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DESCRIPCION
Medios y métodos para la identificacion y clasificacion de tumores pediatricos

La invencion se refiere al campo del diagnoéstico médico. En particular, se refiere al diagnéstico de tumores
pediatricos utilizando citometria de flujo. La invencion proporciona métodos y reactivos para la deteccion y el
monitoreo de tumores pediatricos mediante citometria de flujo multiparamétrica (MFC) utilizando un solo tubo.
También se proporcionan herramientas para la caracterizacion simultanea de linfocitos infiltrantes tumorales
(TILs) y monocitos/células dendriticas infilirantes tumorales (TIM) que infiltran los tejidos tumorales. Ademas
de la deteccion y caracterizacion de las células tumorales en sitios de tumores primarios, una composicion de
reactivo de la invencién también permite la deteccién de células tumorales en tejidos distintos que los del tumor
primario a través del analisis de sangre periférica, médula 6sea, liquido cefalorraquideo, tejidos tumorales
metastasicos y cualquier otra muestra de tejido de los pacientes, y la evaluacion de la eficacia del tratamiento.
También se proporcionan kits y métodos relacionados con la composicion del reactivo.

Los tumores solidos pediatricos comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades que ocurren
predominantemente en el intervalo de edad de 0-15 afios. A nivel mundial se estima una incidencia de mas de
175,000 casos por afio y una tasa de mortalidad de 96,000 nifios por afio. Los tumores solidos representan
aproximadamente el 75% de todos los canceres infantiles y estos comprenden linfomas, tumores del sistema
nervioso central (CNS), neuroblastoma, sarcomas de tejido blando, nefroblastoma, tumores Oseos,
retinoblastoma, hepatoblastoma, tumores de células germinales y carcinomas (Ward E, CA Cancer J CLIN
2014;64:83).

Se sabe que el diagndstico correcto del cancer pediatrico es complejo y dificil. Aunque las caracteristicas
histolégicas clasicas son generalmente altamente sugestivas de tipos de tumores especificos, la mayoria de
los tumores pediatricos pueden ser indistinguibles mediante Unicamente microscopia Optica e
inmunohistoquimica. El diagnéstico temprano preciso, la clasificacion y la estratificacion del riesgo son cruciales
en nifios con cancer, particularmente debido a que las distintas entidades de diagnostico requieren terapias
diferentes y altamente especificas.

Actualmente, los procedimientos convencionales utilizados para el cribado diagnéstico y la clasificacion de
tumores solidos pediatricos se basan en el analisis morfolégico e inmunohistoquimico de muestras de tumores
solidos fijadas con formalina y embebidas en parafina. La mayoria de los tumores sélidos pediatricos se
clasifican bajo la categoria descriptiva de "tumores de células redondas pequefias”. Los tumores de células
redondas pequenfias incluyen tumores formados por células no diferenciadas, de tamafio pequefio, con escaso
citoplasma y nucleos redondos hipercromaticos. Debido al hecho de que estos tumores muestran
caracteristicas morfoldgicas similares mediante microscopia optica, el diagndstico preciso de tumores sélidos
pediatricos es a menudo desafiante, con la posibilidad de diagndstico erroneo, en la ausencia de analisis
adicionales (Magro G, Acta Histochem. 2015;117:397) Por lo tanto, son obligatorios estudios
inmunohistoquimicos adicionales. A pesar de esto, no hay un panel de anticuerpos recomendado
uniformemente que se pueda aplicar en dichos analisis inmunohistoquimicos para el diagndstico especifico y
altamente sensible y la clasificacion de la mayoria de los subtipos de cancer infantil. Incluso mas, actualmente
no se dispone ni se ha descrito ninguna solucién técnica basada en inmunohistoquimica o citometria de flujo,
para la evaluacion simultanea de todos los marcadores informativos para el diagnéstico directo y la clasificacion
de tumores.

Por lo tanto, en contraste con el estudio de diagndstico de las leucemias pediatricas, donde el inmunofenotipado
por MFC es esencial para un diagnostico, clasificacion y monitoreo rapidos de la enfermedad, el
inmunofenotipado por MFC no se utiliza de forma rutinaria para el estudio de diagndstico de tumores sélidos
pediatricos. De hecho, hasta ahora el inmunofenotipado por MFC se ha restringido a la evaluacién de un
numero limitado de marcadores para la identificacion de entidades de diagnodstico especificas, incluyendo
aquellas que expresan fenotipos altamente caracteristicos, como el perfil fenotipico CD45-CD56+ en tumores
neuroendocrinos (Bryson GJ, J Clin Pathol. 2002;55:535) el inmunofenotipo CD45-CD56+GD2+ del
neuroblastoma (Bozzi F, Anticancer Res.2006;26:3281), las caracteristicas CD57+CD56+CD99+CD45- en
tumores neuroectodérmicos primitivos (Dubois SG, Pediatr Blood Cancer. 2010;54:13) y el perfil CD45-CD56+
nuMiogenina+ en rabdomiosarcoma (Almazin-Moga A, . Cytometry A. 2014; 85:1020).

Sin embargo, a pesar de que estos perfiles fenotipicos son supuestamente caracteristicos de entidades de
diagndstico especificas entre cancer el pediatrico, estos han mostrado sistematicamente una eficiencia
relativamente baja cuando se prueban prospectivamente en los entornos clinicos frente a procedimientos de
diagndstico convencionales, basados en paneles de combinaciones de anticuerpos de 4-6 colores, debido a su
incapacidad para diferenciar con precision entre diferentes tipos de tumores. Ademas, los analisis diagndsticos
por MFC de tejidos de tumores solidos infantiles no proporcionaron informacién simultanea sobre el tipo y la
cantidad de células inflamatorias e inmunes infiltrantes tumorales que coexisten dentro del tumor en la misma
muestra.
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En 2013, Ferreira-Facio et al (Ferreira-Facio, PLoS One. 2013;8: €55534) investigaron el patron de tincion de
células tumorales de 52 tumores sdlidos pediatricos mediante inmunofenotipado por MFC utilizando un panel
mas grande de combinaciones de anticuerpos que contenia 33 especificidades de anticuerpos distintas en
multiples tubos de hasta 8 colores. En el estudio anterior, todas las muestras reactivas/inflamatorias clasificadas
como tales mediante criterios histopatoldgicos convencionales también fueron diagnosticadas correctamente
mediante solamente MFC. De manera similar, en todas menos dos muestras de linfoma poco comunes, las
células tumorales se detectaron mediante MFC. Con base en este estudio, se concluyd que la evaluacion
combinada de CD45, CD56, CD81, CD99, EpCAM, GD2, nuMyoD1 nuclear, nuMiogenina y CD271, ademas
de otros marcadores especificos de células B y células T, podria ser un panel de anticuerpo util tanto para el
diagndstico como para la clasificacion de tumores. Sin embargo, los autores fracasaron en proporcionar una
forma para combinar todos los marcadores informativos en una Unica combinacién de anticuerpos que
permitiera tanto: i) identificacion de células tumorales de cancer pediatrico; ii) su clasificacion diagndstica v iii)
analisis detallado de células inmunes infiltrantes tumorales que coexisten en la misma muestra. Ademas,
fracasaron sistematicamente en la identificacion de algunos subtipos de tumores, como el linfoma de Hodgkin.

Paralelamente, en W02010/140885 van Dongen et al. reportaron un panel de reactivos de anticuerpo
conjugado con compuestos fluorescentes para utilizarse en la caracterizacion inmunofenotipica de poblaciones
de células leucocitarias normales, reactivas, en regeneracion y neoplasicas. Sin embargo, dicho panel de
combinaciones de anticuerpos esta completamente restringido a pacientes con leucemia y linfoma, y no se ha
realizado ningun intento similar en cancer pediatrico en lo que respecta al diagnéstico, clasificacion y monitoreo
de tumores solidos no hematopoyéticos versus neoplasias malignas hematoldgicas (por ejemplo, linfoma
pediatrico).

Por lo tanto, los presentes inventores se propusieron disefiar una combinacién Unica de reactivos de anticuerpo
que permita la identificacion y clasificacion sistematica de células tumorales en muestras de tumores solidos
pediatricos y simultdneamente proporcione una caracterizacion detallada de las células inmunes infiltrantes
que coexisten en la misma muestra. Ademas, su objetivo era proporcionar un protocolo de MFC que incluyera
una combinacion Unica y exclusiva de reactivos de anticuerpo para el cribado diagndstico y la clasificacion de
tumores solidos en pacientes pediatricos y un andlisis detallado simultaneo del microambiente de las células
inmunes del tumor.

