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CTCs Células Tumorales Circulantes
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EDTA Acido etilendiaminotetraacético, del inglés Ethylenediaminetetraacetic acid

EMA Agencia Europea de Medicamentos, del inglés European Medicines Agency
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Methods

FRET Transferencia de Energia de Resonancia de Foster, del inglés Férster’s Resonance
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Stimulating Factor

GCAP Fosfatasa Alcalina de Célula Germinal, del inglés Germ Cell Alkaline Phosphatase

GMP Buenas practicas de fabricacion, del inglés Good Manufacturing Practice
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HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HIP Proyecto de Inmunologia Humana, del inglés Human Immunology Project

HIPC Consorcio del Proyecto de Inmunologia Humana, del inglés The Human

Immunology Project Consortium

HLA Antigeno leucocitario humano, del inglés Human Leukocyte Antigen

HSB Matiz Saturacidn Brillo, del inglés Hue Saturation Brightness

HSL Matiz Saturacion Luminosidad, del inglés Hue Saturation Lightness

HUGTIP Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

IAP Fosfatasa Alcalina Intestinal, del inglés Intestinal Alkaline Phosphatase

IC Intervalo de Confianza

IFU Instrucciones de uso, del inglés Instructions For Use

ILT2 Ig-Like Transcript 2

ISAC Sociedad Internacional para el Avance de la Citometria, del inglés International

Society for Advancement of Cytometry
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ISHAGE Sociedad Internacional de Hematologia e Ingenieria del Injerto, del inglés

International Society of Hematotherapy and Graft Engineering

IVD Diagndstico in vitro, del inglés In Vitro Diagnosis

LAL-T Leucemia Aguda Linfoblastica de células T

LAIP Inmunofenotipo Asociado a la Leucemia, del inglés Leukaemia Associated

Immunophenotype

LIR1 Receptor de leucocitos tipo Ig, del inglés Leukocyte Ig-Like Receptor

LP Paso largo, del inglés Longpass

Mdn Mediana, del inglés Median

MHz Megahercio, del inglés Megahertz

MIFlowCyt Informacion Minima sobre un Experimento de Citometria de Flujo, del inglés

Minimum Information about a Flow Cytometry Experiment

MPO Mieloperoxidasa, del inglés Myeloperoxidase

NCATS Centro Nacional para el Avance de la Ciencia Traslacional, del inglés National

Center for Advancing Translational Science

NH4Cl Cloruro de amonio

NIH Instituto Nacional de Salud, del inglés National Institute of Health

NLNW No Lisis No Lavado, del inglés No-Lyse No-Wash

OMIP’s Paneles de Inmunofluorescencia Multicolor Optimizados, del inglés Optimised

Multicolor Immunofluorescence Panels
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PacB Pacific Blue™

PacO Pacific Orange™

PE Ficoeritrina, del inglés Phycoerythrin

PE-CF594 Ficoeritrina CF594, del inglés Phycoerythin CF594

PE-Cy5/PC5 Ficoeritrina Cianina 5, del inglés Phycoerythrin-Cyanin 5

PE-Cy7/PC7 Ficoeritrina Cianina 7, del inglés Phycoerythrin Cyanine 7

PE-DyLight594 Ficoeritrina DyLight594, del inglés Phycoerythin DyLight594

PerCP Complejo de peridinina-clorofila, del inglés Peridinin Chlorophyll Protein Complex

PerCP-Cy5.5 Complejo de peridinina-clorofila Cianina 5.5, del inglés Peridinin

Chlorophyll Protein Complex Cyanine 5.5

PFH Paraformaldehido, del inglés Paraformaldehyde

Ph Filadelfia, del inglés Philadelphia

PLAP Fosfatasa Alcalina Placentaria, del inglés Placental Alkaline Phosphatase

PMT’s Tubos Fotomultiplicadores, del inglés Photomultiplier Tubes

RCF Fuerza Centrifuga Relativa, del inglés Relative Centrifugal Force

RFC Ruido de Fondo Completo

RFP Ruido de Fondo Parcial

RGB Rojo Verde Azul, del inglés Red Green Blue

rSD Desviacidn Tipica robusta, del inglés Robust Standard Deviation
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RUO Uso exclusivo en investigacion, del inglés Research Use Only

SC Célula troncal, del inglés Stem Cell

SIC Sociedad Ibérica de Citometria

SP Paso corto, del inglés Shortpass

SSC Dispersion lateral, del inglés Side Scatter

TIFF Formato de Archivo de Imagenes con Etiquetas, del inglés Tagged Image File

Format

TNAP Fosfatasa Alcalina no especifica de Tejido, del inglés Tissue-Nonspecific Alkaline

Phosphatase

TPH Trasplante de Progenitores Hematopoyéticos

TVAC Verdadero Conteo Volumétrico Absoluto, del inglés True Volumetric Absolute

Counting

UK-NEQAS Servicio Nacional de Evaluacion de la Calidad Externa del Reino Unido, del

inglés United Kingdom National External Quality Assessment Service

UV Ultravioleta

VCC Citometria Capilar Volumétrica, del inglés Volumetric Capillary Cytometry

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana

W Amplitud, del inglés Width

WHO Organizacién Mundial de la Salud, del inglés World Health Organization
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1. Lainvestigacion traslacional y la citometria de flujo

El concepto de investigacion traslacional se puede entender como el proceso que
implica la integracion multidisciplinaria entre la investigacidén basica, clinica, aplicada,
poblacional y de medicina basada en la evidencia, con el objetivo de acelerar los
descubrimientos cientificos con el consecuente efecto sobre el beneficio de los
pacientes y la sociedad!™3. Si bien existen multiples definiciones, no se ha alcanzado un

consenso exacto de definicidn de investigacién traslacional®2.

En las ultimas décadas, la importancia de la investigacion traslacional ha ido en
aumento. El Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH), cre6 en 2005 el
programa Clinical and Translational Science Awards ° para fomentar la investigacion
traslacional. Esta misma institucion propuso en 2007 una definicion segun la cual la
investigacidn traslacional comprende dos dreas. La primera area incluye el proceso de
aplicar los descubrimientos generados durante la investigacion en el laboratorio y los
estudios preclinicos y, por otra parte, el desarrollo de ensayos y estudios en humanos.
La segunda drea hace referencia a la investigacién destinada a adoptar las mejores
practicas en la comunidad, destacando la importancia de la rentabilidad en las

estrategias de prevencion y tratamiento°.

La citometria de flujo es una tecnologia ampliamente aplicada en investigacién
traslacional'*™*3, Por ejemplo, la medicina personalizada para el tratamiento del cancer
hematoldgico con el desarrollo de los Receptores de antigeno Quimérico de Célula T
(CAR-T)¥1> se incluiria en la primera drea, mientras que el desarrollo de nuevos paneles

para la deteccion de subtipos de poblaciones celulares 17 se incluiria en la segunda.
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2. La citometria de flujo multiparamétrica

La citometria de flujo comprende la medicidn de eventos suspendidos generalmente en
una fase fluidica®®. Esta tecnologia permite analizar a alta velocidad un gran nimero de

eventos respecto a la dispersién de la luz y de la fluorescencia.

El citémetro de flujo consiste del sistema fluidico, el sistema dptico y el sistema

electrdnico®®.

El sistema fluidico es el sistema encargado de direccionar células y particulas en
suspension hasta el punto de interrogacion o punto de interseccion con el haz del laser
o laseres del citometro. El sistema fluidico permite conseguir un efecto de enfoque
hidrodinamico. Este enfoque se produce cuando dos corrientes de fluido con diferente
caudal de flujo volumétrico y presion, de forma paralela, mantienen un flujo laminar,
evitando la mezcla del fluido acompafiante y la suspensidn de particulas, células y otros
componentes de la muestra. Al llegar al punto de interrogacion, la corriente de fluido se
va estrechando con la finalidad de conseguir que las células y particulas queden

alineadas en una sola fila, e idealmente de una en una®°.

El sistema dptico esta compuesto por la fuente de luz, generalmente laser, y el conjunto
de filtros y espejos que permiten seleccionar las diferentes longitudes de onda y
recogerlas mediante detectores!®. En unos inicios dichos ldseres eran de ion-argdn, ion-
kripton y helio-nedn. Estos fueron progresivamente sustituidos por laseres de diodos
emisores de luz o LED (Light Emitting Diode) permitiendo reducir el tamafio de los
equipos, ser mas eficientes energéticamente y econdmicos de producir. Y
posteriormente, junto con los ldseres de estado sélido y los laseres DPSS (Diode-Pumped
Solid-State), incrementando las longitudes de onda del espectro visible que pueden ser
exploradas en citometria de flujo y, por lo tanto, incrementando el nimero total de

parametros que pueden ser analizados simultdneamentel®21,22,

El sistema electréonico comprende desde los detectores hasta el sistema informatico. En
los detectores se captan los fotones provenientes del sistema dptico y se convierten en
electrones. Esta sefal de electrones es amplificada y convertida en un pulso de voltaje

que se caracteriza por sus parametros de altura, amplitud y drea. Seguidamente,
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mediante un conversor analdgico-digital, se convierte la sefial analégica (voltaje) a un
valor binario (bits) que puede ser procesado por el sistema informatico para su andlisis
y almacenamiento?3. Los detectores son en su mayoria fotodiodos y fotomultiplicadores.
Los fotodiodos son utilizados para detectar las sefales de mayor intensidad, como la
dispersiéon frontal de la luz, la cual se asocia al tamafo de las particulas analizadas y se
detecta en el canal de la dispersién frontal (FSC, Forward Scatter). Los
fotomultiplicadores (PMT’s, Photomultiplier Tubes) en cambio, se utilizan para detectar
sefiales de menor intensidad como las fluorescencias y la dispersion lateral de la luz (SSC,
Side Scatter), asociada a la complejidad celular. También existen los fotodiodos de
avalancha (ADP’s, Avalanche Photodiodes), que son fotodetectores con una mayor
eficiencia quantica que permiten convertir longitudes de onda desde los 400 nm hasta
los 1100 nm, mientras que los PMT’s convierten longitudes de onda de hasta 800 nm?%.
Otros componentes relevantes son los filtros de densidad neutra, los cuales se utilizan
para atenuar la luz sin discriminar longitudes de onda, siendo ubicados normalmente en
frente del detector de la dispersidon frontal de la luz, aunque también en otros
detectores®®. Y, la barra de obscuracién, utilizada para bloquear sefiales que puedan
saturar el detector!®. También cabe mencionar la deteccién de la dispersion de la luz en
diferentes angulos (FSC 5° - 50°; SSC 50° - 130°) en lugar de la configuracién convencional
(FSC 0° - 5°; SSC 85° - 95°), permitiendo diferenciar distribuciones densas y dispersas de

orgéanulos dentro de una célula sin utilizar marcajes®.
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3. Aplicaciones y avances de la citometria de flujo

Una de las primeras aplicaciones clinicas de la citometria de flujo fue la deteccion de
aneuploidias y la medicién de la distribucién del ciclo celular®®. Posteriormente la
citometria de flujo se aplicé en diversas disciplinas como la hematologia?’,

inmunologia?®, oncologia?3°, virologia®?, biologia molecular3?, y microbiologia3.

Ademas de en investigacion basica, la citometria de flujo también se utiliza en la practica
clinica habitual'®3**, para el diagndstico y clasificacion de diferentes enfermedades
hematoldgicas® y autoinmunes3®. También es de gran importancia en el estudio de la
enfermedad residual medible (ERM)?’, para el recuento de linfocitos CD4+ en pacientes
con VIH38 o de la eritroblastosis fetal®. Asimismo, también se emplea para la deteccion
de eventos minoritarios, como pueden ser las células tumorales circulantes (CTC’s) en
sangre periférica*, el recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+%42, |a
identificacion del inmunofenotipo asociado a la leucemia (LAIP, Leukaemia Associated
Immunophenotypes) del paciente en el momento del diagndstico para su posterior

identificacion en los controles de seguimiento del paciente, entre otras aplicaciones®.

Paralelamente al progreso de las aplicaciones de la citometria de flujo, se desarrollaron
avances tecnoldgicos y metodoldgicos, de los cuales, debido al desarrollo de esta Tesis,
destacan el enfoque acustico, los sistemas volumétricos reales, el laser verde-amarillo,
las sondas y sustratos fluorogénicos y los consensos metodoldgicos en la citometria de

flujo.

3.1 Enfoque acustico

El enfoque hidrodinamico asistido por enfoque acustico permite mejorar el enfoque
hidrodinamico alineando los eventos en el punto de interrogacion mediante ondas
acusticas de frecuencias superiores a 1 Mhz, emitidas por un elemento piezoeléctrico.
Para ello, aprovecha las diferencias fisicas entre las células o particulas de la suspensién
en relacién con el fluido acompafiante, mediante el efecto de la radiacién acustica,

descrito inicialmente por Kundt y Lehman“4. La idea original del enfoque acustico para
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poder alinear las células mediante ondas sonoras fue desarrollada en 2005 por Greg

Kaduchak y Gregory Goddard*®, asi como la primera aplicacién en citometria de flujo?.

En citometria de flujo, la tasa de eventos depende de la concentracion de la muestra y
la velocidad de flujo, por lo que, para aumentar la tasa de eventos durante la
adquisicidn, se incrementa la velocidad de flujo. En el modelo hidrodindmico, el
aumento de la velocidad de adquisicidon afecta negativamente a la precision y exactitud
de la medicion, como consecuencia de la pérdida de laminaridad (régimen turbulento).
A diferencia de este, el enfoque acustico puede mantener un analisis preciso a mayores
tasas de eventos (Figura 1)*’. Ademds, permite utilizar capilares de mayor didmetro,
minimizando el riesgo de obstrucciones®®. El enfoque acustico, ademds, permite una

mejor identificacién de poblaciones minoritarias, por reduccidn de la coincidencia®’.

Enfoque hidrodindmico Enfoque hidrodinamico + actstico
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Figura 1. Enfoque hidrodindmico y enfoque hidrodinamico asistido por enfoque actstico. (Imagen

adaptada de Fundamentals of acoustic cytometry)*.

Es importante aclarar que el enfoque acustico no afecta a la viabilidad celular. La lisis
celular por ultrasonidos utiliza frecuencias de sub-megaherzios*® que pueden
desencadenar el fenémeno de cavitacién®. Este es un fendmeno por el que se forman
diminutas burbujas, las cuales implosionan, produciendo la lisis celular. Los elementos
piezoeléctricos utilizan frecuencias superiores a 1 MHz, evitando este fenémeno.
Ademads, en el enfoque hidrodindmico asistido por enfoque acustico, las células y/o

particulas permanecen expuestas a estas frecuencias durante un lapso extremadamente
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corto de tiempo*’, no viéndose afectadas negativamente por el campo acustico, tal y

como demostraron Goddard y colaboradores®.

3.2 Sistemas volumétricos reales

Los sistemas volumétricos permiten obtener la concentracidn celular de las muestras
adquiridas. El sistema volumétrico mas extendido se basa en la utilizacion de
microesferas de concentracién conocida**°1. Dichas microesferas se afiaden durante la
preparacidon de la muestra en una concentracidon conocida sobre un volumen total
predeterminado. Los denominados sistemas volumétricos reales no requieren de

microesferas para obtener el dato de la concentracion celular de la muestra.

El origen de los sistemas de cuantificacion volumétrica real se remonta a 1990 con el
ORTHO Cytoron Absolute junto con el programa informatico Immunocount 11°°2, Fue el
primer citometro de flujo con capacidad de realizar la cuantificacion real de células, para
lo cual, utilizaba una bomba volumétrica de precision para aspirar y dispensar la

muestra.

Posteriormente, diferentes fabricantes de citdmetros de flujo desarrollaron otros

sistemas volumeétricos reales.

Partec GmbH desarroll6 el sistema TVAC>? (True Volumetric Absolute Counting), basado
en la cuantificacion de los eventos adquiridos en un volumen comprendido entre dos

electrodos, correspondiente a 200 pL.

Becton Dickinson desarrolld un sistema de bombas peristalticas para determinar el
volumen de la muestra y enumerar directamente las células. Este sistema volumétrico
requeria realizar calibraciones periddicas, por lo que desarrollaron el dispositivo BD
Flow Sensor>*. Este sensor, equipado en el citémetro de flujo BD FACSVerse™ permite
medir el volumen de la muestra a medida que es adquirida. A pesar de ello, a final del
afio 2019, el citometro BD FACSVerse™ junto con los dispositivos asociados como el BD

Flow Sensor fueron discontinuados.

Beckman Coulter también desarrolld un equipo de cuantificacion volumétrica

denominado AQUIOS CL. Este equipo se basd en el sistema Volumetric Capillary
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Cytometry (VCC) el cual emplea un sistema de deteccién de fluorescencia mediante
escaneo de diferentes tramos de la muestra distribuida a lo largo de un capilar de

vidrio®®°7.

Y, Thermo Fisher™ desarrollé el citémetro de flujo Attune™, el Attune™ NxT y Attune™
CytPix. Estos citémetros de flujo cuentan con un sistema de recuento volumétrico real
basado en tres fundamentos: (1) jeringas volumétricas®® que permiten dispensar un
volumen exacto de muestra durante la adquisicion; (2) bombas no peristélticas para que
la dispensacion de la muestra se realice de manera continua y lineal; y (3) un soporte
informatico adaptado al citometro de flujo que muestra el volumen y la velocidad a la
gue se dispensa la muestra, asi como la concentracidon de los eventos adquiridos en

tiempo real.

3.3 Laser verde-amarillo en el recuento de células CD34+

El método mas extensamente utilizado para cuantificar células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ es el recomendado por la ISHAGE (International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering)*?. En dicho método se recomienda el uso de los
anticuerpos CD34 PE y CD45 FITC y su excitacién con el laser azul (488 nm). El
fluorocromo PE tiene dos picos de absorcion: un pico de absorcion maxima en 565 nmy
un segundo pico de absorcién en 496 nm. Esta caracteristica de la PE resulta
especialmente relevante para la cuantificacion de progenitores hematopoyéticos
CD34+, pues la excitacion de la PE con el lIaser verde-amarillo permite resolver mejor las
poblaciones CD34+ vy, a su vez evitar problemas derivados de la superposicion de los
espectros entre PE y FITC cuando ambos son excitados a 488 nm®>°, Ademas, la excitacion
de la PE con el laser verde-amarillo permite incrementar en aproximadamente cuatro

veces el valor del indice de tincién®°.
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3.4 Sondas y sustrato fluorogénico

En esta Tesis destacan la sonda DCV (DyeCycle™ Violet) y el sustrato APLS. DCV es una
sonda permeable, no téxica y fluorogénica al unirse a la doble cadena de ADN

(ThermoFisher™)®0, Se excita en 405 nm y presenta una emisién maxima en 437 nm.

