con confiabilidad significativa.

Ejemplo 12: Amplificacién de genes de TCR de células T positivas de PBMC y CD4

Se aislé ARN de 10° PBMC o 10° Células T CD4 positivas, respectivamente, de tres muestras independientes. Luego,
el ARN se someti6 a las etapas 2 a 4 del método SEQTR descrito anteriormente (ver Descripcién detallada de la
invencién). Los productos de la PCR se separaron en un gel de agarosa y se visualizaron (ver Figura 12). Sélo se
observan bandas especificas de TCR, lo que sugiere que el método SEQTR no sblo puede usarse para células T CD8
positivas (ver Ejemplo 7), sino también para células T CD4 positivas e incluso para células T que forman parte de una
mezcla compleja. de otras PBMC.

Los ejemplos anteriores y la descripcidn de las realizaciones deben tomarse como ilustrativos, en lugar de limitantes,
de la presente invencion tal como se define en las reivindicaciones.

Cuando en el presente documento se hace referencia a un método que comprende dos o mas etapas definidas, las
etapas definidas se pueden llevar a cabo en cualquier orden o simultaneamente (excepto cuando el contexto excluya
esa posibilidad), y el método puede incluir una 0 més etapas que se llevan a cabo antes de cualquiera de las etapas
definidas, entre dos de las etapas definidas o después de todas las etapas definidas (excepto cuando el contexto
excluya esa posibilidad).
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REIVINDICACIONES
1. Un método para secuenciar genes de receptores de células inmunitarias, que comprende
(1) proporcionar ARN de células inmunitarias;

(2) transcribir el ARN en ARN complementario (ARNc), seguido de transcripciéon inversa del ARNc en ADN
complementario (ADNc) usando uno o méas cebadores que comprenden una primera secuencia adaptadora, en el que
cada extremo 5' del ADNc producido mediante transcripcién inversa contiene la primera secuencia adaptadora;

(3) amplificar el ADNc para producir un primer producto de amplificacién usando un primer par de cebadores que
comprende un primer cebador que se hibrida con la primera secuencia adaptadora y un segundo cebador que se
hibrida con una regién constante del gen del receptor de células inmunitarias;

(4) amplificar el primer producto de amplificacién para producir un segundo producto de amplificacién usando un
segundo par de cebadores, en el que

i. un primer cebador del segundo par de cebadores se une a la secuencia adaptadora en el extremo &' del primer
producto de amplificacion,

ii. el segundo cebador del segundo par de cebadores se une a la regién constante del gen del receptor de células
inmunitarias en el primer producto de amplificacién, y

iii. el primer y segundo cebadores comprenden secuencias adaptadoras para secuenciacién; y
(5) secuenciar el segundo producto de amplificacién.

2. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que la etapa de transcripcién inversa da como resultado
productos de PCR que oscilan entre 150 y 600 pb.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que los genes del receptor de células
inmunitarias son genes del receptor de células T (TCR) o genes del receptor de células B (BCR).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que uno o mas cebadores usados para la
transcripcién inversa se hibridan con segmentos V de la cadena a de TCR; preferiblemente en el que uno o més
cebadores usados para la transcripcién inversa comprenden una o mas de las SEQ ID NO: 1-50 o SEQ ID NO: 261-
310.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que uno o mas cebadores usados para la
transcripcién inversa se hibridan con segmentos V de la cadena B de TCR; preferiblemente en el que uno o més
cebadores usados para la transcripcién inversa comprenden una o més de las SEQ ID NO: 51-100 o SEQ ID NO: 311-
360.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que uno o mas cebadores usados para la
transcripcién inversa se hibridan con segmentos V de la cadena y de TCR,; preferiblemente en el que uno o més
cebadores usados para la transcripcién inversa se hibridan con segmentos V de la cadena 6 de TCR.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que uno o mas cebadores usados para la
transcripcién inversa se hibridan con segmentos V de cadena pesada de BCR o segmentos V de cadena ligera de
BCR.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que uno o mas cebadores usados
para la transcripcién inversa contienen una secuencia de cédigo de barras de nucleétidos; preferentemente en el que
el cédigo de barras de nucleétidos comprende de 6 a 20 nucledtidos, o en el que el cddigo de barras de nucleétidos
consiste de 9 nucleétidos; mas preferiblemente en el que el cédigo de barras de nucleétidos consiste en la secuencia
NNNNTNNNN, NNNNANNNN o HHHHHNNNN.

9. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que la primera secuencia adaptadora de uno o
més cebadores usados para la transcripcién inversa comprende un adaptador T7.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 8 0 9, en el que las células inmunitarias son
células T y en el que el segundo cebador del primer par de cebadores se hibrida con la regién constante de un gen
TCR.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a3 0 7 a 9, en el que las células inmunitarias son
células By en el que el segundo cebador del primer par de cebadores se hibrida con la regién constante de un gen
BCR.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ARN de las células
inmunitarias se obtiene mezclando células inmunitarias con células portadoras antes de la extraccién del ARN.
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13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 u 8 a 12, en el que las células inmunitarias
son células T positivas de linfocitos CD4 o CD8 infiltrantes de tumor.

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células inmunitarias son: (a)
purificadas a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) antes de la extraccién de ARN; (b) parte
de una mezcla de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
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Figura 10B
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Amplificacion PBMC
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