Estos objetivos se cumplieron sorprendentemente mediante el desarrollo de una novedosa combinacién de
anticuerpos de = 8 colores/fluorocromo para la deteccién simultanea de = 12 proteinas diferentes que muestran
perfiles de expresion variables pero caracteristicos en células tumorales individuales presentes en muestras
de tumor sdlido infantil, y permite la identificacion y clasificacion del cancer pediatrico en diferentes entidades
de diagndstico y la evaluacion simultanea de las células inmunes infiltrantes tumorales. Mas en particular, se
encontré que esto se puede lograr mediante la tincion para (i) los marcadores de la superficie celular CD45,
CD56, GD2, CD99, CD8, EpCAM, CD4, smCD3, CD19 y CD271; (ii) el marcador citoplasmatico cyCD3; vy (iii)
el(los) marcador(es) nuclear(es) nuMiogenina y/o nuMyoD1, en el que los anticuerpos contra los marcadores
CD99/CD8 estan conjugados a un primer fluorocromo y representan un primer par marcador CD99/CDS8; los
anticuerpos contra los marcadores EpCAM/CD4 estan conjugados a un segundo fluorocromo y representan un
segundo par marcador EpCAM/CD4, y el anticuerpo contra CD271 esta conjugado a un tercer fluorocromo
como el anticuerpo contra ya sea cyCD3 o smCD3 y representa un tercer par marcador CD271/cyCD3 o
CD271/smCD3. Para poder permitir una tincién gradual de los marcadores de la superficie celular en células
intactas en una alicuota de una muestra de prueba, seguido por la permeabilizacion de la misma alicuota y la
tincion para marcadores intracelulares y nucleares, los anticuerpos contra los marcadores citoplasmicos y
nucleares se separan fisicamente de (es decir, no se mezclan con) los anticuerpos contra los marcadores de
la superficie celular.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un kit de piezas para la deteccion por citometria de flujo de células
tumorales pediatricas, el kit comprende anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra los
marcadores de la superficie celular CD45, CD56, GD2, CD99, CD8, EpCAM, CD4, smCD3, CD19y CD271, el
marcador citoplasmatico cyCD3 y el(los) marcador(es) nuclear(es) nuMiogenina y/o nuMyoD1, en el que

(i) los anticuerpos contra los marcadores CD99/CD8 estan conjugados al mismo fluorocromo y representan un
primer par marcador CD99/CD8;

(ii) los anticuerpos contra los marcadores EpCAM/CD4 estan conjugados al mismo fluorocromo y representan
un segundo par marcador EpCAM/CD4,

(ii) el anticuerpo contra CD271 esta conjugado al mismo fluorocromo que el anticuerpo contra ya sea cyCD3 o
smCD3 y representa un tercer par marcador CD271/cyCD3 o CD271/smCD3;

en el que el kit comprende los anticuerpos conjugados a = 8 fluorocromos distinguibles (al menos una
combinacién de anticuerpos de 8 colores);
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y en el que, entre los primeros, segundos y terceros pares de marcadores los fluorocromos son distinguibles; y
en el que los anticuerpos contra los marcadores citoplasmaticos y nucleares estan fisicamente separados de
los anticuerpos contra los marcadores de la superficie celular.

Este kit para la tincion de una alicuota de una suspension celular individual contiene un panel Unico de una
combinacién de anticuerpos conjugados con fluorocromo contra un conjunto de 12 "marcadores principales”,
en el que los anticuerpos contra ciertos marcadores seleccionados estan conjugados a un fluorocromo Unico y
distinto, mientras que los anticuerpos contra otros marcadores seleccionados estan "pareados”, es decir, los
anticuerpos para diferentes marcadores estan conjugados al mismo fluorocromo.

Por ejemplo, en un kit de la invencién, los anticuerpos contra los 4 marcadores seleccionados CD45, CD56,
GD2 y nuMiogenina estan conjugados cada uno a un fluorocromo distinto (es decir, fluorocromos 1 a 4,
respectivamente), mientras que los anticuerpos contra cada uno de los pares de marcadores CD99/CD8,
EpCAM/CD4, CD271/cy/lsmCD3 se combinan con otro fluorocromo, pero distinto (es decir, fluorocromos 5 a 8,
respectivamente) (es decir, la combinacion de anticuerpos 1 en la Tabla 1).

Se abarcan varios disefios de kit que comprenden al menos dos recipientes (tubos de reactivos). Por ejemplo,
el kit puede contener mas de dos recipientes, el nimero total de recipientes que comprende el panel de
anticuerpo Unico como se proporciona en la presente. En una realizacion, los anticuerpos conjugados contra
los marcadores de la superficie celular se dividen en dos o mas recipientes. Asimismo, los anticuerpos
conjugados contra el marcador citoplasmatico cyCD3 y el(los) marcador(es) nuclear(es) nuMiogenina y/o
nuMyoD 1 pueden estar presentes en recipientes separados. Por conveniencia, el kit comprende
preferiblemente una primera composicidon de reactivos que comprende una mezcla de los anticuerpos
conjugados contra los marcadores de la superficie celular CD45, CD56, GD2, CD99, CD8, EpCAM, CD4,
smCD3, CD19 y CD271 contenidos en un primer recipiente, y una segunda composicion de reactivos que
comprende los anticuerpos conjugados contra el marcador citoplasmatico cyCD3 y el(los) marcador(es)
nuclear(es) nuMiogenina y/o nuMyoD1, contenidos en un segundo recipiente.

De acuerdo con la invencion, se utilizan como marcadores tanto la version citoplasmica (cy) como la de
membrana superficial (sm) de CD3, y el marcador CD271 siempre esta pareado con cyCD o con smCD3. El
marcador cyCD3 puede ser un marcador Unico o puede formar un par marcador con CD271, mientras que el
marcador smCD3 puede formar un par marcador con CD271 o con CD19.

En una realizacion, el kit de piezas comprende anticuerpos contra el tercer par marcador CD271/cyCD3, y los
anticuerpos contra los marcadores smCD3/CD19 estan conjugados al mismo fluorocromo para formar un cuarto
par marcador smCD3/CD19, y en el que entre diferentes pares los fluorocromos son distinguibles. Véase, por
ejemplo, una cualquiera de las combinaciones 1-3, 7-16 y 18-29 en la Tabla 1. En otra realizacion, el kit de
piezas comprende el tercer par marcador CD271/smCD3, y los anticuerpos contra los marcadores CD19 y
cyCD3 estan conjugados cada uno a un fluorocromo distinto. Véase, por ejemplo, una cualquiera de las
combinaciones 4-6, 17 y 30 en la Tabla 1.

Un kit de la invencion se caracteriza adicionalmente por la presencia de anticuerpos contra ya sea uno o ambos
de los marcadores nucleares nuMiogenina y nuMyoD 1. En una realizacién, solamente se utiliza el marcador
nuMiogenina. Véase, por ejemplo, una cualquiera de las combinaciones 1, 4, 7,9, 11, 13, 15, 18, 23-26 en la
Tabla 1. Por lo tanto, los 12 marcadores se pueden conjugar con un total de 9 fluorocromos: cada uno de 6
marcadores (CD45, CD56, GD2, nuMiogenina, CD19 y cyCD3) se conjuga a un fluorocromo distinto, y los otros
6 marcadores se colocan en pares de anticuerpos (CD99/CD8, EpCAM/CD4 y smCD3/CD271), estando cada
par combinado con un fluorocromo diferente. En otra realizacion, solamente se utiliza el marcador nuMyoD 1.
Véase, por ejemplo, una cualquiera de las combinaciones 2, 5, 8, 10, 16, 17, 19, 21, 27, 29-30 en la Tabla 1.
En aun oftra realizacion, la invencién proporciona un kit de piezas que comprende anticuerpos contra los
marcadores nuMiogenina y nuMyoD1, y en el que los anticuerpos contra los marcadores
nuMiogenina/nuMyoD1 se conjugan al mismo fluorocromo para formar un par marcador adicional
nuMiogenina/nuMyoD1, y en el que entre diferentes pares (es decir, el par CD99/CDS8, el par EpCAM/CD4, el
CD271/(cy/sm)CD3 y el par nuMiogenina/nuMyoD1) los fluorocromos son distinguibles. Véase, por ejemplo,
una cualquiera de las combinaciones 3, 6, 12, 14, 20, 22 y 28 en la Tabla 1.

Realizaciones adicionales de esta invencion se refieren a cualquiera de las combinaciones de anticuerpos
anteriores que se expanden para incluir marcadores adicionales conjugados con hasta cinco fluorocromos
adicionales distintos para un total de hasta 12 a 14 colores diferentes (es decir, fluorocromos), para una
identificacion y caracterizacion adicional de células del linfoma de Hodgkin, tumores de células germinales y/o
tumores 6seos. Para células del linfoma de Hodgkin, se pueden seleccionar uno o mas marcadores de las
siguientes proteinas: HLADR, CD30, CD71, CD40 y CD95. Para una caracterizacion adicional de los tumores
de células germinales, se podrian utilizar los marcadores OCT-3/4, BAP y/o PLAP, mientras que para los
tumores 6seos se podrian utilizar osteopontina y/o fosfatasa alcalina 6sea ademas de los 12 marcadores
principales anteriores.
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Por lo tanto, en alguna realizacion, un kit de piezas de acuerdo con la invencién comprende adicionalmente
anticuerpos conjugados con fluorocromo contra uno o mas de los marcadores de la superficie celular del linfoma
de Hodgkin, HLA-DR, CD30, CD71, CD40 y CD95. Como se ilustra mediante las combinaciones de anticuerpos
ejemplares 11-14, 17-30 de la Tabla 1, se utilizan fluoréforos Unicos para cada uno de los anticuerpos
adicionales. En el kit, se pueden combinar adecuadamente mezclados con los anticuerpos contra los
marcadores de la superficie celular CD45, CD56, GD2, CD99, CD8, EpCAM, CD4, smCD3, CD19y CD271.