APLS es un sustrato para la fosfatasa alcalina (FA) permeable a la membrana celular y
no téxico para la célula. Ademas, es fluorogénico, emitiendo fluorescencia una vez ha
sido hidrolizado por la FA®1®2, Este sustrato fue desarrollado originalmente para su uso
en microscopia de fluorescencia®® y posteriormente su uso fue adaptado para su

aplicacién en citometria de flujo®2.

3.5 Consensos metodolagicos de la citometria de flujo

Ademas de los avances tecnolégicos de la citometria de flujo, también son importantes
los avances en el consenso metodoldgico y estandarizacidon de los procesos y analisis en

la citometria de flujo.

Para ello, una primera parte fundamental es la comunicacidn y difusion de los avances
cientificos, destacando los estandares de publicacion cientifica como el MIFlowCyt
(Minimum Information about a Flow Cytometry Experiment) publicado en 2008 en
Cytometry Part A®3. Como su propio nombre indica, es un estandar sobre la informacion
minima que deben incluir los estudios de citometria de flujo, de manera que se elimine
la ambigliedad de la interpretacion de los descubrimientos experimentales descritos. La
informacién minima que se debe incluir segun MIFlowCyt es la descripcién de los
especimenes y reactivos utilizados, la configuracién del equipo incluyendo los detalles
de este, como los filtros dpticos utilizados y el voltaje de los detectores vy, el
procesamiento de datos utilizado para interpretar los datos obtenidos incluyendo los
archivos de datos, los detalles de compensacidn, los detalles de la transformacién de los
datos y de las ventanas. Para desarrollar este estandar se cred un grupo multidisciplinar
gue incluia bioinformaticos, estadisticos computacionales, desarrolladores de

programas informaticos, fabricantes de equipos e investigadores basicos y clinicos.
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Otro formato de publicacion es el de Paneles de Inmunofluorescencia Multicolor
Optimizados (OMIP’s, Optimised Multicolor Inmunofluorescence Panels) perteneciente
también a Cytometry Part A%*. La idea de desarrollar estos OMIP’s se debi6 al incremento
del numero parametros que son capaces de detectar los citémetros de flujo. Estos
paneles son de gran utilidad para otros laboratorios de investigacion, contribuyendo a
reducir en gran medida el proceso de optimizacién, asi como los costes derivados en su
elaboracion®. Por ejemplo, el OMIP 069 es un panel de 40 colores que permite realizar
simultaneamente el inmunofenotipo de las principales subpoblaciones de leucocitos en

sangre periférica®.

En 2019 también la revista Cytometry Part A introdujo un nuevo formato de publicacién
denominado Phenotype Reports®® el cual estd disefiado para facilitar la identificacion
fenotipica, principalmente en humanos, otros primates y roedores. Este formato incluye
entre otras informaciones, el listado de los marcadores aceptados para su identificacion,
la justificacion en la eleccidn de los clones y conjugados, las estrategias de analisis, y la

descripcién del clon que proporciona la mejor reactividad®®®’.

Resulta de gran interés la capacidad de implementacién de los paneles de anticuerpos
desarrollados por diversos consorcios, asi como kits de reactivos que se explican a
continuacion, e incluso el desarrollo e implementacidon de las nuevas tecnologias de
Machine Learning®® para el analisis de subpoblaciones, como el proyecto FlowCAP (Flow

Cytometry: Critical Assessment of Population Identification Methods)®°.

La segunda parte fundamental para el avance en el consenso metodoldgico vy
estandarizacion de los procesos y analisis, es precisamente alcanzar dichos consensos
acerca de los marcadores especificos para la realizaciéon de paneles, la eleccion de

conjugados y, el procesamiento de las muestras’®’%,

Con estos objetivos se han creado diversos consorcios a nivel internacional como son el
ERIC (The European Research Initiavite on Chronic Lymphocytic Leukemia)’?, EuroFlow’?,
France Flow, el HIPC (The Human Immunology Project Consortium)’*, Harmonemia’>, el
The ONE Study’® y, los grupos COG (Children’s Oncology Group)’’, AIEOP (Associazone

Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica)’® y BFM (Berlin-Frankfurt-Munster)’®.
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El consorcio europeo ERIC se fundo en el afio 2001 con el objetivo de desarrollar paneles
de anticuerpos para la deteccidn de la ERM en la leucemia linfocitica crdnica. En 2007
publicé un panel de 4 colores® con una precisién del 97% incluyendo la combinacién de
anticuerpos CD5/CD19 con CD20/CD38, CD81/CD22 y CD79b/CD43.Posteriormente, en
2013, se actualizd a un panel de 6 colores con el que mejoraron la sensibilidad’? y, en
2016 presentaron otra aproximacién con los anticuerpos CD5, CD19, CD20, CD43, CD79b

y CD818%, complementaria con el método de inmunosecuenciacion ClonoSEQ®.

El consorcio EuroFlow esta formado por 20 grupos de estandarizacion diagnostica, cuyas
actividades comenzaron oficialmente en 2006 como un proyecto de investigacién con
objetivos especificos, dentro del programa FP6-2004-LIFESCIHEALTH-5 de la Comision
Europeal”’0738283  Este consorcio tiene como principal objetivo el desarrollo y
estandarizacion de pruebas de citometria de flujo que faciliten la realizacién del
diagnodstico, prondstico, subclasificacion de las enfermedades hematoldgicas y
seguimiento del efecto del tratamiento del paciente®*. Cytognos, S. L., miembro del
consorcio EuroFlow, desarrolld el programa de analisis informatico Infinicyt™, con la

finalidad de integrar los datos y ayudar a interpretar nuevos casos®.

En el afo 2010 se cred el grupo FranceFlow, originalmente formado por 15 entidades
clinicas, con la finalidad de transferir a los centros franceses asociados, los protocolos
desarrollados por el consorcio EuroFlow, asi como para organizar los controles de

calidad y evaluar la viabilidad de su aplicacién®®.

En el caso del Human Immunology Project Consortium (HIPC), impulsado en 2010 por
el Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas de Estados Unidos, el
objetivo fue el desarrollo de pruebas estandarizadas para inmunofenotipar individuos
sanos y poder identificar los cambios inmunoldgicos que se presentan en las patologias.
Posteriormente en 2012 con dicho objetivo, ademas de para minimizar las variables en
los ensayos de inmunofenotipo, propusieron un conjunto de paneles de 8 colores con
marcadores de superficie para identificar las células T, T reguladoras, los subtipos Th1,

Th2 y Th17, las células B, células dendriticas, monocitos y células NK’4.

El proyecto Harmonemia’ fue impulsado por la European LeukemiaNet con el objetivo
de desarrollar un método simple, rapido y robusto para obtener datos comparables
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entre diferentes equipos de citometria de flujo a nivel internacional y, lograr obtener

resultados con la misma calidad que el EuroFlow.

Con un enfoque similar, el consorcio The ONE Study’®, formado por ocho instituciones
académicas y cinco compafiias de Europa y Estados Unidos, busca desarrollar una
estrategia para estudiar los efectos de las terapias destinadas a modular la respuesta
inmunitaria y comparar la efectividad del trasplante de érganos, de modo que se puedan
detectar los cambios de la mayoria de las subpoblaciones leucocitarias en sangre. Para
ello iniciaron una serie de ensayos clinicos con la finalidad de aplicar diferentes terapias
celulares destinadas a promover la tolerancia a los trasplantes renales, de manera que
no fuese necesario el tratamiento de inmunosupresion a largo plazo. También

publicaron en 2016%’ las estrategias y pautas que siguieron.

También cabe destacar el grupo COG, la organizacion mas grande a nivel mundial
dedicada exclusivamente a la investigacidon del cancer en nifios y adolescentes. Y los
grupos europeos AIEOP y BFM, los cuales estan enfocados en la deteccion de la ERM de
la Leucemia Linfobldstica Aguda de Precursores B, la leucemia mds comun en nifios y
adultos jévenes®®, presentando en 2016 las guias para realizar el inmunofenotipo de la

Leucemia Linfoblastica Aguda pediatrica®.

También los fabricantes de citdmetros han desarrollado sus propios sistemas para
estandarizar las pruebas de inmunofenotipo. Por ejemplo, a partir de la tecnologia
DURA (Dry Unitized Reagent Assay) desarrollada originalmente por Raghavendra y
colaboradores®. Esta tecnologia permite disponer de tubos con las combinaciones de
anticuerpos deshidratados y preparados para ser utilizados afiadiendo directamente la
muestra. Mediante esta tecnologia, Beckman Coulter en colaboraciéon con The One
Study, desarrollaron los paneles DURAClone®'®2, Estos incluyen combinaciones de
anticuerpos preformulados para realizar estudios de cuantificacién celular,
determinacién de viabilidad celular y, determinacién de diversas subpoblaciones
leucocitarias entre otros. Y a partir de esta tecnologia, también desarrollaron los kits

ClearLLab’%%3, para el diagndstico especifico de leucemias y linfomas.
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3.5.1 Metodologias de minima manipulaciéon de la muestra

Las metodologias de minima manipulacion de la muestra son fundamentales para
estudiar las células en su estado nativo y combinar ensayos de inmunofenotipo con
ensayos funcionales sobre las células vivas®. Ademads, simplifican y agilizan la
preparacion de la muestra. Estas metodologias se remontan a 1964° con el uso de
naranja de acridina para marcar células nucleadas y discriminarlas sobre los eritrocitos

mediante fluorescencia.

Con los métodos de minima manipulacién de la muestra se discriminan los eritrocitos
del resto de las poblaciones celulares utilizando el uso de marcadores expresados por
eritrocitos, leucocitos o, células nucleadas y, explorando las diferencias en la dispersion

de la luz entre eritrocitos y leucocitos.

En el primer caso se utilizarian, por ejemplo, marcadores fenotipicos como la Glicoforina
A, expresada en los eritrocitos®® y el marcador CD45 expresado en los leucocitos®’. Otra
opcién es el marcaje de las células nucleadas utilizando marcadores de ADN como el
naranja de tiazol, el LDS-751, el Hoechst-33342, el DyeCycle™ Violet y el DyeCycle
Ruby?®1% También cabe mencionar, la combinacién del marcaje fenotipico y de ADN
como reportaron Terstappen y Loken®® permitiéndoles diferenciar diversas poblaciones

celulares.

En el segundo caso se explora la absorbancia diferencial de la oxihemoglobina a 488 nm
y 405 nm. De manera que presentan un patrén de dispersion de la luz diferente entre

ambos?0L,
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4. Modelos de transferencia de la investigacion basica a la clinica

La transferencia de los descubrimientos y avances esta ligada intrinsecamente a la
investigacion traslacional, la cual, busca transferir la investigacion basica a la aplicacién

clinica.

Se han descrito diversos modelos para favorecer la transferencia de la investigacion
basica a la aplicacién clinica. El primer modelo, denominado benchside, Unicamente
contemplaba la transferencia unilateral de los descubrimientos cientificos del
laboratorio a las aplicaciones clinicas!??. Posteriormente, evoluciond al concepto de two-
way bridge en el que se contemplaba la retroalimentacién del bedside al laboratoriol®,
ayudando a redefinir o crear nuevas hipodtesis para dirigir los esfuerzos en realizar
descubrimientos innovadores. Mas adelante, la Sociedad Europea para la Medicina
Traslacional (EUSTM, European Society for Translational Medicine) incluyé la
“comunidad” como el tercer pilar de la medicina traslacional. La EUSTM define la
comunidad o sujeto sobre el que repercute las intervenciones de la medicina
traslacional, como el conjunto de la poblacién sana, pacientes y profesionales de la

medicinal®,

También el propio NIH a través del Centro Nacional para el Avance de las Ciencias
Traslacionales (NCATS, National Center for Advancing Translational Sciences), presentd
un enfoque que se denomind espectro de ciencia traslacional'®>%, Este consta de cinco
pilares interconectados entre ellos, simultdneamente centrados en la implicacién del
paciente. Estos pilares representan cada fase de la investigacion, desde la investigacién
en el laboratorio hasta la aplicacién que mejora la salud de los pacientes: la investigacion
basica, la investigacidn clinica, la investigacidn preclinica, la implementacidn clinica y la

salud publica.

En la actualidad hemos vivido un caso excepcional con el desarrollo de las vacunas
contra la COVID-19'7, en el que a través de la cooperacidon internacional y unos
esfuerzos sin precedentes tanto por parte de la industria farmacéutica, biotecnolégica 'y
biomédica, como los centros de investigacién publicos y privados, y los organismos
internacionales pertinentes, principalmente la WHO (World Health Organization), la

FDA (Food and Drug Administration) y la EMA (European Medicines Agency), se estan
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desarrollando 315 vacunas, de las cuales 194 se encuentran en fase preclinicay 121 han

alcanzado la fase clinica, en el momento de la redaccion de esta Tesis'?®.

La transferencia de los descubrimientos cientificos y mejoras para la practica clinica es
en su mayoria un proceso que requiere de mucho tiempo, con un elevado coste
econdémico y de personal'®, resultando fundamental para el avance de la medicina y

repercutiendo en el beneficio de los pacientes y la sociedad.

4.1 Potencial de la transferencia de la citometria de flujo

La citometria de flujo es una herramienta que permite acelerar la transferencia de
grandes avances tecnoldgicos y metodoldgicos, como los explicados
previamente?®”6165110111 “"an myltiples disciplinas debido a su versatilidad. Sin embargo,
aun existen aspectos de mejora en la prdctica clinica de laboratorio, como los que se

tratan en esta Tesis.

Por ejemplo, en estudios de célula Unica por citometria de flujo, es fundamental que la
informacién obtenida de cada célula se corresponda a una Unica célula y no a dos,
conocido como dobletes y, para ello se aplican diversas tecnologias y metodologias. La
metodologia mas ampliamente aplicada para discriminar los dobletes, basada en la

dispersion de la luz, presenta ciertas limitaciones!'2113,

Otro ejemplo es la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria, un
método de evaluacidn clinica cuya base metodoldgica no se ha visto modificada durante
décadas*. Ademas, es el método citoquimico de evaluacion mas utilizado en la practica
clinica habitual como parte de las pruebas necesarias en casos de trastornos
hematoldgicos y enfermedades infecciosas. Aun siendo un método tan extensamente
aplicado y de probada fiabilidad, su realizacion requiere la evaluacion subjetiva
dependiente del observador sobre 100 neutréfilos mediante microscopia dptica, vy el
establecimiento de un rango de valores normales de la actividad de la enzima en cada

laboratorio.

56



Otro caso es el recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+. Este es
necesario para determinar el momento de proceder con la leucoaféresis en el donante
y, obtener una cantidad minima de estas células para infundir en el paciente y asegurar
que el injerto tenga éxito, asi como reducir la morbilidad del paciente y el tiempo
necesario para su recuperacion hematoldgica. El método mas ampliamente reconocido
y aplicado es el basado en las recomendaciones de la ISHAGE, el cual ha permitido salvar
incontables vidas humanas. Y a pesar de que este método ha recibido diversas
actualizaciones y revisiones, aun puede ser mejorado en ciertos aspectos. Los aspectos
de mejora tratados en esta Tesis son el fendmeno de la desaparicidn de las microesferas
gue puede afectar a estos recuentos, y la compensacién de las fluorescencias de los

marcadores utilizados segun las recomendaciones de la ISHAGE*2,

Otro punto es la disponibilidad de nuevos anticuerpos con certificacién CE-IVD
destinados para facilitar y/o mejorar el diagnéstico y seguimiento de patologias
hematoldgicas e inmunitarias mediante citometria de flujo, asi como para el disefio de
paneles mas simples o complejos y el avance de la medicina personalizada. Cabe
destacar que el International Working Group for Antibody Validation publicé unas
recomendaciones para la validacidn de anticuerpos basada en dos partes. La primera
parte para verificar la especificidad de los anticuerpos, basada en 5 pilares de los cuales
se sugeria cumplir con al menos uno de ellos: estrategias genéticas, estrategias
ortogonales, estrategias de anticuerpos independientes, expresién de proteinas
marcadas e inmunocaptura seguida de espectrometria de masas. Y una segunda parte

de validacion funcional, para evidenciar que el anticuerpo se une al objetivo deseado.

En el caso de anticuerpos RUO con los que se quiere obtener el certificado CE-IVD, se
requiere que estos superen una serie de criterios de aceptacidn. Estos criterios incluyen
diferentes aspectos que precisan la aplicacion de conocimientos inmunolégicos,
bioldgicos, clinicos y especialmente de citometria de flujo. Por lo tanto, la validacién y
certificacién CE-IVD de nuevos anticuerpos, que dotaria a los profesionales clinicos de
un amplio catalogo de nuevos reactivos para el diagnostico y seguimiento de diversas
patologias, es un ejemplo de transferencia directa de los conocimientos y avances del

laboratorio a la practica clinica en la citometria de flujo.
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La citometria de flujo es una tecnologia de gran relevancia para el avance de la
investigacion y la medicina. Esto se debe al enorme potencial que tiene para el analisis
celular de alto rendimiento a nivel de célula Unica, y que se ha visto incrementado

debido a mejoras metodoldgicas y tecnoldgicas.

Entre las metodoldgicas, destaca la de minima manipulacion de la muestra, al permitir
analizar las células en su estado nativo y tiempos de preparacion muy inferiores a los

requeridos habitualmente en otras aplicaciones de investigacidn traslacional.

La hipdtesis en esta Tesis se fundamenta en que la citometria de flujo y los métodos de
minima manipulacion de la muestra, deben poder permitir niveles de transferencia

alternativos, con una repercusion directa sobre el beneficio de los pacientes.
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El objetivo principal de esta Tesis es demostrar el potencial de la citometria de flujo para
la transferencia del laboratorio de investigaciéon a la clinica, que se encuentra a
diferentes niveles: el primer nivel es metodoldgico, especialmente mediante los
métodos de minima manipulacién de la muestra. En el segundo nivel se encuentra la
adaptacidn de otras técnicas a la citometria de flujo. En el tercer nivel se demuestran las
ventajas de la implementacion de tecnologias en pruebas clinicas. Y, en el cuarto nivel
la validacién de nuevas herramientas diagndsticas para el diagndstico de enfermedades

hematoldgicas y del sistema inmunitario.

Para demostrar los diferentes niveles de transferencia de la citometria de flujo, se han

realizado cuatro estudios con objetivos concretos:

Del primer estudio:

= Demostrar las ventajas y aplicabilidad de metodologias que permiten la minima
manipulacion posible de las muestras bioldgicas y sus ventajas para identificar

células patoldgicas.

Del segundo estudio:

= Aplicar la transferencia de la citometria de flujo sobre el método citoquimico de
la determinaciéon de la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria, mediante la
minima manipulacién de las muestras para detectar dicha actividad en su estado

nativo a nivel celular.

Del tercer estudio:

= Demostrar que la determinacién de progenitores hematopoyéticos CD34+
puede realizarse con mayor precision gracias a la utilizacién de sistemas
volumétricos reales y excitacién con laseres de 561 nm como estrategia de

implementacidn de las recomendaciones ISHAGE.

Del cuarto estudio:

= Otorgar la acreditacion CE-IVD a una larga serie de anticuerpos monoclonales

para su posterior utilizacion en procedimientos de diagndstico clinico.
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Los materiales y métodos descritos a continuacion se utilizaron para el desarrollo de

los siguientes estudios:

Estudio I: Comparacion de la dispersion de la luz y la medicién de la fluorescencia en la

discriminacion de dobletes

Estudio IlI: Cuantificacion de la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria mediante

citometria de flujo

Estudio lll: Cuantificacidn de progenitores hematopoyéticos CD34+ mediante sistemas

volumétricos

Estudio IV: Validacién de anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromos para el

marcado CE-IVD

1. Muestras biologicas

1.1 Pacientes y donantes sanos

Todos los donantes de muestras bioldgicas incluidas en los estudios realizados
proporcionaron su consentimiento informado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
Todos los procedimientos fueron en acuerdo con los protocolos internos del laboratorio,
autorizados por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitari

Germans Trias i Pujol (HUGTIP) (Badalona).

En el primer estudio, se obtuvieron muestras de sangre periférica de n=24 donantes
sanos, anticoaguladas mediante acido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Las muestras pertenecian a 8 hombres y 16 mujeres con una media de edad de 59 afos,
en un rango de 25 — 82 aiios. Adicionalmente, se recogieron e incluyeron en el estudio,

muestras de leucoaféresis de n=2 donantes alogénicos de células madre.

En el segundo estudio, se obtuvieron muestras de sangre periférica para la realizacién
de la prueba citoquimica de la fosfatasa alcalina granulocitaria como orientacién

diagnostica.
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El personal técnico del departamento de Hematologia del HUGTIP prepard las
extensiones en portaobjetos fijandolas con una solucién de metanol-formol.
Inmediatamente después de la preparacion de las extensiones, el volumen residual de
cada muestra de sangre periférica fue utilizado para la realizacién de este estudio.

Las muestras procedian de 32 pacientes, 17 hombres y 15 mujeres, con una media de

edad de 51 afios, en un rango de 5 — 88 afios.

En el tercer estudio, las muestras utilizadas procedian de sangre periférica (n=14) y
sangre periférica movilizada (n=41) de donantes de progenitores hematopoyéticos que
habian recibido factor estimulante de colonias de granulocitos (Granulocyte-colony
stimulating factor, G-CSF) glicosilado o no glicosilado.

Las muestras fueron preparadas y adquiridas en el citémetro Cytomics FC500™
(Beckman Coulter™) por el personal técnico del departamento de Hematologia del
HUGTIP siguiendo las recomendaciones de la ISHAGE>.

Estas mismas muestras fueron utilizadas en este estudio inmediatamente después de su
analisis para el recuento clinico de células progenitoras hematopoyéticas CD34+. Las
muestras procedian de 55 pacientes, 23 hombres y 32 mujeres, con una edad media de

59 afios, en un rango de 20 — 88 aios.

En el cuarto estudio, se obtuvieron n=562 muestras de sangre periférica y de aspirados
de médula ésea, de 308 hombres y 254 mujeres, con una edad media de 59 afios, en un

rango de 2 — 97 aiios.
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2. Reactivos y equipamiento

2.1 Citometro de flujo

= Attune™ Focusing Fluid (1x) (Thermo Fisher Scientific™, cat. no. A24904)

= Attune™ NxT Flow Cell Cleaning Solution (Invitrogen™, cat. no. A43635)

= Attune™ Performance Tracking Beads (Thermo Fisher Scientific™, cat. no.
4449754)

= Attune™ Shutdown Solution (Thermo Fisher Scientific™, cat. no. A24975)

= Attune™ Wash Solution (Thermo Fisher Scientific™, cat. no. A24974)

=  Flow Check™ Pro Fluorospheres (Beckman Coulter™, cat. no. A63493)

=  Flow Count™ Fluorospheres (Beckman Coulter™, cat. no. 7547053)

=  |soFlow™ Sheath Fluid (Beckman Coulter™, cat. no. 8546859)

2.2 Anticuerpos monoclonales y policlonales

En el primer y tercer estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos:

= Anti-Human CD34 PE, clon 581 (I0Test® Beckman Coulter™, cat. no. IM1871)
= Anti-Human CD45 FITC, clon J33 (I0Test® Beckman Coulter™, cat. IM0782)

Por razones de confidencialidad se ha omitido la informacién del proveedor y nimero
de producto de los anticuerpos utilizados en el cuarto estudio. Estos anticuerpos se

encuentran listados en el ANEXO II.

2.3 Sondas vitales fluorescentes para ADN

= Hoechst-33342 (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no. H1399)
= Vybrant® DyeCycle™ Violet (DCV) Stain (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no.
V35003)
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2.4 Sustrato fluorogénico

= Alkaline Phosphatase Live Stain (APLS) (Invitrogen™ Molecular Probes™, cat. no.

A14353)

2.5 Soluciones, medios y tampones

Aceite de inmersidn para microscopia (Merck Millipore, cat. no. 1.04699.0100)

= BD FACSFlow™ sheath fluid (Becton Dickinson, cat. no. 342003)

= CyLyse™ (Sysmex, cat. no. 05-5010)

= Hanks’ Balanced Salt Solution (1x) (HBSS), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red
(Capricorn Scientific GmbH, cat. no. HBSS-2A)

= IntraPrep™ Permeabilization Reagent (Beckman Coulter™, cat. no. AO7803)

= LEUCOGNOST® ALPA (Merck Millipore, cat. no. 1.16300) (discontinuado)

= OptilyseC™ Lysing Solution (Beckman Coulter™, cat. no. A11895)

= PharmLyse™ (Becton Dickinson, cat. no. 555899)

= Solucién de lisis de cloruro de amonio (NH4Cl) 10x:

= Agua destilada

= 1,5 M NH4Cl; Ammonium Chloride (Sigma-Aldrich® cat. no. A9434)

= 100 mM NaHCOs; Sodium bicarbonate (Sigma-Aldrich® cat. no. S5761)

= 1 mM CioH1aN2Na20s; EDTA, disodium salt (Calbiochem® cat. no. 324503)
Preparada a pH: 7,4 (ajustado con HCl 1N y NaOH 1N)
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3. Instrumentacion

3.1 Citometria de flujo

Los citometros de flujo utilizados en los 4 estudios realizados en esta tesis fueron los

siguientes:

= Applied Biosystems™ Attune™ Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher
Scientific™)

= |nvitrogen™ Attune™ NxT flow cytometer (Thermo Fisher Scientific™, cat. no.
A24858)

= Navios™ EX flow cytometer (Beckman Coulter™, cat. no. B83535)

= Cytomics FC500™ (Beckman Coulter™, cat. no. 722238) (discontinuado)

3.2 Inicializacion de los citometros de flujo

En los citdmetros Attune™, Attune™ NxT, Navios™ EX y Cytomics FC500™, se comprobd
gue los niveles de fluidos fuesen los requeridos por el fabricante. A continuacién, se
realizd una inspeccidn visual para comprobar que no se hubiesen producido fugas del
sistema fluidico, ni la formacidn de depdsitos salinos, indicadores de alguna posible fuga.
Se reviso el sistema de dispensacidon de la muestra y la bancada de filtros dpticos. Acto
seguido, se inicié el citdmetro para ejecutar el encendido de los laseres y cebar el
sistema fluidico. Seguidamente, en los citdmetros de flujo Attune™ y Attune™ NxT, se
procedid a realizar el control de calidad diario mediante microesferas de calibracién.
Una vez completada la verificacidn, se procedié a realizar un aspirado rapido de agua
desionizada filtrada a 0.2 um, eliminando cualquier rastro de ruido de fondo.

Semanalmente se realizé una higienizacién del sistema fluidico del citémetro Attune™
NxT mediante la funcidn Deep Clean. Esta funcion permite higienizar el sistema fluidico
incluyendo la camara de flujo!!®. Para ello se adquirié una dilucién de la solucién

Attune™ NxT Flow Cell Cleaning Solution en proporcién 1:3 en agua destilada.
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En el citdmetro Navios™ EX, se realizd un procedimiento similar, utilizando las
microesferas Flow Check™ Pro Fluorospheres. En primer lugar, se realizd el encendido
del equipo y el programa Navios™ Cytometer 1.3. Seguidamente, se realizé la calibracién
del sistema para el control de calidad requerido.

Se verificd que el coeficiente de variacién fuese inferior a 2.0 (Figura 2), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los resultados de la verificacién diaria del equipo se almacenaron en formato digital e

impreso, firmado por los responsables del analisis.

All events FCblue@2.0 Fblue@2.0 FCblue@2.0
87 &
& f 20 azo
G FCthe@2 0 FLIB20
AJ I l ..........
FSC-A FL1-A FL2-A FL3-A
[Ungated) FS INT LIN = = = — [FCblue@2.0] FL3 INLLIN
Region Number [HP X-CV] X-Mea ($000) [FCblue@2.0LELL INLIIN [FCblue@2.0] FL2 INT LIN Region ~ Number [HP X-CV] X-Mean
ALL 8297 J1.59 430 Region t\:xmber HPB(‘(\ X-Mean Region  Number JHP X-CV| X-Mean ALL 2971 j0.50 531
FCblue@20 2971 [031 837 ;ALL___ 21 J042 ga3 ALL 2071 fo.41 503 FL3@20 2966 f0.50 531
FCred 2351 Jos2 294 FLI@20 2968 Jo.42 483 FL2@20 2965 Jo.41 503
FCviolet 2384 J1.59 102
FCblue@2.0 FCblue@2.0 FCred FCred
g &1 2 8]
‘ FLE@io
i fLsazs — i @30
Aageo 1
0 : 0
FL7-A
FL4-A FLS-A FL6-A
[FCred] FL7 INT LD}
[FCblue@2.0] FL4 INLLIN [FCblue@2.0] FLS INL LIN [FCred] FL6 INT LI} Region  Number [HP X-CV] X-Mean
Region  Number JHP X-CV] X-Mean Region = Number JHP X-CV|] X-Mean Region  Number |HP X-CV|] X-Mean ALL 2351 J0.66 519
ALL 2971 Jo.61 462 ALL 2971 J1.08 479 ALL 2351 Jo.66 521 FL7@30 2343 J0.66 521
FL4@20 2967 Jo.61 461 FL5@25 2967 [1.08 479 FL6@30 2344 J0.66 523
FCred FCviolet FCviolet
2 8 }
1 FLage e < FL10@4 0
ALE@3 & l 5
FL8-A FL9-A FL10-A
[FCred) FL8 INT LIN. [FCviolet] FL9 INT — [FCviolet) FL10 INT LIN
Region  Number JHP X-CV] X-Mean Region -\:‘mb“ HP X-CV}l X-Mean Region Number JHP X-CV] X-Mean
ALL 2351 0.73 572 ALL ;334 048 513 ALL 2384 Jo.68 562
FL8@30 2343 |0.73 574 FL9@40 2368 048 516 FL10@40 2367 Jo.68 566

Figura 2. Histogramas del protocolo de control diario del citémetro Navios™ EX. Se representan las
microesferas Flow Check™ Pro Fluorospheres detectadas por cada detector. Cada pico, debe tener un
coeficiente de variacion inferior a 2 para superar el control. Los coeficientes de variacién para cada pico

se muestran en los respectivos graficos de cada detector.
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3.3 Configuracion de filtros

En los citdmetros de flujo utilizados en esta Tesis Doctoral, se utilizaron los siguientes
tipos de filtros:

Filtros de paso largo (LongPass, LP), que permiten el paso de la luz por encima de una
longitud de onda determinada; filtros de paso corto (ShortPass, SP), que permiten el
paso de la luz por debajo de una longitud de onda determinada; filtros de paso de banda
(BandPass, BP), que permiten que solo la luz incluida en un rango especifico pase a
través. Asimismo, los filtros LP y SP que contengan una capa de espejo se denominan
filtros dicroicos de paso largo (Dichroic LP, DPLP) y de paso corto (Dichroic SP, DCSP),

permitiéndoles reflejar la luz no filtrada en un sentido determinado (Figura 3).
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Figura 3. Tipos de filtros de citometros de flujo. (A) Filtro de paso largo. (B) Filtro de paso corto. (C) Filtro

de paso de banda. (D) Filtro dicroico de paso largo. (E) Filtro dicroico de paso corto. (Imagen adaptada

de Life Technologies Corporation, 2015'°).
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3.3.1 Configuracion de filtros del citometro de flujo de enfoque acustico

Attune™

El citémetro de flujo de enfoque acustico Attune™, se utilizd en el primer estudio para
poder comparar los valores obtenidos con el Attune™ NxT vy, en el segundo estudio para
evitar el converger con los compafieros, debido a que se requeria adquirir las muestras

en el menor tiempo posible.

En el primer estudio, los pardmetros FSC y SSC, se obtuvieron mediante la iluminacién
del laser violeta a 405 nm de longitud de onda y sus sefiales se recogieron con las
siguientes configuraciones de filtros: 405/10 BP para la FSC, y 500 DLP, 410 DLP y 405/10
BP para la SSC.

Simultdneamente, el marcador especifico de ADN, DCV, fue excitado con el mismo laser,
y su emision fue recogida con la configuracién 500 DLP, 410 DLP y 450/40 BP en el
detector VL1. Alternativamente, el marcador Hoechst-33342 también ha sido utilizado
eficientemente, aunque su maximo de excitacién se encuentra en el rango de luz

ultravioleta.

En el segundo estudio los parametros de dispersién de la luz y los marcadores
especificos de ADN se obtuvieron siguiendo las mismas especificaciones utilizadas en el
primer estudio.

La emisidn derivada de APLS se recogié mediante la combinacion 555 DLP y 530/30 BP

en el detector BL1.

3.3.2 Configuracion de filtros del citometro de flujo de enfoque acustico

Attune™ NxT

La configuracidn de filtros épticos para el ldser violeta se modificé como se observa en
la Figura 4, permitiendo detectar la dispersion lateral de la luz producida por el laser
violeta en el detector VL1 (Figura 4 B). Al realizar esta modificacion de la distribucion de
los filtros, la fluorescencia de los marcadores de ADN pasaba a recogerse mediante los

filtros 495 DLP y 440/50 nm en el detector VL2 (Figura 4 C).
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En el primer estudio, el parametro de la FSC se obtuvo mediante la iluminacion del laser
azul a 488 nm de longitud de onda y, el SSC se obtuvo mediante la iluminacién del laser
violeta a 405 nm de longitud de onda y del laser azul. Sus sefiales se recogieron con las
siguientes configuraciones de filtros: para la FSC, 488/10 BP; para el SSC-violeta, 405/10
BP en el detector VL1; y para el SSC-azul, 488/10 BP.

El marcador DCV se excitd con el laser violeta a 405 nm y sus emisiones se recogieron
con 417 LP, 495 DLP y 440/50 BP en el detector VL2 (Figura 4 C). Las adquisiciones se
realizaron por duplicado, utilizando la caracteristica de este equipo para desactivar el
aborto electrénico de los elementos coincidentes, explicados en el apartado 1.1 del
Estudio I, permitiendo registrar estos eventos coincidentes para el sistema electronico,

y sin desactivar dicha opcidn, registrando los eventos de forma similar a como lo realizan

otros citdmetros de flujo.

Figura 4. Disposicion de filtros del kit de filtros Invitrogen™ Attune™ No-Lyse No-Wash Filter Kit. (A)
Configuracion original de los filtros y detectores para las emisiones producidas con el laser violeta. (B)
Configuracion para la deteccion de la dispersion lateral mediante el laser violeta en el detector VL1. (C)
Configuracion para la deteccion simultanea de la dispersidn lateral en el detector VL1 y de las emisiones
producidas por las sondas de ADN fluorescentes en el detector VL2. (Imagen adaptada de Guidelines

for the use of flow cytometry and cell sorting in immunological studies®3).

En el segundo estudio, los pardmetros de dispersion de la luz, asi como las emisiones de

los marcadores especificos de ADN, se obtuvieron siguiendo las mismas especificaciones
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del primer estudio (Figura 5 C). La emisidon derivada de APLS, se recogié con la

configuracion de filtros utilizada para el fluorocromo FITC en el detector BL1.

En el tercer estudio, los pardmetros de dispersiéon de la luz (FSC, SSC) se obtuvieron
siguiendo las mismas especificaciones del estudio previo (Figura 4 B).

El CD45 FITC se excitd con el laser azul a 488 nm y sus emisiones se recogieron con 495
DLP, 496 LP, 555 DLP, y 530/30 BP en el detector BL1. El CD34-PE se excité con el laser
verde-amarillo a 561 nm y la emisién mediante la disposiciéon 577 LP, 600 DLP, y 585/16
BP en el detector YL1. Este marcador se excitd a 561 nm en lugar de 488 nm, para
obtener una mayor separacién entre la poblacién positiva y negativa y a su vez para
evitar problemas derivados de la superposicién de los espectros de emisién entre FITC

y PE, tal y como estd descrito en una publicacién previa del grupo®°.

3.3.3 Configuracion de filtros del citdmetro de flujo Navios™ EX

El citometro de flujo Navios™ EX se utilizo en la realizacién del estudio de validacion de
anticuerpos monoclonales para su marcaje CE-IVD. Este citometro dispone de tres

l[aseres: azul, rojo y violeta, en disposicidn colineal.

La configuracién de los filtros dpticos y detectores se muestra en la siguiente figura

(Figura 5).
FL1 FLG FL8
| 525BP | [620BP30 755 LP | e60BP | 755 LP 450 BP 50
/550 DCSP | | 655 DCSP BLANK | 710 DCSP | BLANK 480 DCSP
| 695 DCSP 730 DCSP 750 DCSP BLANK
| 575BP 695 BP 30 725 BP 20 550 BP 40

FL2 FL4 FL7

Figura 5. Configuracién de los filtros dpticos para cada fuente de luz laser y detectores utilizados en el
citometro de flujo Navios™ EX. (Imagen adaptada de Navios™ EX Flow Cytometer — Instruction for use,

2020Y7),



Los fluorocromos FITC, PE, ECD, PerCP y los tandems PE-CF594, PE-DyLight594, PerCP-
Cy5.5 y PE-Cy7, se excitaron con el laser azul.