Alternativa o adicionalmente, un kit de piezas de acuerdo con la invencién puede comprender adicionalmente
anticuerpos conjugados con fluorocromo contra uno o mas de los marcadores de la superficie celular tumoral
de células germinales, OCT-3/4, BAP y PLAP. En un aspecto, el kit comprende anticuerpos contra los
marcadores OCT-3/4 y PLAP, y en el que los anticuerpos contra los marcadores OCT-3/4 /PLAP se conjugan
al mismo fluorocromo para formar un par marcador OCT-3/4 /PLAP, y en el que entre diferentes pares los
fluorocromos son distinguibles. Véase las combinaciones de anticuerpos ejemplares 7, 8, 25-29 de la Tabla 1.

Alternativa o adicionalmente, un kit de piezas puede comprender adicionalmente anticuerpos conjugados con
fluorocromo contra uno o ambos marcadores de la superficie celular tumoral 6sea, osteopontina y fosfatasa
alcalina 6sea (BAP).

En un aspecto, el kit comprende anticuerpos contra los marcadores osteopontina y BAP, y en el que los
anticuerpos contra los marcadores osteopontina/BAP estan conjugados al mismo fluorocromo para formar un
par marcador osteopontina/BAP, y en el que entre diferentes pares los fluorocromos son distinguibles. Véase
las combinaciones de anticuerpos ejemplares 7, 8, 21, 22, 24, 26-29 de la Tabla 1.

En una realizacion especifica, cuatro marcadores del linfoma de Hodgkin (es decir, HLADR, CD30, CD40 y
CD95) mas uno o una mezcla de dos o tres de los marcadores tumorales de células germinales anteriores (por
ejemplo, OCT-3/4, BAP y/o PLAP) mas uno o ambos marcadores tumorales éseos se combinan en seis
posiciones de fluorocromo adicionales con los marcadores principales enlistados en las combinaciones 1, 3y
5 (por ejemplo, combinaciones de anticuerpos 18 a 29 en la tabla 1).

Aspectos preferibles de la invencion se refieren a un kit de piezas que comprende una o mas combinaciones
de anticuerpos seleccionadas de las combinaciones de anticuerpos 1 hasta 30 de la Tabla 1.

Cualquiera de las combinaciones de anticuerpos anteriores se puede combinar con un reactivo para excluir
células no lisadas y/o restos, como un colorante capaz de detectar células nucleadas. Por lo tanto, también se
proporciona un kit de piezas que comprende adicionalmente un colorante para la integridad de células
nucleadas.

Los fluorocromos especificos con los que se conjugan los anticuerpos para uso en la invencion se pueden
seleccionar de la amplia variedad de fluorocromos que se conocen en la técnica y/o de fluorocromos aun por
ser desarrollados. En una realizacién, se utilizan los siguientes (grupos de) fluorocromos o cualquier otra
combinacién de fluorocromos y/o tandems de fluorocromos que se puedan medir simultdneamente en un
citometro de flujo de >8 colores: :

i) Azul Pacifico (PacB), violeta brillante (BV)421, azul Cascada, Alexa fluor (AF)405, eFluor (EF)450, Horizon
V450 (HV450), Vio-Blue, Dylight 405, Super Bright 436, BV480;

i) Naranja Pacifico (PacO), OC515, BV510, BV480, amarillo Cascada, BV570, VioGreen, AF430, Amcyan,
HV500, naranja cromo (KO), BUV496, EF506, Qdot 525, Qdot 545, BUV563, Qdot 565;

ii) Super Bright 600, BV605, eVolve 605 Qdot 585, Qdot 605;

v) BV650, EF625NC, EF700NC, Super Bright 645eVolve 655, Qdot 655;
v) Qdot 700, Super Bright 702;

vi) BV711, Qdot 705;

vii) BV750, BV785, BV786, Qdot 800;

viii) isotiocianato de fluoresceina (FITC), AF488, BB515, VioBright FITC, VioBright515, Cy2, Oregon Green 488,
Dylight488, AF500, EF 525NC, AF514, AF532;

ix) ficoeritrina (PE);

x) Cy3, AF555, AF546, Dylght550;

xi) PE-CF594, PE-EF610, PE-Vio615, PE/Dazzle 594, AF568, PE-alexa594;
xii) EF585NC, EF605NC, PE-rojo Texas (ECD), PE-AF610;
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xiii) proteina peridinina clorofila (PerCP), PerCP-EF710, PERCP-Vio700, PerCPCy5.5, peridinina cianina 5 (PE-
cy5), BB660, BB700;

xiv) PEcy7, PE-Vio770, PE-AF750, PE-AF700, PERCP-EF710, BB790;
xv) aloficocianina (APC), AF647, Cy5, EF660, AF660, AF633, EF625NC, APC-Cy5.5, EF700NC; APC-R700;
xvi) AF680, APC-A680, AF700, APC-A700;

xvii) APC-hilite7 (APCH7), APC-R700, APC/Fire 750, APC-Vio 770, AF680, APC-A750, APC-C750, AF700,
APC-EF780, APC-cy7, Cy7, AF750, AF790.

Un kit de piezas como se proporciona en la presente puede comprender adicionalmente reactivos o soluciones
para fijar y permeabilizar a las células, opcionalmente junto con instrucciones de uso, amortiguador y/o
muestras de control. En una realizacion, el reactivo de fijacion contiene alrededor de 0.3 a 1.5% pl/v, por
ejemplo, 0.5% o 1% p/v de paraformaldehido (PFA) en salina amortiguada con fosfato (PBS; pH=7.4). Los
reactivos de permeabilizacion ejemplares contienen entre alrededor de 0.1% y 0.5% de saponina p/v diluida en
PBS.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de citometria de flujo multicolor para la identificacion
y clasificacion de tumores pediatricos (solidos), que comprende las pasos de:

(a) tefiir una alicuota de una muestra biolégica que comprende o se sospecha que comprende células tumorales
infantiles con anticuerpos conjugados con fluorocromo contra marcadores de la superficie celular comprendidos
en un kit de pieza de acuerdo con la invencién; seguido por

(b) poner en contacto las células tefiildas con una solucion de fijacion; seguido por
(c) permeabilizar las células fijadas y tefiidas con una solucidon permeabilizante; seguido por

(d) tefiir las células permeabilizadas con anticuerpos conjugados con fluorocromo contra los marcadores
intracelulares (citoplasmaticos y nucleares) comprendidos en un kit de pieza de acuerdo con la invencion;

(e) analizar las células tefiidas en dichas alicuotas en un citometro de flujo; y
(f) almacenar y evaluar los datos obtenidos.

Mientras que los kits y las combinaciones de anticuerpos propuestas se ejemplifican en la presente a
continuacién mediante el estudio de tejidos tumorales primarios, también se pueden aplicar al analisis de
médula 6sea, sangre periférica, efusiones pleurales, fluido ascitico, efusiones pericardicas, liquido
cefalorraquideo, fluido vitreo, liquido sinovial, lavado broncoalveolar, orina y cualquier otro tipo de muestras
bioldgicas obtenidas de pacientes pediatricos bajo investigacion para tumores pediatricos como linfoma no
Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms, tumores de células germinales, sarcomas de tejidos blandos (por
ejemplo, rabdomiosarcoma, familia de tumores del sarcoma de Ewing, condrosarcoma, osteosarcoma) y
tumores de células epiteliales.

En una realizacion, la muestra bioldgica es una muestra de tejido tumoral primario, sangre periférica, médula
6sea, muestra de tejido como ganglios linfaticos, adenoide, bazo o higado, u otro tipo de fluido corporal como
liquido cefalorraquideo, fluido vitreo, liquido sinovial, aspirado final con aguja, efusiones pleurales o ascitis,
obteniéndose dicha muestra de un paciente pediatrico.

Por ejemplo, se coloca una alicuota de tejido en salina amortiguada con fosfato (PBS) y se somete a
desagregacion mecanica para preparar suspensiones celulares individuales adecuadas para analisis
adicionales de citometria de flujo destinados a la maxima viabilidad celular y recuperacion celular. Para este
propésito, el tejido se coloca adecuadamente (por ejemplo, en una placa de Petri) en PBS que contiene
albumina de suero bovino al 0.5% p/v, luego se pica en trozos pequefios (2-4 mm) y se desagrega
mecanicamente con agujas estériles. La suspension de células tumorales resultante se puede filtrar
secuencialmente (por ejemplo, utilizando una jeringa estéril con un tamafo de poro de 120 mm) para eliminar
grumos de células y restos, se centrifuga y se resuspende en PBS/ BSA al 0.5 p/v%, a una concentracion final
de =5 x 10° células/tubo. Luego se pueden colocar alicuotas de 50 L (es decir, 50,000 células) de la suspension
celular individual en tubos separados.

Como otro ejemplo, por ejemplo, con la finalidad de inmunofenotipar células malignas presentes en sitios
metastasicos, se recolecta una muestra de fluido ascitico, una muestra de liquido pleural y/o una muestra de
orina. La muestra (suspension celular) se filtra secuencialmente a través de una jeringa estéril para eliminar
grumos de células y restos; se centrifuga y se resuspende a una concentracion final de 25 x 10° células/tubo.

Luego, se pone en contacto una alicuota de la suspension celular individual con cada uno de los anticuerpos
conjugados con fluorocromo dirigidos contra marcadores de la superficie celular incluidos en un kit como se
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define en la presente anteriormente. Las células y los reactivos de anticuerpos se mezclan bien y se incuban,
por ejemplo, durante 30 minutos a RT, protegiéndolos de la luz, para permitir la unién del anticuerpo a el(los)
marcador(es) de la superficie celular, si estan presentes en las células. Después de esta incubacion, las células
se lavan y se centrifugan para eliminar los anticuerpos no unidos, y se dejan aproximadamente 50 pL de
volumen residual en cada tubo para tincion adicional de marcadores intracelulares (es decir, citoplasmicos y
nucleares) de acuerdo con la invencion.