Los fluorocromos APC, AF700 y los tandems APC-H7, APC-R700, APC-AF750 y APC-Cy7,
se excitaron con el laser rojo. Los fluorocromos Pacific Blue™, V450 y Pacific Orange™,
se excitaron con el laser violeta.

En la siguiente tabla (Tabla 1), se detallan las longitudes de onda y detectores para los

fluorocromos utilizados en el estudio.

Fluorocromo Fuente de excitacion Excitacion Emision/es Detector/es
FITC Laser Azul 494 nm 520 nm FL1
PE Laser Azul 496 nm 578 nm FL2
ECD Laser Azul 488 nm 613 nm FL3
PE-CF594 Laser Azul 496 nm 612 nm FL3
PE-DyLight594 Laser Azul 496 nm 618 nm FL3
PE-Texas Red Laser Azul 496 nm 615 nm FL3
PerCP Laser Azul 482 nm 678 nm FL4
PerCP-Cy5.5 Laser Azul 482 nm 676 nm FL4
PE-Cy7 Laser Azul 496 nm 785 nm FL5
APC Laser Rojo 650 nm 660 nm FL6
APC-H7 Laser Rojo 640 nm 650y 785 nm FL6 y FL8
AF700 Laser Rojo 702 nm 723 nm FL7
APC-R700 Laser Rojo 652 nm 704 nm FL7
APC-AF750 Laser Rojo 650 nm 775 nm FL8
APC-Cy7 Laser Rojo 650 nm 785 nm FL8
Pacific Blue Laser Violeta 410 nm 455 nm FL9
V450 Laser Violeta 404 nm 448 nm FL9
Pacific Orange Laser Violeta 400 nm 551 nm FL10

Tabla 1. Lista de los fluorocromos conjugados a los anticuerpos estudiados, junto con su respectiva

fuente de excitacion, longitudes de onda de excitacién y emision, y el detector donde se recogieron sus

fluorescencias'®12%,

3.4 Adquisicion de las muestras
Los parametros de dispersion de la luz se representaron en escala lineal, excepto en la

determinacidn de la expresidn antigénica de plaquetas en el cuarto estudio, donde se

representaron en escala logaritmica.
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En el primer y segundo estudio en los que se aplicaron protocolos basados en la
metodologia de minima manipulacidn de la muestra, los umbrales de deteccidn se
establecieron empiricamente segun la positividad de las poblaciones marcadas con los
marcadores fluorescentes de ADN, en el detector VL1 en el citometro de flujo Attune™
y el detector VL2 en el Attune™ NxT. Se utilizé un grafico de dos parametros que
enfrentaban el SSC-H y el marcador de ADN, para asi eliminar de la deteccion los

eritrocitos presentes en sangre periférica, asi como el ruido de fondo.

También, se ajustaron los voltajes de los detectores FSC y SSC segun la relacién
sefial/ruido y las caracteristicas de dispersidon de la luz de las células nucleadas de la
muestra; y en el segundo estudio, ademas, se ajusto el detector BL1 para la intensidad

de fluorescencia derivada de APLS.

El parametro de pulso de la luz utilizado, en la adquisicidn y analisis de las muestras, fue
la altura (Height, H) ya que es el mds adecuado para clasificar las células en muestras de
sangre no lisadas, debido a la contribucién de los eritrocitos al pardmetro area. En

ambos estudios, se adquirieron 20,000 células nucleadas a 100 pL/min.

En el tercer estudio, una vez finalizada la adquisicién de la muestra en el citometro
Cytomics FC500™, esos mismos tubos fueron recepcionados y adquiridos en el Attune™
NXT.

Las muestras se resuspendieron por inversién y se adquirieron a 100 pL/min para
minimizar la coincidencia.

El umbral de deteccidn se configurd segun la fluorescencia de CD45 FITC (BL1), utilizando
un grafico de dos parametros que enfrentaba el SSC-H y el CD45 FITC-H, para asi excluir
aquellos eventos que no fuesen leucocitos.

Asimismo, se ajustaron los voltajes de los detectores del FSC, SSC, BL1, YL1 (CD34 PE) en
el Attune™ NXxT, y las muestras se adquirieron en duplicado, con un volumen final de
500 pL.

Al finalizar la adquisicién de cada muestra, se higienizd la aguja de aspiracion del

citdmetro para evitar cualquier posible contaminacién entre muestras.

En el cuarto estudio, cada muestra fue adquirida por duplicado, marcada con el

anticuerpo competidor y el anticuerpo a validar. La velocidad de adquisicidn se ajusto
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en funcion de la concentracion celular de la muestra, aproximadamente a 30 puL/min,
finalizando a los 50.000 eventos en la region correspondiente a las células CD45+.

El umbral de deteccién se configurd segun la dispersion frontal de la luz. En las
adquisiciones para el analisis de marcadores de plaguetas, el umbral se configurd seguin
la dispersion lateral de la luz. Los voltajes se ajustaron con las muestras preparadas con
el anticuerpo competidor para realizar la comparacion por pares. Cualquier modificacion
en los voltajes durante la adquisicidon fue debidamente justificada y reportada.

En la adquisicion de todas las muestras, se realizd la funcidon de higienizacién
transcurridos al menos 20 segundos desde el inicio de la adquisicién para borrar los
datos de los eventos adquiridos durante dicho periodo y guardar los datos cuando el

flujo de adquisicidn de la muestra es mas homogéneo.

3.5 Microscopia dptica

Los microscopios Opticos empleados para el recuento manual de leucocitos y la
obtencién de fotografias de extensiones de muestras, asi como la camara fotografica,

fueron los siguientes respectivamente:

= Microscopio éptico Motic™ AE31 Elite Trinocular (Motic™)
= Microscopio 6ptico Olympus™ BX53F (Olympus™)
= Cdmara Olympus™ DP21 (Olympus™)
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4. Procedimientos generales

4.1 Consideraciones previas a la realizacion de los experimentos

Con la finalidad de optimizar los pasos del procesamiento y adquisicion de las muestras,
asi como minimizar posibles causas de variabilidad, se verificaron los siguientes pasos

antes, durante y al finalizar la realizacién de cada experimento:

= Las muestras se mantuvieron en un agitador basculante a velocidad lenta, desde la
obtencidn de las muestras hasta la finalizacion del experimento; con la finalidad de
evitar la precipitacidn y agregacion celular.
= En los experimentos donde se requirid una incubacion de las muestras a 37 °C, se
verificd previamente la temperatura del bafio humedo con termodmetro de
mercurio. Asimismo, los reactivos preservados a 4 °C y -20 °C, se atemperaron
protegidos de la luz previamente a su utilizacion.
= Las fluoroesferas de calibracidon para recuento absoluto, se atemperaron minutos
antes del procesamiento de las muestras y se resuspendieron por inversién suave.
= En el estudio de la fosfatasa alcalina granulocitaria, este procedimiento se realizé
para cuantificar su actividad en el momento mas proximo al de la fijacidon de la
extension.
= En el estudio de la cuantificacion de los progenitores hematopoyéticos, se minimizé
la diferencia del tiempo de adquisicion entre los diferentes citdmetros utilizados.
= El proyecto de validacion de reactivos para el diagndstico in vitro incluyd los
siguientes puntos adicionales:
= Estudio de las caracteristicas del marcador objetivo previamente al
procesamiento de las muestras.
= Seleccion de marcadores adicionales necesarios para identificar la poblacion
de referencia.
= Titulacion de los anticuerpos competidores, especialmente cuando el
fabricante no especifica el volumen o concentracion necesaria en cada

ensayo.
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4.2 Discriminacion de dobletes mediante fluorescencia

En este estudio se utilizaron los citometros de flujo Attune™ y Attune™ NXxT.

4.2.1 Protocolos de adquisicion

El protocolo de adquisicion en el citdmetro Attune™ NxT se establecié como se muestra

en la Figura 6.
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Figura 6. Discriminacion de dobletes por citometria de flujo utilizando marcadores de ADN
fluorescentes (C) y seguin los parametros de la dispersion de la luz (D), sobre 20000 células nucleadas

(A, B), en el citometro Attune™ NXT (DD, Doublet Discrimination).

El umbral de deteccidn se configurd para DCV, y se representd en un primer density
plot (Figura 6 A) enfrentado a la dispersion lateral de la luz del laser violeta (405-SSC-
H), para seleccionar las células nucleadas.
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Paralelamente (Figura 6 B), se verifico la distribucion de las poblaciones leucocitarias
(linfocitos, monocitos y granulocitos) segun los parametros de dispersién de la luz FSC-
SSC (con el laser violeta y/o azul).

Sobre las poblaciones leucocitarias se enfrentaron los parametros de drea y altura para
el marcador fluorescente de ADN, discriminando los dobletes como los eventos que
presentan un mayor pardmetro de area o amplitud, respecto el parametro altura y
seleccionando en una nueva ventana los singletes (Figura 6 C).

Adicionalmente, se discriminaron los dobletes en funcién de los pardmetros area y
altura de la dispersién frontal de la luz, sobre la poblacién de células nucleadas (Figura

6D).

De modo similar, se realizé el panel de adquisicidn en el citdmetro de flujo Attune™

(Figura 7).
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Figura 7. Discriminacion de agregados por citometria de flujo utilizando marcadores de ADN

fluorescentes (C) y segun los parametros de la dispersion de la luz (D) en el citémetro Attune™.

84



4.2.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras de sangre periférica se procesaron en un tiempo inferior a las 6 horas

después de su extraccidn, bajo tres condiciones y en paralelo:

a) Sin mediar procedimientos de lisis y lavados celulares
b) Mediante lisis de eritrocitos en formaldehido sin lavados celulares

c) Mediante lisis con una solucién de cloruro de amonio y lavados celulares

Se afiadieron 50 uL de HBSS mediante pipeteo reverso y DCV a una concentracién final
de 50 uM en tres tubos Eppendorf de 1,5 mL. Posteriormente en cada tubo se afadieron
50 pL de la muestra mediante pipeteo reverso, y se incubaron protegidos de la luz

durante 15 minutos en un bano humedo a 37 °C.

A partir de este punto, cada tubo se procesé segun la condicién asignada (a, b, c).
a) Se afadidé HBSS hasta alcanzar un volumen final de 2.650 pL, correspondiente al
volumen maximo final para las tres diferentes condiciones. Simultaneamente a la

dilucién, se transfirié el volumen completo a un tubo de 3,5 mL de poliestireno.

b) Siguiendo las indicaciones del fabricante, se afiadieron 100 pL del reactivo A del kit
CyLyse™, para fijar las células y se incubé 10 minutos a temperatura ambiente (18-22
°C). Posteriormente se afadieron 2,5 mL del reactivo B para lisar los eritrocitos,
transfiriendo simultaneamente el volumen total a un tubo de poliestireno de 3,5 mLy

se incubd 20 minutos a temperatura ambiente.

c) Se afiadié 1 mL de la solucidon de lisis de cloruro de amonio y se incubd en posicion
horizontal hasta un maximo de 10 minutos, para favorecer la lisis de los eritrocitos de la
manera mas homogénea posible. Durante la incubacién se realizaron inversiones
manuales de los tubos Eppendorf en intervalos de 3-5 minutos.

En el agitador basculante, se mantuvo la minima velocidad de oscilacién y a los 5-7
minutos se verificd si la suspensién se observaba transparente, indicando que se habia
producido la lisis de los eritrocitos.

Una vez finalizado el procedimiento de lisis, se centrifugaron las muestras mediante
microcentrifugacion, con un pulso de 10 segundos a 16.000 rcf. Se descartd el

sobrenadante mediante aspiracion y se agitd el botdon celular. Seguidamente se

85



resuspendiéo con 2.650 pL de HBSS, transfiriendo el volumen total a un tubo de

poliestireno de 3,5 mL.

Las muestras de productos de leucoaféresis se procesaron como se indica a

continuacion:

Se realizé una dilucién 1/10 de la muestra en HBSS y se afiadié DCV a una concentracion
final de 50 uM (Vf = 100 L), y se incubd protegida de la luz durante 15 minutos en un
bafio humedo a 37°C. Una vez finalizada la incubacion, se afiadieron los anticuerpos
monoclonales CD34 PE y CD45 FITC y se incubd durante 20 minutos a temperatura
ambiente y protegido de la luz. Previamente a la adquisicion, la muestra se diluyé con 1

mL de HBSS.

4.2.3 Analisis de las muestras

En este estudio se obtuvieron los datos de los eventos totales adquiridos, los eventos
clasificados como singletes y la concentracion celular. Los métodos estadisticos

utilizados fueron el ANOVA y la prueba-T para recta de regresion.

4.3 Cuantificacion de la actividad de la fosfatasa alcalina por citometria de
flujo

Para la realizacién de este estudio, se utilizo el citometro de flujo Attune™.

4.3.1 Protocolos de adquisicion

La configuracién del protocolo de adquisicidn en el citometro de flujo Attune™ (Figura
8) se establecié como se muestra a continuacion:

Los ejes correspondientes a las fluorescencias se presentaron en escala logaritmica
hasta un maximo de 6 décadas de fluorescencia (10°), mientras que los ejes destinados

a mostrar la dispersion de la luz violeta se presentaron en escala lineal.
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El nivel de umbral se configuré empiricamente segun la fluorescencia del marcador DCV
(VL1) utilizando un dot plot de dos pardmetros para la dispersion lateral de la luz (405nm
SSC-H) (Figura 8 A), enfrentado a la fluorescencia del marcador de ADN (DCV-H).

En el segundo grafico, se discriminaron los dobletes enfrentando los parametros areay
altura de los marcadores fluorescentes, seleccionando la poblacion de singletes (Figura
8 B).

En el tercer grafico, se seleccionaron las poblaciones leucocitarias segln sus
propiedades de la dispersidn frontal y lateral de la luz, y se ajustaron los voltajes de los
detectores (Figura 8 C).

En el cuarto grafico, se ajustd el voltaje para la autofluorescencia en el canal APLS,
ajustando la poblacidon negativa de linfocitos entre la segunda y tercera década de
fluorescencia para que todas las poblaciones se muestren por encima del ruido de

fondo.

Previamente, se habia definido la autofluorescencia mediante incubaciéon a 4 °C de la

muestra, con la finalidad de minimizar la actividad enzimatica.
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Figura 8. Deteccion de la actividad de la fosfatasa alcalina en el citémetro Attune™. A. Seleccion de las
células nucleadas segtin la intensidad de fluorescencia del marcador de ADN, discriminando los

eritrocitos. B. Discriminacion de agregados seglin los pardmetros Area (A) y Altura (H) utilizando
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marcaje fluorescente del ADN. C. Seleccion de las poblaciones leucocitarias segtn la dispersion frontal
y lateral de la luz. D. Niveles de intensidad de fluorescencia correspondientes al nivel de actividad

fosfatasa alcalina de las diferentes poblaciones leucocitarias.

La configuracién del protocolo de adquisicion en el citémetro de flujo Attune™ NxT

mostrado en la Figura 9 fue similar al utilizado en el citdmetro Attune™.
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Figura 9. Estrategia de anadlisis para la deteccién de la actividad de la fosfatasa alcalina en el citémetro
Attune™ NXxT. A) Seleccidn de las células nucleadas segun la intensidad de fluorescencia del marcador
de ADN, discriminando los eritrocitos en R1. B) Discriminacién de agregados segtin los parametros Area
(A) y Altura (H) utilizando marcaje fluorescente del ADN en R2. C) Seleccion de la poblacion
granulocitaria segun la dispersidon frontal y lateral de la luz en R3. D) Niveles de intensidad de

fluorescencia (R4 — R7) correspondientes a la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria.

4.3.2 Preparacion de las muestras

Las muestras de este estudio se prepararon mediante dos métodos distintos: el método

citoquimico y el método de citometria de flujo de nuevo desarrollo.
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Método citoquimico

Se realizd una extensién de la muestra en un portaobjetos, se fijo por inmersién en una
cubeta con una dilucién 1/10 de metanol y formol durante un minuto, y transcurrido
ese tiempo se lavd la extensidn con agua corriente y se dejo secar al aire.

Por optimizacién del procedimiento, las extensiones fijadas de las muestras recibidas
durante la semana se almacenaron protegidas de la luz hasta la realizacidon semanal de
la prueba, y valorar la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria como se explica a
continuacion.

La extensidn seca de la muestra se incubd sumergida en la solucién de la reaccién
citoquimica durante 30 minutos, protegida de la luz. Posteriormente se lavd el exceso
de la solucidn de la extension con agua destilada estéril y se dejd secar al aire, protegida
de la luz.

Una vez desecada la extension, se tind con solucion de Mayer durante 5 minutos.
Posteriormente se limpid el exceso de solucidon con agua corriente y se dejé secar la
extension.

Cuando la extension estuvo seca, se procedié inmediatamente a su valoracién en el

microscopio 6ptico, como se detalla en el apartado “4.3.4 Analisis de las muestras”.

Citometria de flujo funcional

Se calculd el volumen de sangre periférica necesario para obtener 5x10° leucocitos,
siendo los limites del volumen minimo y maximo de la muestra 10 pL y 100 plL
respectivamente. En los casos en los que no se pudo disponer del recuento celular en la
base de datos clinica, se procedid a realizar el contaje manual en cdmara de Neubauer,
seglin el método de tincidn de Turk!?2. Debido a que era necesario obtener el nimero
de células para procesar la muestra en el menor tiempo posible, se optd por realizar el
recuento manual en lugar de utilizar el citdmetro de flujo para evitar converger con los
compaferos.

Posteriormente, se afiadieron 100 pL de HBSS en un tubo Eppendorf mediante pipeteo
reverso, y se retiré el volumen equivalente a los 5x10° leucocitos de la muestra. Se
anadié el volumen requerido de la muestra mediante pipeteo reverso, y se homogeneizd

muy suavemente.
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Se anadieron 2 uL de DCV5 mMy 1 plL del sustrato APLS. Seguidamente se homogeneizo
suavemente y se incubo la muestra protegida de la luz en un bafio humedo a 37 °C
durante 20 minutos. Los controles negativos se incubaron a 4 °C para prevenir la
actividad enzimatica y detectar la autofluorescencia.

Después de la incubacién, la muestra se resuspendié de nuevo suavemente con HBSS

hasta obtener un volumen final predeterminado, para minimizar la coincidencia:

= 1 mLde volumen final, si el volumen inicial fue entre 10 y 30 pL.
= 2 mL de volumen final, si el volumen inicial fue entre 31y 60 pL.

= 3 mL de volumen final, si el volumen inicial fue entre 61y 100 pL.