Con este fin, la pella celular se resuspende mezclandola suavemente con un reactivo fijador, por ejemplo,
Reactivo A (un fijador que contiene PFA) del kit de reactivos de Fix&Perm™ (An der Grub, Vienna, Austria),
seguido de otra incubacion durante 15 minutos a TA protegiéndola de la luz. Posteriormente, las células se
lavan y la pella celular se resuspende mezclandola suavemente en una solucion permeabilizante (por ejemplo,
Reactivo B del kit Fix&Perm™ que contiene un agente permeabilizante como saponina). Después de mezclar
suavemente, se agrega el volumen adecuado de cada uno de los anticuerpos contra los marcadores
intracelulares comprendidos en un kit de la invencion, se mezclan y se incuban durante 15 min a TA
protegiéndolos de la luz.

Los anticuerpos no unidos se eliminan mediante lavado utilizando, por ejemplo, PBS que contiene NaNs; al
0.09% y BSA al 0.5% p/v, y se dejan aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo. Después de
mezclar bien, el volumen residual de la pella celular se resuspende adecuadamente en 200 pL de PBS con
NaNs al 0.09 % y BSA al 0.5% p/v y se mide inmediatamente en un citémetro de flujo multicolor, por ejemplo,
un citémetro de flujo equipado con 4 laseres y 13 detectores de fluorescencia tal como un citémetro de flujo BD
LSRFortessa X-20 equipado con 4 laseres y 13 detectores de fluorescencia.

Para el analisis de datos, se pueden utilizar estrategias de seleccion Booleanas manuales convencionales o
analisis de agrupamiento automatizados en combinacién o no con una comparacion directa con bases de datos
de software a través de programas de software de citometria de flujo que permiten la seleccién manual y/o
automatica y el analisis de archivos FCS.

Por ejemplo, en primer lugar, se realiza una puerta (G1) en células SSClo/FSClo/CD45hi para la identificacion
de linfocitos. Esta poblacion de células G1 puede subdividirse adicionalmente dibujando 4 puertas adicionales
para la identificacién de subconjuntos de linfocitos de la siguiente manera: CD45"/ smCD3*/ cyCD3* para
células T (G1A), CD45" /CD19* para células B (G1B), CD45*°/CD19* para células plasmaticas (G1C) y CD45*
/smCD3/cyCD3- / CD56* para células NK (G1D). Las células T se pueden subdividir adicionalmente en
subconjuntos de células T CD4*/CD8-, CD4/CD8*, CD4*/CD8" y CD4-/CD8".

Se puede dibujar una segunda puerta (G2) para incluir células SSC""/ FSCinhi/ CD45 * para la identificacion
de células mieloides. Se pueden lograr subconjuntos adicionales de poblaciones de células mieloides mediante
el establecimiento de una puerta en células mieloides CD45 */CD4* para identificar monocitos y células
dendriticas versus neutrdfilos y eosinofilos (SSCM/CD45%).

Finalmente, se puede realizar una puerta (G3) en células CD45 para seleccionar células tumorales,
eritroblastos, células endoteliales y estromales mesenquimales, donde las células tumorales de Wilms (Figura
1) se caracterizan por un fenotipo CD45/CD56*" CD271* / GD2/ EpCAM”*/ CD997/,,Miogenina- (Figura 1),
células de rabdomiosarcoma por un perfil CD45/ CD56*"/CD271*"/ GD2/EpCAM-/ CD99/ ,Miogenina*
(Figura 2), células de neuroblastoma CD457 CD56*"/ CD2717*/ GD2*"/ EpCAM-/ CD99/ nyMiogenina- (Figura
3) y células PNET CD457 CD56%/ CD271*"/ GD2*'°/ EpCAM/ CD99*/ nuMiogenina-. La Figura 1 ilustra todos los
pasos de analisis de datos ejemplares en una muestra de tumor de Wilms. La tabla 2 muestra el porcentaje de
células neoplasicas y células inmunes en las diferentes muestras de tumores solidos pediatricos analizadas.

Como apreciara un experto en la técnica, un panel de anticuerpos, kit o kit de acuerdo con la invencién se
utiliza ventajosamente en el campo del diagnostico de cancer pediatrico; por ejemplo, en el diagndstico
temprano, subclasificacion diagnostica, estadificacion y/o monitoreo del cancer pediatrico tanto en el sitio del
tejido tumoral primario como en los sitios metastasicos (por ejemplo, fluido ascitico, efusiones pleurales, orina,
médula 6sea, liquido cefalorraquideo, ganglio linfatico y lavado broncoalveolar, entre otras muestras de
tumores) y sangre periférica. Permite distinguir con precision entre las células tumorales y otras células
residuales en la muestra y caracterizar los distintos subconjuntos de células inmunes que coexisten con las
células tumorales en la misma muestra. Ademas, proporciona herramientas para la clasificacion rapida de
tumores solidos pediatricos con alta sensibilidad (deteccién de 10-" a 10 células tumorales entre otras células
en la muestra) y adicionalmente proporciona informacion numérica y fenotipica sobre el microambiente
asociado al tumor, ya que permite la identificacion y enumeracioén de las principales poblaciones de linfocitos,
neutréfilos, monocitos/macréfagos y células dendriticas y células mesenquimales, en las muestras de pacientes
infiltrados o no infiltrados.

El procedimiento incluye los siguientes pasos secuenciales: i) proporcionar una muestra bioldgica obtenida de
un paciente sospechoso de padecer un cancer pediatrico; ii) tefiir dicha muestra biolégica con un panel de =
12 anticuerpos (por ejemplo, una combinacidon de acuerdo con la Tabla 1) conjugados con 8 fluorocromos
distintos en tinciones con anticuerpos de 8 colores, con el objetivo de identificar y clasificar a las células
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tumorales, asi como a las células inmunes infiltrantes que coexisten en la muestra; iii) medir las células tefiidas
en un instrumento de citometria de flujo de >8 colores convencional, y; iv) analizar los datos de citometria de
flujo obtenidos utilizando herramientas de software dedicadas para identificar claramente células tumorales
versus células normales que coexisten en la muestra, enumerar adicionalmente dichas células tumorales,
definir los niveles de expresion por célula de cada marcador que se esta expresando en ella, clasificar las
células tumorales en distintas entidades de diagndstico de la WHO de acuerdo con su perfil inmunofenotipico,
e identificar y enumerar las distintas poblaciones de células inmunes y sus subconjuntos principales que
coexisten con las células tumorales en la muestra.

El procedimiento aqui descrito se puede utilizar para el diagnoéstico y la clasificacion de los tipos mas comunes
de tumores pediatricos, incluyendo: i) neoplasias neuroectodérmicas, como neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma, sarcoma de Ewing extraéseo y sarcoma de Ewing clasico, para los
cuales los antigenos mas utiles son CD457, CD56**, CD99°*, GD2** y CD271* ; ii) tumores con diferenciacion
celular de miofibroblastos evaluados mediante un fenotipo CD45-, CD56*, anti-,,Miogenina*, anti-,,MyoD1* y
CD271%; iii) identificacion del compromiso en mdltiples linajes celulares definidos mediante el patron de
expresion de, por ejemplo, CD45-, CD56**, CD271* y EpCAM* en tumor de Wilms; y iv) linfoma/leucemia
linfoblastico T y B que caracteristicamente muestran expresion de cyCD3* y CD45**CD19, versus células
tumorales CD19* CD45"* cyCD3-.

Ademas, la invencién también permite la identificacion simultanea por citometria de flujo de linfocitos (células
CD45**/SSC") incluyendo células T cyCD3*/CD3*, células B CD19* y células NK CD 19/CD3-/CD56*, células
plasmaticas CD 19*/CD45'"° y monocitos CD4*/SSC"y células dendriticas, ademas de células mesenquimales
CD271++ y células endoteliales.

De acuerdo con la expresion de CD56, CD4 y CD8, las células T se pueden dividir adicionalmente en células
T CD4*/CD8, CD4/CD8*, CD4*/CD8*, CD4-/CD8-; cada uno de estos subconjuntos de células T se puede
dividir adicionalmente en subconjuntos que expresan o no CD56. Simultaneamente, las células NK CD56* se
pueden subdividir adicionalmente en subconjuntos NK CD56*", CD56*°/CD8-, CD56*'°/CD8".

En particular, cada uno de los kits y combinaciones de anticuerpos proporcionados en la presente para
identificar y clasificar la poblacion de células tumorales, también proporciona medios para cuantificar niveles
de expresion de proteinas por célula tumoral; por lo tanto, proporciona informacién critica, no solamente para
el diagnéstico, clasificacion y monitoreo de tumores sélidos pediatricos, sino también para seleccionar terapias
dirigidas adecuadas (por ejemplo, anti-GD2 en neuroblastoma GD2* y otros tumores GD2*). La invencion
también podria utilizarse para detectar y contar células tumorales en muestras de médula 6sea y de sangre
periférica antes del trasplante autdlogo de células madre, o con fines de monitoreo después de que se haya
administrado cualquier tipo de terapia al paciente. Ademas, esta invencion también se puede utilizar para
identificar células neoplasicas y no neoplasicas en muestras pequefias y/o paucicelulares tales como fluido
vitreo, liquido cefalorraquideo y muestras de tejido aspiradas con aguja fina para fines de estadificacion,
diagndstico de recurrencia de la enfermedad o monitoreo del paciente en niveles residuales de la enfermedad.