Las muestras se adquirieron inmediatamente en el citometro de flujo Attune™.

4.3.3 Obtencidn de imagenes digitales de las extensiones de sangre

La obtencion de las microfotografias se realizd6 mediante un microscopio 6ptico
Olympus™ BX35, equipado con una camara Olympus™ DP21, utilizando aceite de
inmersion y un objetivo de 100 aumentos. Las microfotografias se tomaron con una
resolucion de 1600x1200 pixeles en formato .TIFF (Tagged Image File Format), pues

permite evitar la compresion del archivo y la pérdida de datos.

4.3.4 Analisis de las muestras

Se desarrollé un nuevo método para cuantificar la actividad de la fosfatasa alcalina en
granulocitos viables mediante citometria de flujo, basado en el estudio previo del grupo
publicado en 2016%2. Los resultados obtenidos con este nuevo método se compararon
con los obtenidos mediante el método citoquimico para las mismas muestras. Cada
centro establece su propia aproximacién del método citoquimico para la valoracién de
la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria, asi como el rango de valores normales

de la actividad de la misma enzima.

La valoracién segun el método citoquimico consistid en el recuento de 100 neutrofilos

de la extension y su clasificacion en 3 grados diferentes segun la actividad de la enzima.
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La actividad de la enzima se determind segun la intensidad incrementada del color ocre
del precipitado citoplasmatico formado como consecuencia de la actividad hidrolitica de
la fosfatasa alcalina. Una vez clasificados los 100 neutroéfilos, se aplicod la siguiente
formula para obtener el indice de actividad fosfatasa alcalina granulocitaria (FAG) de la

muestra:

indice actividad FAG = (neutréfilos grado 1) x 1 + (neutréfilos grado 2) x 2

El rango de valores normales establecido en el Servicio de Hematologia ICO-HUGTIP se
situé entre 20 y 40. Estos valores se obtuvieron mediante controles internos y se
establecieron tras la valoracion de muestras de sangre normal o de pacientes con

neutrofilia, con un tiempo inferior a 6 horas desde la extraccion.

El nuevo método, ademds de basarse en la clasificacién del método citoquimico,
también se basd en la férmula del stain index o indice de tincién para desarrollar una
férmula y poder cuantificar la actividad fosfatasa alcalina.

La autofluorescencia de las células se clasific6 como grado 0 (GO0), que corresponde a los
leucocitos sin actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina. La clasificacion de este nivel
se realizd utilizando la representacion de un density plot, y esta poblacidon negativa se
determind con los controles incubados a 4 °C.

Cada década correspondiente a la escala de la fluorescencia por encima del nivel de
autofluorescencia, se clasificé como grado 1 (G1), grado 2 (G2) y grado 3 (G3), utilizados
para identificar y cuantificar los cambios en la mediana de actividad de la fosfatasa
alcalina granulocitaria y numero de granulocitos. Esta clasificacion de niveles se puede

observar en la imagen representativa de la (Figura 10).

La formula desarrollada contempla individualmente cada una de las 4 clasificaciones de
neutrofilos, segln su actividad fosfatasa alcalina (Figura 11). La aplicacion del porcentaje
de neutrdfilos en lugar del numero total y el ajuste del nimero de leucocitos para el
marcaje en cada muestra se realizd para reducir el desvio de los calculos al comparar
muestras de pacientes con diversas patologias como, por ejemplo, leucopenia o

reaccion leucemoide.
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Figura 10. Density plot de dos variantes en el cual el eje X se representa la dispersion lateral de la luz
(SSC-H) y en eje Y se representa la actividad de la fosfatasa alcalina (APLS-H). La regiéon GO contiene las
células autofluorescentes (que no muestran actividad fosfatasa alcalina). Las regiones G1 a G3
contienen células de baja a alta intensidad de fluorescencia, usadas para identificar y cuantificar
cambios en la mediana de la intensidad y nimero de granulocitos. Los neutréfilos se seleccionaron

segun la tincion de acidos nucleicos, propiedades de la dispersion de la luz y singletes.

La mediana y la desviacién estdndar robusta se utilizaron en lugar de la media y la
desviacidn estdndar, debido a la distribucién sesgada de poblaciones de neutroéfilos por
el aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina y para reducir el efecto de los valores

atipicos.

. Mdng, - Mdn Mdng, - Mdn Mdng; - Mdn
indice APLS = (( 61 GO)) X %G1y oo + (( G2 GO)) X %62y o + (( 63 60)

x %G3
rSDgg X 2 rSDgo X 2 rSDgo X 2 ) > Zeventos

Figura 11. Férmula para el indice de APLS, desarrollada para cuantificar la actividad fosfatasa alcalina
en neutrdfilos intactos, por medio de un sustrato fluorescente y permeable para la fosfatasa alcalina
por citometria de flujo. La formula se basé en la férmula del stain index, teniendo en cuenta la

intensidad relativa de fluorescencia en cada nivel positivo y el porcentaje de neutroéfilos para cada nivel.

Los andlisis de las muestras se realizaron con el programa informatico FCS Express™ 5
Professional Standalone Research Edition, versiéon 5.01.0080 (64-bit) (DeNovo

Software).
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4.3.5 Anadlisis de intensidad de pixel

El primer objetivo consistid en comprobar si el método de analisis digital de la imagen
se correspondia con la intensidad del color. Para ello se realizé el analisis digital de 91
imagenes de granulocitos de una misma muestra y se compard el valor obtenido del
andlisis de intensidad de pixel, con el valor del grado de intensidad (0, 1 o 2) en el que
fue clasificado cada granulocito segun la intensidad del color del precipitado
citoplasmatico. Posteriormente se realizd el anadlisis digital en HSB (Hue Saturation

Brightness) de otras 199 imagenes provenientes de otras 3 muestras diferentes.

El analisis de las imagenes en 32-bits se realizé con el programa Imagel) v1.50i, y el
analisis en HSB, se realizé con el mismo programa, con la versién v1.52s, debido a que

es un programa de acceso libre y utilizado ampliamente por la comunidad cientifical?3~

126

4.3.5.1 Analisis de imagen en 32-bits

Para poder cuantificar la mediana de la intensidad en la escala de grises de los pixeles
del citoplasma, fue necesario discriminar los neutréfilos del resto de células y a su vez el
espacio extracelular de la imagen, asi como discriminar el citoplasma del nucleo en las

mismas células.

Se realizo la conversion de la imagen a 32-bits o escala de grises, que permite utilizar la
herramienta de ajuste del umbral de discriminacion, y valorar la intensidad en un
intervalo de 256 niveles. Correspondiendo el nivel O al color negro y el nivel 255 al color

blanco.

El analisis se realizé como se describe a continuacidn. Se realizé la conversion a imagen
en 32-bits (Figura 12 B). Una vez convertida a 32-bits se pudo discriminar el espacio

extracelular utilizando la herramienta Threshold adjustment tool (Figura 12 C).

Se debe tener en cuenta que en la imagen se resalta en color rojo y en tiempo real
aquello seleccionado para mantener por encima del umbral, y simultaneamente el

histograma muestra la intensidad, con un intervalo maximo de valores de 0 a 255,
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dependiendo del margen de valores que incluya la imagen. Se selecciond la seccidén con
valores con tendencia al 0, debido a que las células tienen una intensidad de color mas
oscuro que el espacio extracelular. Se aceptaron los ajustes, eliminando el espacio
extracelular de la imagen (Figura 12 D) y utilizando la herramienta de seleccion libre
Freehand selection tool, se selecciond la célula de interés (Figura 12 E, F). Se aisla
correctamente la célula de interés, y de ser necesario se utiliza la misma herramienta de
seleccion libre para seleccionar detalles que no pertenecen a dicha célula y eliminarlos.
En caso de sobreponer parcialmente las células, se recomienda comparar la imagen en
escala de grises con la imagen a color. Para cuantificar la intensidad de pixel del
citoplasma, se tuvo que discriminar el nicleo de la célula. Debido a que el nicleo tiende
a mostrar una intensidad mas oscura que el citoplasma, se selecciond la seccién con
valores mas elevados mediante la herramienta Threshold adjustment tool (Figura 12 G).
Para realizar una seleccion mads precisa del nucleo, se recomienda utilizar como
referencia la misma imagen en color, especialmente en células que presenten una
elevada actividad fosfatasa alcalina o un menor volumen citoplasmatico, debido a que
puede producirse superposicidn en distinto grado entre la intensidad del precipitado y

del nucleo.

\ . AN

10 pm dojum

Figura 12. Procesamiento de imagen para el analisis de intensidad de pixeles de fotografias de
microscopio. A. Fotografia de un neutréfilo obtenida a 100 aumentos. B. Fotografia convertida aimagen
de 32-bits (escala de grises). C., D. Discriminacién del background/espacio intercelular utilizando la

herramienta Threshold adjustment tool y seleccionando el pico correspondiente a las células. E., F.

94



Aislamiento de neutrdfilo con la herramienta Freehand Tool. G., H. Discriminacion del nucleo utilizando
la herramienta Threshold adjustment tool y seleccionando el pico correspondiente al citoplasma.
(Imagen adaptada de Flow cytometric quantification of granulocytic alkaline phosphatase activity in

unlysed whole blood*?’).

La discriminacién del nucleo es necesaria, pues de lo contrario los resultados obtenidos
no son valorables, debido a que el nucleo celular no es el objetivo que se busca
cuantificar, y la desviacidn estandar obtenida puede incrementarse en mas de 14 veces
como se observa en la siguiente tabla comparando el resultado del andlisis de las

imdagenes obtenidas de a partir de 3 células (Tabla 2, columna DesvEst marcada en rojo).

Con la imagen procesada (Figura 12 H) se obtuvieron los resultados numéricos con la
herramienta Analyze-measure. Los valores reportados en el analisis fueron: drea, media,
desviacién estandar, valores minimos/maximos, mediana, umbral minimo y maximo. El
siguiente paso consistio en normalizar los valores. Para ello fue necesario cuantificar la
intensidad de pixel del ruido de fondo de las respectivas imagenes, representado por la
intensidad de color del espacio entre células. Se comparé el valor de la mediana del
ruido de fondo completo de la imagen (RFC) excluyendo eritrocitos y leucocitos, con el
ruido de fondo parcial (RFP), obtenido a partir de la region extracelular colindante de la
célula analizada. Esta comparacidn se realizd con 69 imdagenes obtenidas de la misma

extension de una muestra.

Sin nucleo (32-bits)

Célula Grado Area Media DesvEst Min. Max. Mediana
1 0 18704 171.803 5.226 160.333 183.333 172
2 0 15806 161.760 6.155 147.667 175.667 161.667
3 2 9473 136.257 16.456 110.333 172.333 133.333

Con ntcleo (32-bits)

Célula Grado Area Media DesvEst Min. Max. Mediana
1 0 53788 111.143 73.757 0 185.333 146.667
2 0 40733 99.631 72.305 0.000 176.667 133.333
3 2 29546 70.658 60.475 0.000 172.333 93.000

Tabla 2. Valores obtenidos de las imagenes de tres granulocitos distintos segun el analisis de imagen de
32-bits, incluyendo y excluyendo el nticleo de las células del analisis. Se observa que la diferencia en la

desviacion estandar puede incrementarse en hasta 14 veces.
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El ruido de fondo completo se obtuvo de forma opuesta a como se discrimind. De modo
similar a como se ilustra en la Figura 12 C, se utilizo el histograma a modo de guia. Se

selecciond el pico correspondiente a la seccién mads proxima al blanco.

Teniendo en cuenta la variable del ruido de fondo, la férmula desarrollada para obtener
el indice de intensidad de pixel, comparable entre diferentes muestras, fue la siguiente

(Figura 13):

((mediana RFC N, - mediana célula N,) + (mediana RFC N, - mediana célula NX))

o . N células
= 100
Indice FAG 32bits 256 x

Figura 13. Férmula aplicada para cuantificar la actividad de la enzima con los valores obtenidos del
analisis digital utilizando la escala de grises (32-bits). La formula se desarrollé6 como una aproximacién
de la formula utilizada en el método citoquimico, teniendo en cuenta la escala de valores del analisis
de imagen (valor maximo 256) y la normalizacién del nimero de células analizadas, para las células

clasificadas en cada grado de intensidad.

Los métodos estadisticos utilizados en este apartado fueron la prueba de Wilcoxon,
Bland-Altman y Kruskal-Wallis, utilizando los programas GraphPad Prism™ Software® y

Microsoft® Office Excel.

4.3.5.2 Analisis de imagen en HSB

El analisis en 32-bits presentd una limitacion para poder analizar diferentes muestras de
forma comparativa. Esta limitacidn se debe a que la transformacién en escala de grises
no tiene en cuenta el espectro de colores sino el balance entre el color negro y blanco,
de modo que un precipitado con una coloracién muy intensa puede generar un valor en
escala de grises similar al que producen los nucleos celulares tefiidos con hematoxilina.
Los colores de los precipitados pueden variar segun los sustratos utilizados en la técnica
citoquimica; aun asi, es esperable que presenten la misma limitacidon debido a que el
analisis de 32-bits tiene en cuenta Unicamente la intensidad del color y no el espectro
de colores. Por este motivo, se aplicé una variante del analisis de imagen segun el

modelo de color HSB que contempla los valores del matiz del color, saturacién y brillo o
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iluminacidn. Como se puede observar en la Figura 14, es posible que no se pueda
discriminar el citoplasma del nucleo cuando la actividad fosfatasa alcalina de la célula es
muy elevada. Como se muestra tanto en las imagenes Cy D de la Figura 14, asi como en
sus respectivos histogramas (Figura 14 E, F) de la escala de grises, la intensidad del
precipitado se solapa con la intensidad del nucleo de la célula. Al realizar el analisis de
la misma imagen bajo el modelo de color HSB (Figura 14 A, B), resulta posible discriminar

claramente el citoplasma respecto el nucleo de la célula.

Figura 14. Comparacion del analisis de imagen de dos células mediante los métodos de conversion a 32-
bits y HSB. Discriminacion del espacio extracelular y nticleos de 2 neutréfilos de muestras diferentes,
mediante el modelo de color HSB (A, B), mediante la conversion de las imagenes a 32-bits (C, D), y los
respectivos histogramas de las escalas de grises (E, F), sombreada en rojo la region del histograma

correspondiente a la regién mas oscura de la escala de grises y en rojo en (C) y (D).

El proceso de analisis mediante el modelo HSB, es muy similar al realizado mediante la
conversidon en 32-bits, prescinde de este paso y permite aplicar directamente la

herramienta Color Threshold para ajustar las variables del matiz del color, saturacion y
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brillo (Figura 15), y realizar la discriminacion sobre las demas células, asi como del nucleo

respecto del citoplasma de la célula de interés.

Los métodos estadisticos utilizados en este apartado fueron los mismos aplicados en

analisis de imagen en 32-bits.
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Figura 15. Herramienta Color Threshold para el procesamiento de las imagenes segtin el modelo de color
HSB. Permite realizar la discriminacion de la célula de interés sobre el resto de las células de la imagen,
asi como del nticleo respecto el citoplasma, evitando la conversion de la imagen a 32-bits y siguiendo
un modelo de color (HSB) basado en el sistema visual del ojo humano. El resultado del procesamiento

se puede observar en la Figura 25 B.

La formula desarrollada para cuantificar el color segin el modelo HSB, se basé en la
féormula aplicada en el método citoquimico. Mediante dicha formula, se cuantificd de
forma inversamente proporcional al valor maximo de 256 de la escala utilizada en el
modelo HSB. Los valores obtenidos se aplicaron segun los grados de intensidad G1 y G2
en los que se clasificd cada célula individualmente siguiendo el sistema de clasificacion
del método citoquimico. Sobre estos datos se aplicéd la férmula citoquimica,
multiplicando el valor de las células de cada grupo por el nimero del grado
correspondiente. Se descartaron las células clasificadas como grado cero, se
multiplicaron por uno los valores de las células clasificadas como grado uno y por dos
las clasificadas como grado dos. La clasificacidn en los diferentes grados de intensidad

se realizé segun la clasificacidn visual aplicada en el método citoquimico. Asimismo, se
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tuvo en cuenta el porcentaje de las células de cada grado, respecto al nimero de células

totales (Figura 16).

(256 - (h))

(256 - (

m))

nGl nGZ
X Ng; X Ng;
NGo+G1+G2 NGo+G1+G2
indice HSB= x100 |+ x100 {x2
256 256

) ) )

Figura 16. Férmula aplicada para cuantificar la actividad de la enzima con los valores obtenidos del
analisis digital utilizando el modelo de color HSB. La féormula se desarrollé6 como una aproximacion de
la formula utilizada en el método citoquimico, teniendo en cuenta la escala de valores inversa del
analisis de imagen (valor maximo 256), el porcentaje de las células de cada grado respecto el total y la

normalizacion de los valores en una escala de 100.

También se aplicé la formula del método citoquimico sobre las imagenes tomadas de
cada una de las tres muestras, normalizando los valores del nimero de células

analizadas debido a que se obtuvieron menos de 100 imagenes por muestra.

4.4 Cuantificacion de progenitores hematopoyéticos CD34+ mediante

citometria de flujo volumétrica

El recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ en sangre periférica
movilizada se realizé siguiendo el método recomendado por la ISHAGE. Las muestras
adquiridas en el citdmetro Cytomics FC500™, fueron inmediatamente cedidas para este
estudio y adquiridas en el citometro Attune™ NxT, para poder comparar la cuantificacion

mediante un sistema volumétrico real y mediante microesferas.
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4.4.1 Protocolo de adquisicion

El protocolo de adquisicion empleado en el citdmetro de flujo de enfoque acustico
Attune™ NxT, siguiendo las recomendaciones de la ISHAGE, fue el mostrado en la Figura
17.

Se establecié el umbral en el canal de fluorescencia del marcador CD45 con el objetivo
de discriminar los eventos negativos y restos celulares al marcador panleucocitario. Se
seleccionaron las poblaciones leucocitarias en R1 (Figura 17) y posteriormente se
seleccionaron aquellas positivas para el marcador CD34 con unas caracteristicas de
dispersioén lateral de la luz, similares a los linfocitos en R2. Esta misma poblacion, se
volvid a enfrentar en un grafico dual entre la dispersion lateral y el marcador CD45 para
discriminar los eventos con una dispersién lateral mayor, y un nivel elevado de expresion

de CD45 en R3.

Sobre la poblacion de linfocitos seleccionada sobre el total de eventos en R5, se
selecciond la poblacién segun las caracteristicas de dispersion de la luz en R6, y
utilizando la misma ventana de seleccién sobre la poblacion CD34+ (R3, R4), se obtuvo

el recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+.

Paralelamente, en un grafico enfrentando ambos marcadores, se seleccionaron las

microesferas (R8) utilizadas para realizar la cuantificacidon de progenitores CD34+.
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Figura 17. Panel de adquisicién utilizado en el citémetro de flujo Attune™ NxT para cuantificar las
células progenitoras hematopoyéticas CD34+ en muestras de sangre periférica movilizada, basado en
las recomendaciones del ISHAGE vy la utilizacién de laser verde-amarillo (561 nm) para la excitacion de
la ficoeritrina (PE). Se seleccionaron las poblaciones CD45 positivas (R1) y la poblaciéon CD34 positiva
con caracteristicas de dispersion lateral de la luz, similares a los linfocitos (R2). Sobre esta poblacion se
discriminaron las células con una mayor expresion del marcador CD45 y dispersion lateral de la luz (R3).
Se seleccionaron las células progenitoras hematopoyéticas CD34+ (R4), seleccionandolas segun las
caracteristicas de la dispersion de la luz de los linfocitos de la muestra (R5, R6). En R8 se seleccionaron

las microesferas para realizar la cuantificacién de las células progenitoras hematopoyéticas CD34+.
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4.4.2 Preparacion de las muestras

Se utilizaron 55 muestras de sangre periférica y sangre periférica movilizada,
anticoagulada con EDTA, procedente de pacientes y donantes sanos a los que se les
inyecté factor estimulador de colonias de granulocitos con el fin de movilizar
progenitores hematopoyéticos desde la médula dsea a sangre periférica.

Las muestras se prepararon por duplicado en tubos de polipropileno. En primer lugar,
se dispensé el volumen de anticuerpos monoclonales (CD34 PE, clon 581, HPCA2; CD45
FITC, clon J33) y seguidamente 100 pL de la muestra.

Las muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegidas de
la luz.

Una vez finalizada la incubacidn, se les afiadieron 2 mL de la solucién de lisis PharmLyse™
diluida a 1x en agua destilada, se mezclé con las muestras utilizando un agitador a baja
velocidad y se volvieron a incubar durante 10 minutos en las mismas condiciones.
Después de la incubacién con la solucidn de lisis, se afadieron 100 uL de la solucién de
fluoroesferas Flow Count™ en agitacion a baja velocidad. Seguidamente, se adquirieron

las muestras en el citdometro Cytomics FC500™.

La preparacién de las muestras fue realizada integramente por el personal del Servicio
de Hematologia del Hospital Universitari Germans Trias y Pujol, siguiendo las
recomendaciones del ISHAGE y como se describe a continuacion, para asi comparar los
resultados obtenidos en el recuento clinico, con los recuentos realizados en el citémetro

Attune™ NxT.

4.4.3 Analisis de las muestras

Se compararon los resultados de cuantificacion de las células CD34+ mediante
microesferas y de cuantificaciéon volumétrica real. Las mismas muestras fueron
adquiridas en el citometro de flujo Attune™ NxT, y se obtuvo el recuento de las
microesferas en la regidn R8 (Figura 17). El recuento de las células CD34+ se obtuvo de
la regidon R4 (Figura 17). La concentracion de las células CD34+ se calculd a partir del

numero adquirido de las mismas (Figura 17 R4), el nimero adquirido de las microesferas
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(Figura 17 R8) vy, la concentracion de las microesferas, indicado en cada vial por el

fabricante. Para realizar el cdlculo, se utilizd la siguiente férmula:

i . n2 microesferas , .
[células CD34"] = —— x n2 células CD34
concentracién microesferas

En el citdmetro Attune™ NxT también se obtuvo directamente la concentracién celular.
El valor obtenido se multiplicd por el factor de dilucion aplicado a la muestra durante su
procesamiento. Este factor de dilucién proviene de la utilizacién de 100 pL de muestra
diluidos en 2.220 uL durante su preparacién (20 pL de anticuerpos, 2 mL de solucién de

lisis y 100 pL de microesferas).

Los métodos estadisticos utilizados en este estudio fueron la prueba-T para la recta de

regresion y el analisis Bland-Altman usando el programa GraphPad Prism Software®.

4.5 Validaciéon de reactivos para su uso en diagndstico in vitro

Este estudio estd siendo desarrollado en colaboracién con la industria biotecnolégica
con el objetivo de realizar la validacidon de anticuerpos monoclonales con marcado CE-

IVD.

4.5.1 Protocolos de adquisicion

La estrategia para realizar las evaluaciones de los anticuerpos fue la siguiente: se
adquirieron dos tubos en los que la misma muestra habia sido incubada con un
anticuerpo comun, generalmente el marcador panleucocitario CD45, ademas del
anticuerpo de referencia y el anticuerpo a evaluar, manteniendo las mismas condiciones
en ambos tubos. En primer lugar, se realizaron los ajustes de la configuracién de la
adquisicidon con la muestra incubada con el anticuerpo de referencia. Seguidamente,
utilizando exactamente los mismos ajustes, se adquirié la muestra incubada con el

anticuerpo a validar.
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A partir de esta estrategia, se desarrollaron diferentes protocolos de adquisicion
adecuados a cada marcador, como los leucocitarios de superficie, intracelulares,

marcadores plaquetarios y cadenas Kappa y Lambda, entre otros.

4.5.1.1 Anticuerpos leucocitarios de superficie e intracelulares

Para las muestras marcadas con anticuerpos leucocitarios, se siguid el siguiente panel
de adquisicion:

Un grafico que enfrentase el pardmetro tiempo, respecto el FSC-A para verificar que el
flujo de la adquisicion fue continuo. Simultdneamente, un grafico enfrentando los
parametros FSC-A y FSC-W para seleccionar la poblacidén de singletes.

Seguidamente, un tercer grafico a partir de la poblacién de singletes, que enfrentase los
parametros FSC-A y SSC-A para discriminar el ruido de fondo.

En un cuarto grafico, a partir de las poblaciones de leucocitos, se enfrentaron los
parametros SSC-A y el marcador CD45 en el respectivo canal de fluorescencia, para
seleccionar la poblacién de células CD45+ y discriminar el ruido de fondo con mayor
precision mediante la fluorescencia.

Sobre esta poblacion CD45+, se generd otro grafico enfrentando el parametro SSC-A'y
el marcador para evaluar, seleccionando la poblacion positiva para el marcador objetivo.
Asimismo, se crearon los graficos necesarios para enfrentar las diferentes fluorescencias

empleadas en la adquisicion y verificar las compensaciones.

4.5.1.2 Anticuerpos antiplaquetarios

En las muestras marcadas con anticuerpos antiplaquetarios, se siguio el siguiente panel
de adquisicion:

Un grafico enfrentando los parametros SSC-A y FSC-A en escala logaritmica, para
discriminar las plaquetas de las poblaciones leucocitarias y ruido de fondo (Figura 18).
Seguidamente un grafico enfrentando el parametro SSC-A y el marcador plaquetario a

evaluar.
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Figura 18. Grafico de adquisicion de plaquetas, leucocitos y eritrocitos seglin los parametros de
dispersion de la luz. La discriminacion de las plaquetas (azul) respecto los leucocitos y eritrocitos (rojo)
y microparticulas derivadas de plaquetas (verde) se realizo segtin sus caracteristicas de dispersion de la
luz. El umbral de deteccidn se configurd en la dispersion lateral de la luz, para evitar perder los eventos

de menor tamaiio incluidas las plaquetas y microparticulas.

4.5.1.3 Cadenas Kappa y Lambda

En las muestras marcadas con anticuerpos para las cadenas Kappa y Lambda, se siguié
el siguiente panel de adquisicién:

Un grafico que representase el pardmetro tiempo, respecto el FSC-A para verificar que
el flujo de la adquisicion fuese continuo. Simultaneamente, un grafico enfrentando los
pardmetros FSC-A y FSC-W para seleccionar la poblacién de singletes.

Seguidamente, un tercer grafico a partir de la poblacién de singletes, que enfrentase los
pardmetros FSC-A y SSC-A para seleccionar los leucocitos, discriminando una parte de
los restos celulares.

En un cuarto grafico, a partir de las poblaciones de leucocitos, se enfrentaron los
pardmetros SSC-A y el marcador CD45 en el respectivo canal de fluorescencia, para
seleccionar la poblaciéon de células CD45+ y discriminar de este modo los restos

celulares.
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Sobre esta poblacion CD45+, se generd otro grafico enfrentando el parametro SSC-A'y
el marcador CD19 o CD20 para seleccionar la poblacién de células B.

Sobre la poblacién de células B, se generd otro grafico enfrentando las cadenas Kappa 'y
Lambda pudiendo seleccionar y comparar el porcentaje de células B que presentaban

cadenas Kappa o Lambda.

4.5.2 Preparacion de las muestras

La base del presente estudio es la evaluacidn de anticuerpos monoclonales con
certificacién RUO, para su uso en IVD. En todos los protocolos se marcaron las muestras
por duplicado, con el anticuerpo para validar y con el anticuerpo competidor.

Los volumenes de anticuerpos utilizados por cada tubo fueron los recomendados por el
fabricante, y en el caso de no estar indicado se realizé la titulacion del anticuerpo para
determinar el volumen dptimo. Del anticuerpo para validar siempre se utilizaron 10 plL
por ensayo.

Durante la preparacién de cada muestra, se cumplimentd una lista de verificacidon para

cada paso del proceso y permitir su trazabilidad.

4.5.2.1 Protocolo de marcaje de superficie

Para evaluar antigenos presentes en la membrana celular, se afadié el volumen del
anticuerpo comun en ambos tubos, asi como el anticuerpo a validar y el anticuerpo
competidor en sus respectivos tubos.

Seguidamente se afiadieron 100 pL de muestra mediante pipeteo reverso, se agitaron
suavemente por parejas y se incubaron durante 20 minutos protegidos de la luzy a una
temperatura entre 18 y 23 °C.

Una vez finalizada la incubacion, se afadieron 500 pL de la solucién de lisis OptiLyse C™
en cada tubo, se mezcld con un vértex y se incubaron 10 minutos bajo las mismas
condiciones.

Una vez finalizada la incubacién se afiadieron 500 uL de la solucién tampdn, se mezclé

con un vortex y se incubaron 5 minutos bajo las mismas condiciones.
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Una vez finalizada la incubacion se adquirieron las muestras en el citdmetro. En el caso
de no tener disponible el citdmetro, las muestras se almacenaron a 4°C protegidas de la

luz y se adquirieron en un periodo de tiempo inferior a las 24 horas.

4.5.2.2 Protocolo de marcaje intracelular

Para evaluar marcadores presentes en el citoplasma, se anadié el volumen de
anticuerpo comun en tubos Eppendorf. Seguidamente se depositaron 100 pL de
muestra mediante pipeteo reverso, se agitaron mediante vortex por parejas y se
incubaron durante 20 minutos protegidos de la luz y a una temperatura entre 18 y 23
°C.

Una vez finalizada la incubacién, se afadié 100 pL del reactivo A (fijador) indicado por el
fabricante, se agitd mediante vértex y se incubaron durante 15 minutos protegidos de
la luz y a una temperatura entre 18 y 23 °C.

Una vez finalizada la incubacién, se dispensé 1 mL de HBSS en cada tubo y se
centrifugaron los tubos por microcentrifugacién, con un pulso de 10 segundos a 16.000
rcf., se retird el sobrenadante y se afiadieron 100 uL del reactivo B (permeabilizador)
indicado por el fabricante, y el volumen correspondiente del anticuerpo competidor y
del anticuerpo a validar.

Seguidamente se incubaron los tubos durante 20 minutos protegidos de la luz y a una
temperatura entre 18 y 23 °C.

Una vez finalizada la incubacion, se volvié a dispensar 1 mL de HBSS a cada tubo, se
volvieron a centrifugar, con un pulso de 10 segundos a 16.000 rcf. y, se retird el
sobrenadante. Seguidamente se resuspendieron las células con 1 mL de tampdn para
citometria y a continuacién se transfirieron los volimenes a tubos de polipropileno de
5mL.

Seguidamente se adquirieron las muestras en el citdmetro de flujo. En el caso de no
tener disponible el citdmetro de flujo, se guardaban las muestras en la nevera para

adquirirlas en un periodo de tiempo inferior a las 24 horas.
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4.5.2.3 Protocolo de marcaje de cadenas Kappa y Lambda

Este protocolo requirié realizar un doble lavado de las muestras, previo al marcaje con
los anticuerpos. También se utilizaron dos anticuerpos comunes: el anticuerpo CD45
para seleccionar los leucocitos y el anticuerpo CD19 o CD20 para seleccionar los
linfocitos B.

Se dispensaron 100 plL de la muestra en cada tubo Eppendorf y se afiadié 1mL de HBSS.
Seguidamente se centrifugaron los tubos por microcentrifugacién, con un pulso de 10
segundos a 16.000 rcf., se retird el sobrenadante y se repitid el paso con 1 mL de HBSS.
Una vez retirado el sobrenadante, se dispensaron el volumen de anticuerpos (CD45,
CD19/20, Kappa y Lambda) y se mezclaron con la muestra con un agitador.
Seguidamente se incubd la muestra durante 20 minutos protegida de la luz y a una
temperatura entre 18 y 23 °C.

Una vez finalizada la incubacion, se afadieron 500 pL de la solucién de lisis OptiLyse C™
y se mezcld utilizando un agitador.

Se volvid a incubar la muestra durante 10 minutos en las mismas condiciones.

A continuacion, se afiadieron 500 pL de FACSFlow™, se mezcld utilizando un agitador y
se incubd la muestra durante 5 minutos en las mismas condiciones. Después de la
incubacién, se transfirieron los volumenes a tubos de polipropileno de 5 mL y se
adquirieron las muestras en el citdmetro de flujo. En el caso de no tener disponible el
citdmetro de flujo, se guardaban las muestras en la nevera para adquirirlas en un

periodo de tiempo inferior a las 24 horas.

4.5.2.4 Protocolo de marcaje de plaquetas

Debido a la proporcion de plaquetas respecto al resto de las células presentes en la
muestra, se adaptod el protocolo para estos marcadores.

Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se ajustd el volumen de la muestra a
20.000 plaquetas/uL. En muestras de donantes con recuentos plaquetarios normales, es

aproximadamente una dilucién 1/10 de la muestra.
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Se dispensaron por pipeteo reverso 100 uL de la dilucion de la muestra necesarios y el
volumen especificado del anticuerpo competidor y del anticuerpo para validar en sus
respectivos tubos.

Seguidamente se incubd la muestra durante 20 minutos a temperatura ambiente
protegida de la luz. A continuacion, se afiadié 1 mL de tampdn de citometria, se mezclé
utilizando un agitador y se incubd la muestra durante 5 minutos en las mismas
condiciones. Una vez finalizada la incubacion se adquirieron las muestras en el citdmetro

de flujo.

Cada muestra de plaquetas se procesé por duplicado. Por una parte, las plaquetas
activadas y que, por lo tanto, expresan los marcadores CD41 y CD61. Y, por otra parte,
las plaquetas sin activar y que por lo tanto no expresan los marcadores, permitiendo
determinar el umbral de positividad para el marcador. Para ello, las muestras en las que
se querian mantener las plaquetas sin activar, se incubaron a 37 °C, mientras que
aquellas muestras en las que se querian activar las plaquetas para detectar la expresion

de los marcadores, se incubaron a temperatura ambiente?8,

4.5.3 Analisis de las muestras

Los resultados se analizaron con los programas de analisis FlowJo™, FCS Express™ 5, IMP
y Microsoft® Office Excel.

La compensacion de la superposicion de los espectros de emisidn de fluorescencias se
realizd durante el analisis de las muestras. Cabe remarcar que el analisis de las muestras
es un punto especialmente importante en la realizacion de cualquier estudio de
citometria de flujo, en este caso, la validacién de los anticuerpos IVD, por lo que el
analisis se adaptd a cada marcador de interés como se explica a continuacion.

Para el analisis de los marcadores de superficie se utilizo la siguiente secuencia: a partir
de un grafico que enfrentd el marcador CD45 y el parametro de la dispersidn lateral de
la luz, se seleccionaron las poblaciones leucocitarias. Sobre la poblacién CD45+ se
enfrentaron en un nuevo grafico los parametros de dispersién frontal y lateral de la luz,
discriminando los restos celulares que hubiesen superado el primer cribaje.

Seguidamente, se discriminaron los agregados y dobletes enfrentando en un grafico los
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parametros anchura y drea de la dispersidn frontal de la luz. Sobre la poblaciéon de
singletes se enfrentaron el marcador de interés y el parametro de la dispersion lateral
de la luz, permitiendo seleccionar la poblacidn positiva para la expresion del marcador

estudiado.

En el caso del andlisis de marcadores de poblaciones celulares especificas y/o
minoritarias, teniendo en cuenta cada caso especifico, se utilizéd el primer gréfico
enfrentando la SSC y el marcador CD45 para seleccionar el cluster de la poblacién de
interés en lugar de todas las poblaciones leucocitarias. Por ejemplo, el caso de células
blasticas que presenten una baja expresion del marcador CD45 o no lo expreseny, segin

sus propiedades de SSC, se ubiquen préximas a los clusters de linfocitos y monocitos.

La estrategia de andlisis de los marcadores de plaquetas se realizdé de forma similar a la
estrategia de adquisicion, incluyendo la discriminacién de agregados y dobletes, tal y

como se realizo con los demds marcadores.

En los paneles de analisis de las cadenas Kappa y Lambda se afiadid un grafico mas,
enfrentando ambos marcadores de las cadenas Kappa y Lambda, a partir de la seleccion

de la poblacidn de células B.

En el panel de analisis del marcador CD34, se omitié el uso de las microesferas, debido
a que el propdsito del andlisis era obtener el porcentaje de la poblacién, y no su

cuantificacion (Figura 19).

Los resultados de los analisis se reportaron cumplimentando los informes requeridos
con el porcentaje de las poblaciones positivas para cada marcador segun el marcador

CDA45, CD19 o CD20, exceptuando los marcadores plaquetarios.

A partir de los resultados reportados se calculd la diferencia absoluta del porcentaje de
la poblacion objetivo obtenido con el anticuerpo para validar y el anticuerpo competidor

como se muestra en la siguiente férmula:

A%células objetivo = %células objetivo (AcMo para validar) - %células objetivo (AcMo de referencia)
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Figura 19. Estrategia de analisis para la validacién del anticuerpo CD34. La estrategia de seleccién de
poblaciones y andlisis se basa en las recomendaciones de la ISHAGE. No se emplearon la 7-AAD ni
microesferas, debido a que el objetivo fue comparar los porcentajes de células CD34+ entre ambos

anticuerpos.
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Estudio I: Comparacion de la dispersion de la luzy la
medicion de la fluorescencia en la discriminacion de

dobletes
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1.1 Los dobletes y eventos coincidentes

El doblete, un tipo de evento coincidente, consiste en dos particulas independientes que
son interpretadas como una unica identidad debido a que atraviesan el punto de

interrogacion unidas o muy proximas entre ellas?®,

Algunos autores'??130 diferenciaron los eventos coincidentes en dos grupos: los beam
coincidences, en adelante dobletes, de los pulse processing coincidences o eventos
coincidentes electrénicamente, relacionados con el dead time del procesamiento

electrénico de los pulsos.