El resultado diagndstico de un método de citometria de flujo de la invencion se utiliza ventajosamente para
ayudar a seleccionar una terapia adecuada (dirigida) tal como una terapia de células T con receptor de antigeno
quimérico (CAR) o basada en anticuerpos anti-GD2.

La invencion también proporciona el uso in vitro de un kit de piezas como se divulga en la presente en el
diagnéstico y clasificacion de uno o mas tumores pediatricos. Por ejemplo, el tumor pediatrico se selecciona
de: i) neoplasias neuroectodérmicas, como neuroblastoma, ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma, sarcoma
de Ewing extradseo y sarcoma de Ewing clasico; ii) tumores con diferenciacion celular de miofibroblastos; iii)
identificacion del compromiso en mudltiples linajes celulares; y iv) linfoma/leucemia linfoblastico T y B.

Leyenda de las figuras

Figura 1: Analisis de estrategia de seleccion secuencial para identificar los principales subconjuntos de
poblaciones en una muestra de masa tumoral utilizando graficas de puntos de 2 dimensiones. El panel A
muestra la identificacion de tres grupos de poblaciones celulares: G1 (SSC'° /CD45*M) representa linfocitos, G2
(SSC¥hi/ CD45%) células mieloides y G3 (SSC"M/CD457) células tumorales. En la puerta de las células G1
(Panel B), 4 puertas adicionales permitieron la identificacion de las principales poblaciones de linfocitos: C)
células B CD45*"/CD19* (G1B) y D) células plasmaticas CD45*°/CD19* (G1C); y, F) células NK CD45 */s,CD3"
/,CD3" /CD56" (G1D). Células T adicionales (células T CD45*"/sCD3*/,CD3* - G1A) se subdividieron en el
panel E como: subconjuntos de células T CD4*/CD8-, CD4/CD8*, CD4*/CD8* y CD4-/CD8-. En la puerta de las
células G2 (panel G), 3 puertas adicionales basadas en 1 grafica de puntos bivariada (SSC/CD45) permitieron
la identificacion de eosindfilos (SSChi/CD45*), neutrofilos (SSC™/CD4*'°) y monocitos (SSC™/ CD45%); ademas,
en el panel H, una grafica de puntos bivariada (SSC/CD4) permiti6 una mejor discriminacion entre
neutréfilos/eosindfilos (SSCMY CD4-) y monocitos/macréfagos/células dendriticas (SSC™/ CD4*) en la puerta
de las células G2. Finalmente, en la puerta de las células G3, las células tumorales se caracterizaron como un
fenotipo CD45-/ CD56*"/ CD271*/ GD2-/ EpCAM~*/ CD99-/ ,ymiogenina™ (tumor de Wilms).
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Figura 2: Estrategia de selecciéon secuencial para identificar los principales subconjuntos de poblaciones en
una muestra de efusion pleural utilizando graficas de puntos de 2 dimensiones. El panel A muestra la
identificacion de tres grupos de poblaciones celulares: G1 (SSC'° /CD45*) representa linfocitos, G2 (SSCnvh/
CD45*) células mieloides y G3 (SSCM"/CD45") células tumorales. En las células G1 (Panel B), 4 puertas
adicionales permitieron la identificacion de las principales poblaciones de linfocitos: C) células B CD45™/CD19*
(G1B) y células plasmaticas CD45*°/CD19* (G1C); y, D) células NK CD45 */snCD37/,CD3- /CD56* (G1D).
Células T adicionales (células T CD45"/s»CD3*/,,CD3* - G1A) se subdividieron en el panel E) subconjuntos
de células T CD4*/CD8, CD4/CD8*, CD4*/CD8* CD4-/CD8-. G) Después de la seleccion de células G2, 3
puertas adicionales basadas en 1 grafica de puntos bivariada (SSC/CD45) permitieron la identificacion de
eosinofilos (SSChi/CD45%), neutrdfilos (SSCM CD45%°) y monocitos (SSC"Y/ CD45%); H) analisis adicional de
la grafica de puntos bivariada (SSC/CD4) de la poblacion G2 permitié una mejor discriminacion entre neutréfilos
(SSC"/CD4") y monocitos/células dendriticas (SSC"/ CD4*). Finalmente, la poblacion G3 seleccionada se
analizé para la seleccion e identificacion de los marcadores celulares mas relevantes para clasificar las células
tumorales caracterizadas por un fenotipo CD45- / CD56*"/ CD271*"/ GD2-/ EpCAM-/ CD99-/ ,,MyoD1*
(Rabdomiosarcoma).

Figura 3: Estrategia de seleccion secuencial para identificar los principales subconjuntos de poblaciones en la
médula 6sea utilizando graficas de puntos de 2 dimensiones. El panel A muestra la identificacion de tres grupos
de poblaciones celulares. G1 (SSC'° /CD45*™) representa linfocitos, G2 (SSC""/CD45*) células mieloides y
G3 (SSCM/CD45-) células tumorales. En la puerta de las células G1 (Panel B), 4 puertas adicionales permitieron
la identificacion de las principales poblaciones de linfocitos: C) células B CD45*"/CD19* (G1B) y células
plasmaticas CD45*°/CD19* (G1C); v, D) células NK CD45%/sCD3" /,,CD3-/CD56" (G1D). Células T adicionales
(células T CD45*"/CD3*/,CD3* - G1A) se subdividen en el panel E) subconjuntos de células T CD4*/CD8",
CD47/CD8*, CD4*/CD8"* y CD4-/CD8-. G) Después de la seleccion de células G2, 3 puertas adicionales basadas
en 1 grafica de puntos bivariada (SSC/CD45) permitieron la identificacion de eosindfilos (SSChi/CD45*),
neutrofilos (SSCM/CD45*'°) y monocitos (SSC™/CD45*); H) analisis adicional de la grafica de puntos bivariada
(SSC/CD4) de la poblaciéon G2 permiti6 una mejor discriminacién entre neutrofilos (SSCMY/CD4") y
monocitos/células dendriticas (SSC™/ CD4*). Finalmente, en la puerta de las células G3, las células tumorales
se caracterizaron por un fenotipo CD45-/ CD56*/ CD2717*/ GD2**/ EpCAM-/ CD99-/ n,MyoD1-
(Neuroblastoma), mientras que las células eritroides nucleadas se presentan como SSC'°/CD45/CD56 vy las
células mesenquimales como SSCN/CD45/CD567*°/CD271*",

Seccién experimental

La invencion se ejemplifica mediante los ejemplos a continuacion, que se proporcionan con fines ilustrativos y
de ninguna manera limitan el alcance.

Ejemplo 1 : Analisis de una muestra de masa tumoral.

Recoleccion de muestra. Se recolectaron en el quiréfano muestras de tumores sélidos de cincuenta y cinco
pacientes pediatricos; Las muestras de tumores se enviaron a patologia y un patélogo experimentado las dividid
en dos alicuotas: una se utilizé para patologia convencional y la segunda para citometria de flujo. La alicuota
de tejido utilizada para citometria de flujo se colocé inmediatamente en salina amortiguada con fosfato (PBS)
en hielo himedo y se transporto al laboratorio de citometria de flujo. Una vez que llego la muestra, se peso, se
registré una descripcion fisica y la muestra se dividié adicionalmente en dos fragmentos pequefios: uno para
almacenamiento fresco congelado a -80°C y el otro para disgregacion mecanica inmediata.

Desagregacion mecanica de la muestra tumoral. Cincuenta y cinco muestras de tejido tumoral se disgregaron
inmediatamente en suspensiones celulares individuales adecuadas para analisis adicionales de citometria de
flujo dirigidos a la maxima viabilidad celular y recuperacion celular. Para este propésito, el tejido se colocé en
una placa de Petri en 2 ml de PBS que contiene albumina sérica bovina al 0.5% (BSA; Calbiochem, La Jolla,
CA). Luego, la muestra de tumor se pico en trozos pequerfios (2-4 mm) con una hoja de bisturi y se desagregé
mecanicamente con agujas estériles. Posteriormente, la suspension de células tumorales se filtrd
secuencialmente a través de una jeringa Filcon estéril (tamafo de poro de 120 mm) para eliminar grumos de
células y restos, se centrifugd (10 min a 540 g) y se resuspendié en 500 pl de PBS que contiene BSA al 0.5%,
a una concentracion final de =5 x105 células/tubo. Luego se colocaron alicuotas de 50 pL (es decir, 50,000
células) de la suspension celular individual en un tubo diferente. Se tifieron un total de 4 alicuotas distintas/por
muestra por tubo a adquirir.