El dead time es el intervalo entre que la sefial de pulso de salida del preamplificador
supera el umbral por primera vez, y el pulso estroboscdpico vuelve al cero légico, lo que
representa el tiempo minimo requerido para procesar un pulso. Este lapso puede variar
entre diferentes equipos, con una duracion de unos pocos microsegundos. Cuando una
segunda célula dispara otro pulso antes de que la sefial del primero haya podido ser
procesada, es decir, dentro del dead time, se produce una coincidencia. Esto causa que
la sefial de la segunda célula pueda interferir con la sefial de la primera, produciendo
qgue los valores de los parametros del pulso (altura, amplitud y drea) no sean
representativos de ninguna de las dos células. Frecuentemente, el dead time se utiliza
como valor indicativo del numero de células por segundo que pueden ser analizadas.
Por ejemplo, un citdmetro con un dead time de 15 us, podria analizar 65.000

células/segundo?®.

Los citdmetros de flujo disponen de diferentes sistemas o configuraciones electrénicas
propias de cada fabricante para descartar automaticamente la sefial coincidente de
ambas células. Estas sefiales descartadas son conocidas como eventos abortados!®!°, En
el caso del citémetro de flujo Attune™ NxT, este dispone de la opcidn de desactivar este
sistema durante la adquisicidn de la muestra, resultando especialmente Util para poder
observar los eventos coincidentes abortados en muestras de elevada concentraciéon

celular, o en el estudio de las interacciones célula-célula.

El hecho de que se produzcan estos eventos coincidentes es inevitable debido a que las
células no llegan al punto de interrogacién en intervalos fijos sino aleatorios. Estos

intervalos aleatorios generalmente se ajustan a la distribucién de Poisson. A pesar de
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gue no se pueden eliminar completamente los eventos coincidentes, es posible
planificar una tasa de eventos muy por debajo de la tasa de coincidencia del 10% de un
instrumento, donde el 90% de las células se pueden clasificar como singletes o células
individuales y, limitar el nimero de células analizadas por unidad de tiempo de acuerdo

con el dead time del equipo®19131,

Asimismo, se pueden disminuir estos eventos coincidentes con la preparacién y

adquisicion de las muestras'®

, incluyendo el ajuste de la suspensidon para la tasa de
analisis adecuada, mediante dilucion y filtracion de las muestras. Esto se debe a que la
filtracion de las preparaciones previene y minimiza la adquisicion de agregados, asi
como la formacion de obstrucciones que afecten a la disposicién de las células fuera del

eje de excitacion del laser afectando a la discriminacion de los agregados celulares?.

También se deben tener en cuenta el efecto enjambre o swarming, producido cuando
debido a la elevada concentracién de vesiculas de un tamafio pequefio en una muestra,
como microvesiculas y exosomas, cruzan el haz de luz laser simultdneamente, de
manera que las sefiales individuales de cada vesicula, ya sea de la dispersion de la luz o
la fluorescencia, superan el limite de deteccidn del equipo y, en consecuencia, son
reconocidas como un unico evento. Esto puede causar, por ejemplo, que la
concentracion determinada por el citdmetro de flujo subestime la concentracién real, o
que las sefales fluorescentes de diferentes vesiculas que contienen diferentes

anticuerpos sean interpretadas como un Unico evento con diferentes marcadores!32133,

Aun asegurando una tasa de eventos adecuada, algunos dobletes y pequefios
multipletes pasaran a través del haz de luz laser y se tendran que discriminar en el

analisis, especialmente para la deteccion de eventos minoritarios.

1.2 Discriminacion de los dobletes por los parametros de dispersion de la

luz

Uno de los primeros investigadores en considerar el problema de los dobletes fue
Wolfgang Gohde, quien desarrollé la patente denominada Process for automatic

counting and measurement of particles (US patent #4,021,117A (1975))!3%. Dicha
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patente corresponde a un dispositivo de deteccidn con la capacidad de medir los
parametros del pulso amplitud y drea durante el conteo automatico de particulas y/o
células, para evitar errores en la medicién causados por la coincidencia®®®.
Posteriormente promovid la utilizacion de los pardmetros del pulso altura y drea para

discriminar los dobletes en los analisis de ADN&131,

El parametro amplitud, también conocido como tiempo de vuelo, es proporcional al
tiempo que tarda una particula en cruzar el haz de luz laser. El parametro altura
representa la intensidad de la sefial y el pardmetro area, la integral de los pardmetros

previos!®,

Los parametros del pulso se utilizan para discriminar los dobletes, debido a que estos
muestran una mayor sefial de los pardmetros area o amplitud, frente al pardmetro
altura, en comparacion a las células individuales (singletes)'3!. Representado en un
grafico, se observaria como los dobletes se desvian de la diagonal hacia el parametro

opuesto a la altura (Figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo de los parametros del pulso (altura, amplitud y area) en la deteccién
de una célula utnica (A) y de un doblete (B). Grafico discriminando los singletes (en rojo) y dobletes (en
azul) con una proporcién mayor del area respecto la altura (C). (Imagen adaptada de A critical appraisal
of factors dffecting the accuracy of results obtained when using flow cytometry in stem cell

investigations: Where do you put your gates?'*).
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Tal y como se describe en las recomendaciones para el uso de la citometria de flujo y
separacion celular en estudios inmunoldgicos del afio 2019%>131, el método mas habitual
para discriminar los dobletes sigue siendo la comparacidn de los parametros de pulso
alturay drea, o amplitud y drea, correspondientes al FSC y al SSC®23, También se utiliza
la discriminacién secuencial, con un primer dot plot o density plot donde se discriminan
los dobletes enfrentando los parametros altura y amplitud segun la dispersién frontal

de la luz y secuencialmente segun la dispersion lateral de la luz, o viceversal?13%,

Estos métodos de discriminacién de dobletes en muestras hematicas, se pueden realizar
si previamente se ha preparado la muestra mediante una deplecion de los eritrocitos
utilizando soluciones eritroliticas, debido a que la dispersién de la luz de los eritrocitos

causa coincidencia con los leucocitos a 488 nm, dificultando su identificacién®.

1.3 Discriminacion de dobletes mediante fluorescencia: estudios de ciclo

celular y ploidia

En el estudio del ciclo celular los dobletes se producen cuando diferentes nucleos o
células, por ejemplo, en la fase Go/G1 cruzan el punto de interrogacion juntas o muy
proximas, de manera que la intensidad de fluorescencia correspondiente a la carga de

ADN detectada es similar o equivalente a células en fase Gy + M*&137,
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Figura 21. Figura representativa de la discriminacion de dobletes en una muestra con células 2N, 4N, 6N
y 8N. (A) Discriminacion de dobletes mediante un marcador fluorescente de ADN. (B) Los dobletes
muestran una intensidad de fluorescencia equivalente a células 2N, 4N, 6N y, 8N en un histograma de

eventos e incremento de la intensidad de fluorescencia. (Imagen adaptada de A rapid and optimization-
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free procedure allows the in vivo detection of subtle cell cycle and ploidy alterations in tissues by flow

cytometry®).

Como referencia, segin el modelo matematico presentado por Benson y Brayland®®9, |a
situacion ideal es que el coeficiente de variacién (CV) maximo no sea superior al 3% en
el pico que corresponde al contenido medio de ADN de la poblacién celular en fase
Go/G1, en el caso de muestras frescas, teniendo en cuenta que el CV sera ligeramente
superior en muestras parafinadas. También se debe considerar que el CV se relaciona
inversamente con la calidad de los datos obtenidos y, por lo tanto, con la calidad de la
preparacién de la muestra'®®14l, Teniendo en cuenta estos valores de CV como
referencia, se puede tener una mejor idea del impacto que causarian las variaciones
provocadas por los dobletes, pudiendo cambiar la clasificacion de ploidia de

142

diploide/tetraploide!*?, o por ejemplo, afectar al valor prondstico del porcentaje de

células G2 + M en el cancer de préostatal®s.

Las estrategias utilizadas para discriminar dobletes de células en fase Go/G1, con células
en fase G, + M incluyen el enfrentamiento de los parametros de fluorescencia del ADN

areay altura'®® (Figura 21) o la amplitud?314>,

Ademas de la importancia de discriminar los dobletes para los estudios de ciclo celular,
existen otras aplicaciones para las cuales es fundamental discriminar correctamente los
dobletes. Entre estas aplicaciones podemos contar con el cell sorting, en el cual un
doblete formado por una célula positiva y otra negativa seria interpretado como una
Unica célula positiva, resultando en una contaminacién de la separacién celular4®
También los estudios de ciclo celular y ploidia podrian verse afectados por los dobletes
como se ha mostrado anteriormente. Y en los estudios de inmunofenotipo, por ejemplo,
podrian interpretarse dos células diferentes como una sola célula positiva para dos
marcadores. Asimismo, el efecto de los dobletes en estudios de andlisis y deteccién de
poblaciones minoritarias como las células CD34+ o deteccién de la ERM, entre otras,

seria mayor debido a la baja proporcion de estas células en la muestra.
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1.4 Factores criticos de la discriminacion de dobletes mediante dispersion

de la luz

Se ha descrito que los dobletes pueden mimetizar a los singletes en cuanto a la amplitud,
supuestamente cuando las dos células que conforman el doblete estan orientadas en
linea o en posicidn coplanar respecto el haz de luz laser. De tal modo que, al cruzar el
haz de luz laser en el mismo instante, el pardmetro amplitud seria el mismo que los
singletes y la relacion altura y darea no aumentaria, conduciendo a una exclusion
incompleta y detectdndolos como células independientes!!?!13, Este caso puede darse
en la discriminacién de dobletes formados por células T unidas a otras células del
sistema inmunitario!2. En casos muy excepcionales, estas exclusiones incompletas de
los dobletes podrian conducir a conclusiones erroneas sobre la existencia de
poblaciones que expresan simultdaneamente marcadores de linajes diferentes vy
excluyentes. Asi como en el caso del fenémeno de trogocitosis, en el cual se produce
una transferencia de fragmentos de la membrana plasmatica de una célula a otray, esta

asociado a la induccidn y regulacion de la respuesta inmunitaria'4’-4° (Figura 22).

K K

Lymphocyte Lymphocyte

Monocyte ==t | Monocyte

Figura 22. Transferencia del ILT2 (Ig-Like Transcript 2) de monocitos a linfocitos mediante el fenémeno
de trogocitosis. En verde el receptor de ILT2/Leukocyte Ig-Like Receptor (LIR1); en rojo la membrana de
los monocitos. (Imagen adaptada de Proper regrafting of Ig-Like Transcript 2 after trogocytosis allows

a functional cell-cell transfer of sensitivity'‘®).
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CD25 APC-Cy7-Area

Otro aspecto importante relacionado con los parametros de dispersion de la luz reside
en la identificacién de la activacion y proliferacion de los linfocitos T**°. De hecho, la
activacion de las células T esta asociada a un aumento en la dispersién frontal de la luz,
debido al aumento del volumen celular. Cabe mencionar que la dispersién de la luz se
puede predecir en funcion del tamafiio del objeto a una longitud de onda dada segun la
teoria de Fraunhofer®l, Sin embargo, esta teoria no considera el indice de refraccién,
absorcién y reflexidn entre una particula y el medio, por lo que es adecuada en el caso
de particulas mayores que la longitud de onda y angulos de dispersién iguales o
inferiores a 30°. En cambio, la teoria de Mie'®? incluye el efecto en la dispersién, de la
refraccion, reflexion y absorcién de la luz, resultando mas precisa para particulas de
menor tamafno. En otro estudio, Ralph M. Béhmer y colaboradores demostraron, por
una parte, que la blastogénesis de las células T activadas por antigeno causa un
incremento en la amplitud de la sefal FSC que permite discriminar y cuantificar las
células proliferantes sin marcar. Y, por otra parte, que las células T proliferantes ocupan
la misma regidon que los dobletes y por tanto serian excluidas como tales'®3. A pesar de
ello, el sistema descrito si seria compatible con la aproximacién demostrada en este
estudio, pues no discrimina los dobletes segln los pardmetros de dispersion de la luz,
referentes al tamaiio y complejidad celular, sino por la intensidad de fluorescencia

relativa al ADN de cada célula (Figura 23).

W+

. "

FSC-Altura
SSC-Area

Eventos
CD25 APC-Cy7-Area

FSC-Amplitud CFSE-Area CFSE-Area FSC-Area FSC-Area

Figura 23. Relacion entre la divisidn celular y la transicidon a propiedades modificadas de la FSC. Las
células con una mayor expresion de CD25 mostraron un incremento de la sefial FSC-Amplitud (W+, en
azul). La dilucién de CFSE revel6 una proporcion de células que se habian dividido al menos una vez
(D+), y los perfiles de dispersidon de la luz mostraron una proporcién creciente que era W+ con un
aumento de FSC-Area/Altura. (Imagen adaptada de Forward light scatter is a simple measure of T-cell

activation and proliferation but is not universally suited for doublet discrimination*>).
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Otro punto para tener en cuenta es la necesidad de lisar los eritrocitos para minimizar
la coincidencia con los leucocitos y discriminar los dobletes mediante parametros de

dispersién de la luz, sin diluir las muestras.

A pesar de que las soluciones de lisis se utilizan en un gran nimero de estudios de
citometria de flujo, estas pueden afectar a las mediciones sobre la dispersion de la
luz?>*155 Esto es debido a que ésta se ve afectada por mdltiples factores, como el indice
de refraccidon entre el medio intra y extracelular, por ejemplo, por alteraciones en la
integridad de la membrana plasmatica. Otros factores que también afectan a la
dispersidn de la luz son la estructura interna de la célula, su forma y orientacién y la
presencia de materiales que absorben la longitud de onda incidente!®. Por lo tanto, la
aplicacion de métodos que eviten la lisis, como los métodos de minima manipulacion de

la muestra, evita estos factores que pueden afectar a la dispersidn de la luz.
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2.1 Discriminacidon de dobletes: dispersion de la luz vs. fluorescencia

Se compararon el método de discriminacion de agregados y dobletes basados en los
parametros del pulso (drea y altura) de la dispersién frontal de la luz, con el uso de
sondas fluorescentes (DCV/Ho342) para el ADN, bajo tres condiciones experimentales
diferentes. Las tres condiciones fueron: minima manipulacién de la muestra (NLNW, No
Lyse No Wash) (Figura 24 C, F), lisis con el kit CyLyse™ basado en formaldehido (FH) (lisis
sin lavado) (Figura 24 B, E) y lisis con una solucién de cloruro de amonio (lisis con lavado)

(Figura 24 A, D).
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Figura 24. Discriminacién de dobletes segun los parametros de dispersion de la luz y fluorescencia. En
la primera fila se muestran los density plot para la discriminacion de dobletes segtin los parametros del
pulso Altura vs. Area de la dispersion frontal de la luz, utilizando (A) la solucién de lisis no fijadora de
cloruro de amonio, (B) CyLyse™, una solucién de lisis que contiene formaldehido, un reactivo fijador
que no requiere de un paso de lavado, y (C) sin aplicar ninguna solucién de lisis ni proceso de lavado.
En la segunda fila se muestran los density plot para la discriminacion de dobletes seguin los parametros
del pulso Altura vs. Area de la fluorescencia del ADN detectada por el marcaje con DCV, utilizando los
mismos procesos de lisis y no lisis de la fila superior: (D) cloruro de amonio, (E) CyLyse™, y (C) minima

manipulacion de la muestra.
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Los métodos que incluyeron la lisis de los eritrocitos proporcionaron una dispersién de
la luz suficientemente preservada para realizar la discriminacion de los dobletes en
muestras de donantes sanos, y el método basado en fluorescencia, una preservacién
6ptima del pulso de fluorescencia. Por el contrario, la dispersidn frontal de la luz se vio
altamente degradada al utilizar los métodos de minima manipulacién de la muestra
(Figura 24 C), dificultando la discriminacién de los dobletes al utilizar los parametros de
dispersién de la luz bajo las condiciones de minima manipulacién de la muestra y sin
diluir la muestra, debido a la coincidencia de los eritrocitos con los leucocitos al pasar el
punto de interrogacién. Por lo tanto, la discriminacion de los dobletes utilizando los
parametros de dispersion de la luz bajo estas condiciones experimentales, fue posible
en las muestras en las que se lisaron los eritrocitos (Figura 24 A, B). Las ratios de los
singletes obtenidas tanto para la concentracion como el porcentaje entre ambos
métodos de discriminacién de agregados, fue de 1,004 al procesar las muestras con la

solucion de cloruro de amonio y de 1,003 con la solucién CyLyse™.

El método basado en el marcaje fluorescente del ADN permite realizar la discriminacién
de los dobletes sin necesidad de diluir la muestra, lisar los eritrocitos o discriminarlos
por la diferencia de absorbancia de la oxihemoglobina a la luz azul y violeta v,
minimizando a la vez la manipulacidon sobre la muestra. El motivo de discriminar los
eritrocitos se debe a que estos normalmente se encuentran en una proporcion 700:1
respecto a los leucocitos, causando coincidencia con estos cuando se utiliza una fuente
de luz de 488 nm. También cabe destacar que el método basado en el marcaje
fluorescente del ADN, en comparacion al método basado en la dispersidon de la luz,
facilita la identificacion de los clusteres de dobletes y singletes y, por lo tanto, una

seleccidon mas precisa de los singletes, incluso en muestras no patoldgicas.

Al estudiar las propiedades de la dispersion de la luz en muestras que no han sido
sometidas a la lisis de eritrocitos y han sido adquiridas discriminando los eritrocitos
mediante el uso de un marcador fluorescente, es mas adecuado utilizar el pardmetro
Altura (Figura 25 B) en lugar del parametro Area (Figura 25 A), debido a que, aunque
han sido discriminados en la adquisicién, estos estaban presentes en la muestra

adquirida y por lo tanto contribuyen al parametro Area del pulso'®.
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Figura 25. Contribucion de los eritrocitos en el parametro Area del pulso de la dispersion de la luz en
muestras no lisadas y adquiridas a alta velocidad, en las que los eritrocitos fueron discriminados
mediante marcaje fluorescente. (A) Density plot mostrando la dispersion de la luz de células nucleadas
seglin el parametro Area del pulso, en una muestra de sangre periférica no lisada. Se muestra que el
parametro Area del pulso no es adecuado para muestras sin lisar debido a la contribucién de los
eritrocitos a este parametro. (B) Density plot mostrando la dispersion de la luz de células nucleadas
segun el parametro Altura del pulso, en la misma muestra de sangre periférica. Se muestra que el

parametro Altura es mas preciso para representar muestras de sangre no lisada.