Tincion de la muestra. Se afadieron cincuenta pl de muestra (suspension celular individual de los tejidos
desagregados) a cada una de las alicuotas de 4 tubos, seguido de la adicidon de los volimenes adecuados
(concentraciones de saturacion) de cada una de las composiciones de reactivos correspondientes, que
comprenden anticuerpos dirigidos contra marcadores de la superficie celular, como se recomienda para estos
paneles de un solo tubo
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i) CyCD3 BVv421 + CD271 BV421/ CD45 BV510 CD99 FITC + CD8 FITC/ nuMiogenina PE/ EpCAM
PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 AF647/ csmD3 APC-H7 + CD19 APC-H7 (es decir,
combinacién de anticuerpos 1 en la Tabla 1);

ii) CyCD3 BVv421 + CD271 BV421/ CD45 PO/ CD99 FITC+ CD8 FITC/ nuMyoD1 PE / EpCAM PERCPcy5.5 +
CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 AF647/ cyCD3 APC-H7 + CD19 APC-H7 (combinacion de anticuerpos
2 en la Tabla 1);

iii) CyCD3 BV786+CD271 BV786/ HLADR APC/ CD45 AF700/ CD30 APCH7/ CD71 BV650/ CD95 BV421/
CD99 FITC + CD8 FITC/ nuMyoD PE/ CD40 BV711/ EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/
GD2 BV510/ smCD3 APC-H7 + CD19 APC-H7 (combinacién de anticuerpos 17 en la Tabla 1)

iv) CyCD3 BV786 + CD271 BV786/ HLADR PECF594/ CD45 AF700/ CD30 BV650/ CD99 FITC + CD8 FITC/
GD2 BV510/ osteopontina APC/ numiogenina PE/ CD40 BV711/ EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/
CD56 PEcy7/ OCT3 APCH7/ CD95 BV421/ smCD3 BV605 + CD 19 BV605 (combinacién de anticuerpos 18 en
la Tabla 1).

Posteriormente, las células y los reactivos de anticuerpos se mezclaron bien y se incubaron durante 30 minutos
a RT, protegiéndolos de la luz. Después de esta incubacion, se agregaron 2 mL de PBS con NaN3 al 0.09% y
BSA al 0.5% a la pella celular, se mezclaron bien y se centrifugaron durante 5 minutos a 540 xg. Luego, se
descarto el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella celular, y se
dejaron aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo. La pella celular se resuspendié mezclando
suavemente y se afiadieron 100 uL de reactivo A (fijador que contiene PFA) del kit de reactivos de Fix&Perm™
(An der Grub, Vienna, Austria), seguido de otra incubaciéon durante 15 minutos a TA protegiéndola de la luz.
Posteriormente, se afiadieron a la pella celular 2 mL de PBS con NaN3 al 0.09% que contiene BSA al 0.5%, se
mezclo bien y se centrifugd durante 5 minutos a 540 g.

Posteriormente, se descartoé el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la
pella celular, y se dejaron aproximadamente 50 yL de volumen residual en cada tubo; la pella celular se
resuspendi6 mezclando suavemente y se afadieron 100 pL de reactivo B (solucién permeabilizante que
contiene saponina) del kit Fix&Perm™. Después de mezclar suavemente, se afiadio el volumen adecuado de
cada uno de los anticuerpos contra marcadores intracelulares (nuMyoD 1, nuMiogenina, OCT3 y cyCD3), se
mezclé y se incubd durante 15 min a TA protegiéndolos de la luz. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de PBS
que contiene NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5% a la pella celular, se mezcld bien y se centrifugd durante 5 min a
540qg, el sobrenadante se descartd utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella
celular, y se dejaron aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo. Tras mezclar bien el volumen
residual, la pella celular se resuspendié en 200 puL de PBS con NaN3 al 0.09 % y BSA al 0.5 % y se mide
inmediatamente en un citdmetro de flujo BD LSRFortessa X-20 equipado con 4 laseres y 13 detectores de
fluorescencia.

Analisis de datos. En primer lugar, se realizd una puerta (G1) en células SSC'9/FSC9/CD45" para la
identificacion de linfocitos; y se seleccionaron, entonces estas células G1 se subdividieron adicionalmente
dibujando 4 puertas adicionales para la identificacion de subconjuntos de linfocitos de la siguiente manera:
CD45"/ smCD3*/ cyCD3* para células T (G1A), CD45" /CD19* para células B (G1B), CD45*° /CD19* para
células plasmaticas (G1C) y CD45 * /smCD3-/ cyCD3- / CD56 * para células NK (G1D). Las células T se
subdividieron adicionalmente en subconjuntos de células T CD4*/CD8-, CD4/CD8*, CD4*/CD8" y CD4-/CD8"
(panel E en la Figura 1). Una segunda puerta (G2) para incluir células SSC""h/ FSC"h/CD45 * se extrajo para
la identificacion de células mieloides. Se lograron subconjuntos adicionales de poblaciones de células mieloides
estableciendo una puerta en células mieloides CD45 */CD4* para identificar monocitos y células dendriticas
versus neutrdfilos y eosindfilos (SSCM/CD45%). Finalmente, se realizo una puerta (G3) en células CD45- para
seleccionar células tumorales, eritroblastos, células endoteliales y estromales mesenquimales, donde las
células tumorales de Wilms (Figura 1) se caracterizan por un fenotipo CD45- /CD56*" /CD271* / GD2-/ EpCAM-
| CD99- /nyMiogenina- (Figura 1), células de rabdomiosarcoma por un perfil CD45-/CD56*"/CD271*"/ GD2-
/EpCAM-/ CD99-/ nyMiogenina (Figura 2), células de neuroblastoma CD45-/CD56*"/ CD2717*/ GD2*"/ EpCAM-
/ CD99-/ n;Miogenina- (Figura 3) y células PNET CD45-/CD56*/ CD271*"/ GD2'°/ EpCAM-/ CD99*/
nuMiogenina'. La Figura 1 ilustra todos los pasos del analisis de datos en una muestra de tumor de Wilms y la
tabla 2 muestra el porcentaje de células neoplasicas y células inmunes en las diferentes muestras de tumores
sélidos pediatricos analizadas.

Ejemplo 2: Analisis de fluido ascitico, liquido pleural y muestra de orina.

Recoleccion de muestra. Con la finalidad de inmunofenotipar las células malignas presentes en sitios
metastasicos, se estudiaron muestras de 5 nifios previamente diagnosticados con cancer pediatrico: 1 muestra
de fluido ascitico, 3 de liquido pleural y 1 de orina. Las muestras se recolectaron en el quiréfano o en la unidad
de cuidados intensivos y se procesaron en ya sea el diagnostico o en la recaida, siguiendo los pasos
secuenciales que se describen a continuacidon. En primer lugar, la muestra (suspension celular) se filtrd
secuencialmente a través de una jeringa Filcon estéril (tamafo de poro de 120 mm) para eliminar grumos de
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células y restos; luego, se centrifugd (10 min a 540 g) y se resuspendié en 500 yl de PBS que contiene BSA al
0.5%, a una concentracion final de =5 x105 células/tubo. Luego se prepararon cuatro alicuotas de 50 pL (es
decir, 50,000 células) de la suspension celular individual y se colocaron en tubos diferentes.

Tincion de la muestra. Se afiadieron cincuenta pl de muestra (suspension celular individual de los distintos
fluidos corporales) a cada una de las alicuotas de 4 tubos, seguido de los volimenes adecuados
(concentraciones de saturacion) de cada uno de los anticuerpos correspondientes dirigidos contra marcadores
de la superficie celular, como se recomienda para las siguientes combinaciones de un solo tubo de anticuerpos
conjugados con fluorocromo: i) CyCD3 BV421+CD271 BV421/ CD45 BV510/ CD99 FITC+ CD8 FITC/
nuMiogenina PE/ EpCAM PERCPcy5.5+ CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 APC/ smCD3 APCH7/ CD19
APC-H7 (combinacion de anticuerpos 1 en la Tabla 1); ii) smCD3 BV421+CD271 BV421/ CD45 BV510/ CD99
FITC+ CD8 FITC/ nuMyoD1 PE / EpCAM PERCPcy5.5+ CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 APC/ cyCD3
APCH?7/ CD19 BV786 (es decir, combinacion de anticuerpos 4 en la Tabla 1) iii) CyCD3 BV421 + CD271 BVv421/
HLADR APC/ CD45 AF700/ CD30 APCH7/ CD71 BV650/ CD99 FITC + CD8 FITC/ numiogenina PE / CD40
BV7111 EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 AF647/ smCD3 APC-H7 + CD19 APC-
H7 (es decir, combinaciéon de anticuerpos 13 en la Tabla 1) y iv) CyCD3 BV786 + CD271 BV786/ HLADR
PECF594/ CD45 AF700/ CD30 BV650/ CD99 FITC + CD8 FITC/ GD2 BV510/ osteopontina APC + BAP APC/
nuMiogenina PE + nuMyoD1 PE/ CD40 BV711/ EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ PLAP
APCH7/ CD95 BV421/ smCD3 BV605 + CD19 BV605 (es decir, combinacion de anticuerpos 22 en la Tabla 1).
Posteriormente, las células y los reactivos de anticuerpos se mezclaron bien y se incubaron durante 30 minutos
a TA protegiéndolos de la luz. Después de esta incubacion, se agregaron a la pella celular 2 mL de PBS que
contiene NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se mezclaron bien y se centrifugaron durante 5 minutos a 54 0g. Luego,
se descarto el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella celular, y
se dejaron aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo. La pella celular se resuspendio
mezclando suavemente y se agregaron 100 uL de Reactivo A (fijador que contiene PFA) del kit de reactivos de
Fix&Perm™ (An der Grub, Vienna, Austria), seguido de otra incubacion durante 15 minutos a TA protegiéndola
de la luz. Posteriormente, se agregaron a la pella celular 2 mL de PBS con NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se
mezclé bien y se centrifugé durante 5 min a 540 g. Luego, se descarto el sobrenadante utilizando una pipeta
Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella celular, y se dejaron aproximadamente 50 pL de volumen
residual en cada tubo; la pella celular se resuspendié mezclando suavemente y se agregaron 100 L de reactivo
B (solucion permeabilizante que contiene saponina) del kit Fix&Perm™. Después de mezclar suavemente, se
afadié el volumen adecuado de cada uno de los anticuerpos intracelulares (nuMyoD 1, nuMiogenina,
Osteopontina, BAP, PLAP y cyCD3 APC-H7), se mezcld y se incuboé durante 15 min a TA protegiéndolos de la
luz. Posteriormente, se agregaron a la pella celular 2 mL de PBS con NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se mezclo
bien y se centrifugd durante 5 min a 540g, el sobrenadante se descart6 utilizando una pipeta Pasteur o un
sistema de vacio sin alterar la pella celular, y se dejé en cada tubo un volumen residual de aproximadamente
50 pL. Tras mezclar bien el volumen residual, la pella celular se resuspendié en 200 uL de PBS que contiene
NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5% y se mide inmediatamente en un citémetro de flujo BD Symphony X-20 equipado
con 5 laseres y 48 detectores de fluorescencia.

Analisis de datos. En primer lugar, se realizd una puerta (G1) en células SSC9/FSC'°/CD45™ para la
identificacion de linfocitos y se seleccionaron; entonces, estas células G1 se subdividieron adicionalmente
dibujando 4 puertas adicionales para la identificacion de subconjuntos de linfocitos de la siguiente manera:
CD45*/smCD3 * /cyCD3 * para células T (G1A), CD45"™M/CD19 * para células B (G1B), CD45*°/ CD19* para
células plasmaticas (G1C) y CD45 */ smCD3-/ cyCD3-/ CD56 * para células NK (G1D). Las células T se
subdividieron adicionalmente en subconjuntos de células T CD4*/CD8-, CD4/CD8*, CD4*/CD8" y CD4-/CD8-
(panel E en la Figura 2). En segundo lugar, se realizé una puerta (G2) para incluir células SSC"h/FSCinth/CD45
* para identificar células mieloides. Se lograron subconjuntos adicionales de poblaciones de células mieloides
estableciendo una puerta en células mieloides CD45 */CD4* para identificar monocitos y células dendriticas
versus neutrdfilos y eosindfilos. Finalmente, se realizdé una puerta (G3) en células CD45 para seleccionar
células tumorales, células tumorales de Wilms que muestran un fenotipo CD45-/ CD56*/ CD271*/ GD2-/
EpCAM”*/ CD99-/ nMiogenina-, las células del rabdomiosarcoma siendo CD45-/CD56 */CD271* GD2-/
EpCAM-/ CD997/,ymiogenina* (Figura 2), células de neuroblastoma por CD45-/CD56*/ CD271-/ GD2*"/ EpCAM
-/ CD99-/ nyMiogeninay células PNET por CD45-/ CD56%/ CD271*"/ GD2*°/ EpCAM-/ CD99*/,,Miogenina-. La
Figura 2 ilustra todos los pasos de seleccion realizados durante el andlisis de datos para la identificacion en
una muestra de liquido pleural infiltrada por células de Rabdomiosarcoma, de tanto las células tumorales como
las células inmunes reactivas normales residuales; a su vez, la Tabla 3 muestra el porcentaje de células
neoplasicas identificadas en las cinco muestras de fluidos corporales analizadas.

Ejemplo 3: Analisis de una muestra de médula dsea.

Recoleccion de muestra. Se investigaron veintitrés muestras de médula 6sea y diez de sangre periférica
recolectadas de 23 pacientes con cancer para la presencia de diseminacion metastasica durante los
procedimientos de estadificacion. Al menos 10 x 108 células nucleadas de cada muestra se tifieron en 4
tubos/alicuotas distintos por muestra de sangre periférica y de médula 6sea utilizando el protocolo de lisis
masiva EUROFLOW, como se describi6 anteriormente (Flores-Montero et al., Leukemia. 2017
Oct;31(10):2094-2103) para la adquisicion de > 5 x 108 células/tubo. Brevemente, se mezclaron 2 ml de cada
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muestra mas 50 mL de solucion de lisis de cloruro de amonio en un tubo Falcon de 50 ml y se incubaron durante
15 minutos en un rodillo o en un dispositivo agitador de muestras. Posteriormente, la muestra se centrifugoé a
800g durante 10 minutos y el sobrenadante se descarté utilizando una pipeta Pasteur sin alterar la pella celular.
Tras descartar el sobrenadante, el tubo se rellen6 con PBS que contiene NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5% hasta
un volumen final de 50 ml y se centrifugd una vez mas a 800g (5 min). Sin alterar la pella celular, se descarté
el sobrenadante y la pella celular se resuspendié en 2 mL de PBS con NaNs al 0.09% y BSA al 0.5%. Luego,
las células se transfirieron a un tubo Falcon de fondo redondo de poliestireno de 5 mL ("tubo FACS") en un
volumen de 300 pl/tubo. Dicho volumen se completé con PBS que contiene NaNs al 0.09% y BSA al 0.5% para
alcanzar 2 ml (volumen final), se mezcla suavemente y se centrifuga a 540g durante 5 min; luego, se eliminé
el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur sin alterar la pella celular. Este procedimiento se repitié dos
veces. La concentracion celular final se ajustd con PBS con NaNs al 0.09% y BSA al 0.5% para 5 x 105
células/uL y se utilizaron alrededor de 100 pL (es decir, 10 millones de células) de la suspension celular
final/muestra por tubo para tefiir y medir en el citmetro de flujo.

Tincién de la muestra. Se afadieron cien pl de las suspensiones celulares procesadas anteriormente a cada
una de las alicuotas de 4 tubos preparados por muestra, seguido de los volumenes adecuados
(concentraciones de saturacion) de cada uno de los anticuerpos correspondientes dirigidos contra marcadores
de la superficie celular, como se recomienda para las siguientes combinaciones de un solo tubo de anticuerpos
conjugados con fluorocromo: i) CyCD3 BV421+CD271 BV421/ CD45 BV510/ CD99 FITC + CD8 FITC/
nuMiogenina PE + nuMyoD1 PE / EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ GD2 APC/ smCD3
APC-H7+CD19 APC-H7 (es decir, combinaciéon de anticuerpos 3 en la Tabla 1); ii) CyCD3 BV421+CD271
BV421/ CD45 AF700/ CD99 FITC + CD8 FITC/ GD2 BV510/ osteopontina APC + BAP APC/ nuMiogenina PE /
EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ OCT-3/4/ APCH7 + PLAP APCH7/ smCD3 BV786 +
CD19 BV786 (es decir, combinacién de anticuerpos 7 en la Tabla 1) iii) CyCD3 BV421 + CD271 BV421/ HLADR
APC/ CD45 AF700/ CD30 APCH7/ GD2 BV510/ CD99 FITC + CD8 FITC/ nuMiogenina PE/ CD40 BV711/
EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ CD56 PEcy7/ smCD3 APC-H7 + CD19 APC-H7 (es decir,
combinacién de anticuerpos 13 en la Tabla 1) y iv) CyCD3 BV786 + CD271 BV786/ CD45 AF700/ PLAP APCH7/
CD99 FITC + CD8 FITC/ GD2 BV510/ osteopontina APC + BAP APC/ nuMiogenina PE/ CD95 BV421/ CD30
BV650/ CD40 BV711// EpCAM PERCPcy5.5 + CD4 PERCPcy5.5/ HLADR PECF594/ CD56 PEcy7/ smCD3
BV605 + CD19 BV605 (es decir, combinacion de anticuerpos 24 en la Tabla 1). Después de mezclar bien las
células y los reactivos de anticuerpos dirigidos contra marcadores de la superficie celular, se incubaron durante
30 minutos a TA protegiéndolos de la luz. Después de esta incubacion, se agregaron a la pella celular 2 mL de
PBS que contiene NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se mezclaron bien y se centrifugaron durante 5 minutos a
540g. Luego, se descartd el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la
pella celular, y se dejaron aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo.

La pella celular se resuspendiéo mezclando suavemente, y posteriormente se agregaron 100 uL de reactivo A
(fijador que contiene PFA) del kit de reactivos de Fix&Perm™. (An der Grub, Vienna, Austria), seguido de otra
incubacion durante 15 minutos a TA protegiéndola de la luz. Posteriormente, se agregaron a la pella celular 2
mL de PBS con NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se mezclaron bien y se centrifugaron durante 5 min a 540 g.
Luego, se descartd el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella
celular, y se dejaron aproximadamente 50 pL de volumen residual en cada tubo; la pella celular se resuspendio
mezclando suavemente, y posteriormente se afiadieron 100 uL de reactivo B (soluciéon permeabilizante que
contiene saponina) del kit Fix&Perm™. Después de mezclar suavemente, se afiadio el volumen adecuado de
cada uno de los anticuerpos intracelulares (nuMyoD 1, nuMiogenina PE, Osteopontina, BAP, OCT-3/4, PLAP y
cyCD3), se mezcld y se incubd durante 15 min a TA protegiéndolos de la luz. Posteriormente, se agregaron a
la pella celular 2 mL de PBS con NaN3 al 0.09% y BSA al 0.5%, se mezcld bien y se centrifugé durante 5 min
a 540g, el sobrenadante se descartd utilizando una pipeta Pasteur o un sistema de vacio sin alterar la pella
celular, y se dejaron aproximadamente 50 uL de volumen residual en cada tubo. Tras mezclar bien el volumen
residual, la pella celular se resuspendié en 200 pL de PBS con NaN3 al 0.09 % y BSA al 0.5 % y se mide
inmediatamente en un citdmetro de flujo BD LSRFortessa X-20 equipado con 4 laseres y 13 detectores de
fluorescencia.

Analisis de datos. En primer lugar, se realizd una puerta (G1) en células SSC9FSC'°/CD45™ para la
identificacion de linfocitos y se seleccionaron; entonces, estas células G1 se subdividieron adicionalmente
dibujando 4 puertas adicionales para la identificacion de subconjuntos de linfocitos de la siguiente manera:
CD45*"/ smCD3*/ cyCD3* para células T (G1A), CD45*" /CD19* para células B (G1B), CD45*° /CD19* para
células plasmaticas (G1C) y CD45 */smCD3-/ cyCD3- / CD56 * para células NK (G1D). Las células T se
subdividieron adicionalmente en subconjuntos de células T CD4*/CD8-, CD4/CD8*, CD4*/CD8" y CD4-/CD8-
(panel E en la Figura 3). Se dibujo una segunda puerta (G2) para incluir céulas SSC"h/ FSCinh/CD45 * para
la identificacion de células mieloides. Se lograron subconjuntos adicionales de poblaciones de células mieloides
estableciendo una puerta en células mieloides CD45*/ CD4* para identificar monocitos y células dendriticas
versus neutréfilos y eosindfilos. Finalmente, se realizé una puerta (G3) en células CD45- para seleccionar
células tumorales, eritroblastos, células endoteliales y estromales mesenquimales, donde las células tumorales
(Figura 1) se caracterizan por un fenotipo CD45- / CD56*"/ CD271*/ GD2-/ EpCAM”*/ CD99/ n,;Miogenina
(Figura 1), células de rabdomiosarcoma por un perfil CD45-/ CD56*"/CD271*"/ GD2-/ EpCAM-/ CD997/

12



ES2988102 T3

nuMiogenina* (Figura 2), células de neuroblastoma CD45-/ CD56*"/ CD271”*/ GD2*/ EpCAM-/ CD997/
nuMiogenina- (Figura 3) y células PNET CD45-/ CD56* CD271*"/ GD2*°/ EpCAM-/ CD99*/ ,,Miogenina~. La
Figura 3 ilustra todos los pasos de seleccion aplicados durante el analisis de datos en una muestra de médula
6sea infiltrada por células de neuroblastoma. La Tabla 4 muestra el porcentaje de células neoplasicas y células
inmunes en las muestras de médula ésea y de sangre periférica de todos los pacientes diagnosticados con
diferentes tumores sélidos pediatricos, segun se analiza de acuerdo con la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de piezas para la deteccion por citometria de flujo de células tumorales pediatricas, el kit comprende
anticuerpos conjugados con fluorocromo dirigidos contra los marcadores de la superficie celular CD45, CD56,
GD2, CD99, CD8, EpCAM, CD4, smCD3, CD19 y CD271, el marcador citoplasmatico cyCD3, y el(los)
marcador(es) nuclear(es) nuMiogenina y/o nuMyoD1, en el que

(i) los anticuerpos contra los marcadores CD99/CD8 estan conjugados al mismo fluorocromo y representan un
primer par marcador CD99/CD8;

(ii) los anticuerpos contra los marcadores EpCAM/CD4 estan conjugados al mismo fluorocromo y representan
un segundo par marcador EpCAM/CD4;

(ii) el anticuerpo contra CD271 esta conjugado al mismo fluorocromo que el anticuerpo contra ya sea cyCD3 o
smCD3 y representa un tercer par marcador CD271/cyCD3 o CD271/smCD3;

en el que el kit comprende los anticuerpos conjugados a = 8 fluorocromos distinguibles; en el que entre el
primer, segundo y tercer pares de marcadores los fluorocromos son distinguibles; y en el que los anticuerpos
contra los marcadores citoplasmaticos y nucleares estan fisicamente separados de los anticuerpos contra los
marcadores de la superficie celular.

2. Kit de piezas de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende una primera composicion de reactivo que
comprende los anticuerpos conjugados contra los marcadores de la superficie celular CD45, CD56, GD2, CD99,
CD8, EpCAM, CD4, smCD3, CD19 y CD271 contenidos en un primer recipiente, y una segunda composicion
de reactivo que comprende los anticuerpos conjugados contra el marcador citoplasmatico cyCD3 vy el(los)
marcador(es) nuclear(es) nuMiogenina y/o nuMyoD1, contenida en un segundo recipiente.

3. Kit de piezas de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende el tercer par marcador CD271/cyCD3 y
en el que los anticuerpos contra los marcadores smCD3/CD19 estan conjugados al mismo fluorocromo para
formar un cuarto par marcador smCD3/CD19, y en el que entre diferentes pares los fluorocromos son
distinguibles.

4. Kit de piezas de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende el tercer par marcador CD271/smC3, y
en el que los anticuerpos contra los marcadores CD19 y cyCD3 estan conjugados cada uno a un fluorocromo
distinto.

5. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende anticuerpos
contra los marcadores nuMiogenina y nuMyoD1, y en el que los anticuerpos contra los marcadores
nuMiogenina/nuMyoD1 estan conjugados al mismo fluorocromo para formar un quinto par marcador
nuMiogenina/nuMyoD1, y en el que entre diferentes pares los fluorocromos son distinguibles.

6. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la primera
composicion de reactivo comprende adicionalmente anticuerpos conjugados con fluorocromo contra uno o mas
de los marcadores de la superficie celular del linfoma de Hodgkin HLA-DR, CD30, CD71, CD40 y CD95.

7. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
adicionalmente anticuerpos conjugados con fluorocromo contra uno o mas de los marcadores de la superficie
celular de células germinales tumorales OCT-3/4, BAP y PLAP.

8. Kit de piezas de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende anticuerpos contra los marcadores OCT-
3/4 y PLAP, y en el que los anticuerpos contra los marcadores OCT-3/4 /PLAP estan conjugados al mismo
fluorocromo para formar un par marcador OCT-3/4 /PLAP, y en el que entre diferentes pares los fluorocromos
son distinguibles.

9. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
adicionalmente anticuerpos conjugados con fluorocromo contra uno o mas de los marcadores de la superficie
celular tumoral ésea, osteopontina y fosfatasa alcalina ésea.

10. Kit de piezas de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende anticuerpos contra los marcadores
osteopontina y BAP, y en el que los anticuerpos contra los marcadores osteopontina/BAP estan conjugados al
mismo fluorocromo para formar un par marcador ostoepontina/BAP, y en el que entre diferentes pares los
fluorocromos son distinguibles.

11. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende una o mas
combinaciones de anticuerpos seleccionadas de las combinaciones de anticuerpos 1 hasta 30 de la Tabla 1.

12. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
adicionalmente un colorante de integridad de células nucleadas.
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13. Kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
adicionalmente reactivos para fijar y permeabilizar células, opcionalmente junto con instrucciones de uso,
amortiguador y/o muestras de control.

14. Un método de citometria de flujo multicolor para identificacion y clasificacion de tumores pediatricos, que
comprende los pasos de:

(a) Tenir una alicuota de una muestra biolégica que comprende o se sospecha que comprende células
tumorales infantiles con los anticuerpos conjugados con fluorocromo contra marcadores de la superficie celular
comprendidos en un kit de pieza de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13; seguido por

(b) Poner en contacto las células tefiidas con una solucién de fijacién, seguido por
(c) permeabilizar las células fijadas y tefiidas con una solucidon permeabilizante; seguido por

(d) tefiir las células permeabilizadas con los anticuerpos conjugados con fluorocromo contra marcadores
citoplasmaticos y nucleares comprendidos en un kit de pieza de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13;

(e) analizar las células tefiidas en dicha alicuota en un citémetro de flujo; y
(f) almacenar y evaluar los datos obtenidos.

15. Método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la muestra biolégica es una muestra de tejido tumoral
primario, sangre periférica, médula ésea, muestra de tejido tal como ganglios linfaticos, adenoide, bazo o
higado, u otro tipo de fluido corporal tal como liquido cefalorraquideo, fluido vitreo, liquido sinovial, aspirado
final con aguja, efusiones pleurales o ascitis, obteniéndose dicha muestra de un paciente pediatrico.

16. Método de acuerdo con la reivindicacion 14 o 15, que comprende adicionalmente seleccionar una terapia
dirigida adecuada.

17. El uso de un kit de piezas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en el diagnostico
in vitro y clasificaciéon de uno o mas tumores pediatricos, seleccionados preferiblemente de: i) neoplasias
neuroectodérmicas, tales como neuroblastoma, ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma, sarcoma de Ewing
extradseo y sarcoma de Ewing clasico; ii) tumores con diferenciacion celular de miofibroblastos; iii)
identificacion del compromiso en mudltiples linajes celulares; y iv) linfoma/leucemia linfoblastico T y B.
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