También se compararon las concentraciones celulares de los singletes obtenidas
después de la discriminacion de dobletes segun los diferentes métodos (dispersion de
la luz y fluorescencia) y condiciones (minima manipulacion de la muestra, lisis sin lavado,
lisis con lavado), en 24 muestras de donantes sanos.

La discriminacién de dobletes mediante la dispersion de la luz se realizé en las muestras
sometidas a la lisis de eritrocitos con la solucidn basada en cloruro de amonio y
formaldehido.

Para realizar las comparaciones se utilizd el analisis Bland-Altman. En este, para cada
comparacion, se representd la concentracidn celular promedio de las dos mediciones
(células/uL) (eje X), frente a la diferencia entre las concentraciones celulares obtenidas

para cada medicién emparejada (eje Y) (Figura 26). El intervalo de confianza (IC) del 95%
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fue determinado con el promedio + 1,96 veces la desviacidn tipica de la diferencia entre
los dos métodos a comparar.

Ambos métodos mostraron acuerdo con las muestras tratadas con la solucién de cloruro
de amonio (sesgo = 0,46; 95% IC = -1,3 a 2,2) y con la solucién formaldehido (sesgo =
0,41; 95% IC = -0,8 a 1,7). El método basado en fluorescencia ayudd a detectar mas

singletes en comparacion al método basado en la dispersidn de la luz (Figura 26).
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Figura 26. Graficos Bland-Altman para comparar los métodos de discriminacion de dobletes en n=24
muestras de sangre periférica de donantes sanos. Se representa el promedio de la concentracién celular
de la poblacién de células tnicas obtenida con el método de marcaje fluorescente del ADN y con la
dispersion frontal de la luz, contra la diferencia entre la concentracion obtenida por ambos métodos,
en las muestras tratadas con (A) cloruro de amonio (sesgo = 0,46; 95% IC = -1,3 a 2,2) y (B) CyLyse™

(sesgo =0,41; 95% IC = -0,8 a 1,7), para la lisis de los eritrocitos.

También se observd concordancia al comparar las concentraciones obtenidas bajo las
diferentes condiciones de lisis y no lisis y utilizando el método basado en la dispersion
de la luz y la fluorescencia (Figura 27). Las concentraciones celulares obtenidas con la
condicién de minima manipulacion de la muestra fueron superiores a las obtenidas con

el método de lisis y lavado (Figura 27 C).

132



>
mm
n
o
w
=]
Q
<

304 30+
G 20- .. 3 20 Ce
< L] <
T .. T Ol
z . . Z . .
1 10_ . Y % % . L] 10_ . ® .. .
3 L L, _
5‘ 0 T T 5 o 0 T T 1
100 200 300 100 ° 200 300
-10- -10-
Promedio de CyLyse™ y NH,CI Promedio de CyLyse™ y NH,CI
C Ho342/DCV D DCV
5= 10
0 1 n 1 1 .. &
S 400 . - 200 300 R 5 .
Z -5 . g o : &
z v zn . .h . ¥
A =0 s w5 o 0 o T 1
Q & ®i'16 g 100 - 200 . 300
T -154 04 . -
= — 3 -5
-20 ¢ .
-25- -10-
Promedio de NH4Cl y NLNW Promedio de CyLyse™ y NLNW

Figura 27. Graficos Bland-Altman para la comparacién de los métodos de discriminaciéon de dobletes
entre diferentes condiciones experimentales utilizando n=24 muestras de sangre periférica de donantes
sanos. Se representa el promedio de la concentracidn celular de la poblacién de células Gnicas obtenidas
bajo condiciones experimentales diferentes, contra la diferencia entre las concentraciones celulares.
(A) Comparacion de células individuales obtenidas por el método de dispersion de la luz utilizando las
soluciones CyLyse™ y cloruro de amonio (sesgo =12,51; 95% IC =-1,2 a 26,3). (B) Comparacion de células
individuales obtenidas por el método de marcaje fluorescente del ADN utilizando las soluciones
CyLyse™ y cloruro de amonio (sesgo = 12,46; 95% IC = -1,9 a 26,9). (C) Comparacion de células
individuales obtenidas por el método de marcaje fluorescente del ADN utilizando la solucion de cloruro
de amonio y sin realizar lisis ni lavado (sesgo = -10,90; 95% IC = -22,3 a 0,5). (D) Comparacién de células
individuales obtenidas por el método de marcaje fluorescente del ADN utilizando la solucién CyLyse™

y sin realizar lisis ni lavado (sesgo = 1,56; 95% IC = -4,4 a 7,6).

2.2 Discriminacidon de dobletes en productos con elevada celularidad

El uso de sondas fluorescentes de ADN para la discriminacion de dobletes, en
comparacion a los métodos basados en la dispersion de la luz, facilita la discriminacion
de estos especialmente en muestras de elevada celularidad, en la deteccién de

poblaciones de células raras y/o minoritarias y en estudios de ERM, entre otras.
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En muestras con una elevada celularidad y que pueden presentar un elevado nimero
de agregados, como, por ejemplo, muestras de producto de leucoaféresis, el método de
discriminacidon de dobletes basado en la dispersion de la luz identificd errdneamente
algunas de estas células como dobletes debido a la coincidencia por la elevada
celularidad (Figura 28 A) o formacion de agregados con, por ejemplo, células CD34+
(Figura 29 E). Sin embargo, el método basado en el uso de sondas fluorescentes de ADN
permitié discriminar los dobletes a pesar de la elevada celularidad, sin necesidad de
diluir la muestra (Figura 28 B) e independiente de las caracteristicas de dispersién de la
luz de las células permitiendo, por ejemplo, en la discriminacion de los dobletes sin
excluir las células CD34+ en muestras de sangre periférica movilizada (Figura 29 F). Cabe
mencionar que dicha discriminacion de dobletes se realizé sobre la poblacidn de interés
para facilitar la identificacién de estos (Figura 29 F), proporcionando una ratio de
nimero de eventos de singletes entre ambos métodos de discriminacién de agregados,

superior a 1 (1,026).
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Figura 28. Comparacion de la discriminacion de dobletes segun los parametros de dispersion de la luz y
fluorescencia en una muestra con elevada celularidad. Discriminacion de dobletes en una muestra de
producto de leucoaféresis utilizando (A) los parametros del pulso Area vs. Altura de la dispersion frontal
de la luz, y (B) los parametros del pulso Area vs. Altura de la fluorescencia del ADN detectada por el
marcaje con DCV. La estadistica mostrada en los graficos corresponde al nimero de células dentro de

la region.
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Figura 29. Comparacion de la discriminacion de dobletes segun los parametros de dispersion de la luz y
fluorescencia en una muestra de sangre periférica movilizada para el recuento de células CD34+. (A - D)
Estrategia de analisis para contar células progenitoras hematopoyéticas CD34+ (R4) basado en las
recomendaciones de la ISHAGE. (E) Discriminacion de dobletes sobre células CD34+ segln los
parametros de dispersion de la luz y, (F) de la fluorescencia. La estadistica mostrada en los graficos

corresponde al nUmero de células dentro de la region.

2.3 Eliminacion de eventos coincidentes por hardware durante la

adquisicion

Adicionalmente, se adquirieron las n=24 muestras de sangre periférica incluyendo los
eventos coincidentes y se compard la concentracién celular obtenida después de la
discriminacidn de dobletes con la obtenida con la exclusién de los eventos coincidentes

(Figura 30).
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de dobletes sin excluir y excluyendo los eventos coincidentes. (C) Comparacion para las muestras lisadas
con cloruro de amonio y utilizando el método de discriminacion de dobletes segun los parametros de
dispersion de la luz (sesgo = -4,44; 95% IC = -20,1 a 11,2). (D) Comparacién para las muestras lisadas con
cloruro de amonio y utilizando el método de discriminacion de dobletes segun fluorescencia (sesgo = -
4,02; 95% IC = -19,7 a 11,7). (E) Comparacion para las muestras lisadas con CyLyse™ vy utilizando el
método de discriminacion de dobletes seglin los pardametros de dispersion de la luz (sesgo = -0,63; 95%
IC = -4,7 a 3,5). (F) Comparacién para las muestras lisadas con CyLyse™ y utilizando el método de
discriminacion de dobletes segtn fluorescencia (sesgo = -0,45; 95% IC = -4,5 a 3,6). (G) Comparacion
para las muestras no lisadas y utilizando el método de discriminacion de dobletes segun fluorescencia

(sesgo =-2,44; 95% 1C=-12,0a 7,1).

En la Figura 30 se muestran la discriminacion de dobletes basada en la fluorescencia del
marcador de ADN en una muestra de sangre periférica sin excluir los eventos
coincidentes (Figura 30 A) y excluyéndolos (Figura 30 B) donde se puede visualizar los
eventos descartados por el sistema de aborto electrénico. Al comparar las muestras
lisadas con cloruro de amonio el sesgo fue de -4,44 cuando se discriminaron los dobletes
segln los pardmetros de dispersion de la luz (Figura 30 C) y de -4,02 cuando se
discriminaron segun la fluorescencia del marcador de ADN (Figura 30 D), indicando una
mayor concentracion celular en los singletes al eliminar los eventos coincidentes,
mediante la opcién de no excluir los eventos coincidentes. En las muestras lisadas con
CyLyse™ el sesgo fue préximo a cero en ambos casos; -0,63 al discriminar los dobletes
segun los pardmetros de dispersiéon de la luz (Figura 30 E) y de -0,45 segun la
fluorescencia del marcador de ADN (Figura 30 F). Y las muestras en las que no se aplicé
ninguna solucién de lisis ni lavado y, por lo tanto, la discriminacion de dobletes se realizé
segun la fluorescencia del marcador de ADN, el sesgo fue de -2,44 (Figura 30 G)
indicando nuevamente una mayor concentracion celular en los singletes cuando se
descartaron los eventos coincidentes mediante la opcién de no excluir los eventos

coincidentes.
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2.4 Discriminacion de dobletes en los citdmetros Attune™ y Attune™ NxT

Con posterioridad a la comparaciéon de los valores obtenidos de concentracidn celular
de singletes, con la opcidon de descartar los eventos coincidentes habilitada y sin
habilitar, se compararon los valores obtenidos entre ambos citdmetros de flujo, al
realizar la discriminacién de dobletes segun la dispersion de la luz y fluorescencia y en
las diversas condiciones experimentales de lisis con lavado, lisis sin lavado y minima
manipulacion de la muestra.

En las muestras lisadas con la solucion de cloruro de amonio se observé una mayor
concentracion celular en los singletes al adquirir las muestras en el citdmetro de flujo
Attune™ NxT, respecto el Attune™, independientemente de utilizar el método basado
en fluorescencia (sesgo = -10,85; 95% IC = -24,6 a 2,9) (Figura 31 A) o en dispersion de
la luz (sesgo =-13,34; 95% IC =-28,3 a 1,7) (Figura 31 C).
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Figura 31. Gréficos Bland-Altman para la comparacién de la concentracién celular obtenidas en los
citometros Attune™ y Attune™ NxT para todas las condiciones experimentales y estrategias de
discriminacion de dobletes excluyendo los eventos coincidentes. (A) Comparacion para las muestras
lisadas con cloruro de amonio y utilizando el método de discriminacién de dobletes segtin fluorescencia
(sesgo=-10,85;95% IC =-24,6 a 2,9). (B) Comparacion para las muestras lisadas con CyLyse™ y utilizando
el método de discriminacién de dobletes segtin fluorescencia (sesgo = -7,35; 95% IC = -16,8 a 2,1). (C)
Comparacion para las muestras lisadas con cloruro de amonio y utilizando el método de discriminacion
de dobletes segtin los parametros de dispersion de la luz (sesgo = -13,34; 95% IC = -28,3 a 1,7). (D)
Comparacion para las muestras lisadas con CyLyse™ vy utilizando el método de discriminacion de
dobletes seguin los parametros de dispersion de la luz (sesgo = -7,63; 95% IC = -17,6 a 2,3). (E)
Comparacidn para las muestras no lisadas y utilizando el método de discriminacion de dobletes segun

fluorescencia (sesgo =-9,63; 95% IC =-21 a 1,7).
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Se observaron resultados similares al utilizar la solucidon CyLyse™ en el método basado
en fluorescencia (sesgo = -7,35; 95% IC =-16,8 a 2.1) (Figura 31 B) y dispersién de la luz
(sesgo = -7,63; 95% IC = -17,6 a 2.3) (Figura 31 D). No obstante, las diferencias en la
concentracion celular fueron menores respecto las muestras preparadas con la solucion

de cloruro de amonio (Figura 31 A, C).

En el caso de las muestras lisadas tanto con la solucién de cloruro de amonio, como con
la solucién CyLyse™ (Figura 31 A - D), las diferencias en la concentracion celular se vieron
incrementadas en las muestras con mayor concentracion celular, por el contrario, estas
diferencias segun la concentracion celular, no se observaron en las muestras en las que
se aplicé el método de minima manipulacién de la muestra (sesgo =-9,63, 95% IC = -21

a1,7) (Figura 31 E).

2.6 Efecto de las soluciones de lisis de eritrocitos sobre las poblaciones

leucocitarias

Se compard la discriminacién de dobletes entre las muestras lisadas y sin lisar, siguiendo
el método basado en fluorescencia (Figura 32). Las comparaciones no mostraron
diferencias significativas en términos de concentracién celular en los singletes (ANOVA)
al discriminar los dobletes en muestras de sangre periférica de donantes sanos. Sin
embargo, las comparaciones por pares entre las muestras lisadas con cloruro de amonio
y las muestras sin lisar mostraron una pendiente inferior a uno (pendiente = 0,92; 95%
IC=0,90 a 0,94; P-valor < 0,0001) indicando que esta solucidn de lisis eritrocitaria causé
también deplecién leucocitaria. En cambio, cuando se utilizé la solucidon CylLyse™ la
pendiente resultante fue préxima a uno (pendiente =1,01; 95% IC = 1,00 a 1,02; P-valor
< 0,0001). Estos resultados en conjunto indican que la mayor pérdida de leucocitos fue

causada por el lavado de las muestras.
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Figura 32. Regresion lineal de la discriminaciéon de dobletes basado en la fluorescencia del ADN
comparado entre muestras lisadas y sin lisar. Las células individuales seleccionadas por los parametros
Area y Altura de la fluorescencia del marcador DCV se comparé por regresion lineal entre muestras sin
lisar y muestras lisadas con cloruro de amonio y CyLyse™. Para las muestras lisadas con cloruro de
amonio, la pendiente de 0,91 (P-valor < 0,0001; 95% IC = 0,90 a 0,94), indicando una pérdida celular en
comparacion a las muestras no lisadas. Para las muestras lisadas con CyLyse™, la pendiente fue de 1,01

(P-valor < 0,0001; 95% IC = 1,00 a 1,02).
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Estudio Il: Cuantificacion de la actividad fosfatasa

alcalina granulocitaria mediante citometria de flujo
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1.1 La Fosfatasa Alcalina granulocitaria

La fosfatasa alcalina granulocitaria es una proteina de membrana plasmatica con la
capacidad de hidrolizar monoésteres de acido fosférico en pH alcalino. Fue descrita por

primera vez en 1907 por Suzuki y colaboradores>®

y su presencia en los leucocitos fue
sugerida por Kay en 1929%7. Se conocen cuatro isoformas de fosfatasa alcalina (TNAP,
Tissue-Nonspecific Alkaline Phosphatase/liver-bone-kidney type; PLAP, Placental
Alkaline Phosphatase; GCAP, Germ Cell Alkaline Phosphatase; y IAP, Intestinal Alkaline
Phosphatase) clasificadas segun el gen por el que son codificadas (ALPL, ALPP, ALPP2 i

APL1 respectivamente) y nombradas segun su localizacion de expresiént>81%9,

La fosfatasa alcalina granulocitaria se incluye en el grupo de la isoforma TNAP v, la
denominacion de fosfatasa alcalina leucocitaria se debe a que esta isoforma se
sobreexpresa en los granulocitos®?. Siendo Gomori el primer investigador en demostrar

que la fosfatasa alcalina leucocitaria se encuentra en estas células®?,

1.2 Utilidad clinica del indice de actividad de la fosfatasa alcalina

granulocitaria

La determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria se utiliza como
un ensayo robusto en diversas patologias hematolégicas y enfermedades
infecciosas!'*12 convirtiéndolo en el método de evaluacién mas utilizado en la practica
clinica habitual como parte de las pruebas necesarias en casos de trastornos

hematoldgicos tanto en el soporte al diagndstico como en el seguimiento de éstas!4.

Entre los trastornos hematoldgicos, la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria se
encuentra disminuida en la leucemia mieloide crénica, sindromes mielodispldsicos y en
la hemoglobinuria paroxistica nocturna. Y, elevada en la policitemia vera, enfermedad

de Hodgkin en su fase activa, leucemia aguda linfoblastica, y en la anemia aplasical®3164,

La actividad de la enzima también se ve alterada en pacientes con enfermedades

infecciosas, siendo de utilidad para orientar si una infeccién es de origen virico o

162

bacteriano, encontrandose sus niveles disminuidos en el primer caso°4, supuestamente
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por el aumento del interferdn segregado por los linfocitos Ty aumentados en el segundo

caso'®>,

A pesar de la asociacién del nivel de actividad de la fosfatasa alcalina y determinadas
enfermedades, el nivel de actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria no determina
un diagndstico directo por si solo. Sin embargo, el nivel de actividad de la fosfatasa
alcalina granulocitaria, junto con otras caracteristicas clinicas del paciente, resulta de
utilidad para orientar el diagndstico, asi como otras posibles pruebas clinicas a realizar.
Por ejemplo, el nivel de actividad de la enzima es de utilidad para la realizacién del
diagnostico diferencial entre la leucemia mieloide crdnica y las reacciones leucemoides
neutrofilicas, pues estas Ultimas presentan niveles muy elevados de la enzima. No
obstante, los pacientes afectos de leucemia mieloide crénica, enfermedad a la que se le
asocian niveles de actividad fosfatasa alcalina muy bajos o nulos, si sufren una aplasia o

una infeccién, presentardn un aumento de la actividad de la enzima!?*4,

También es de interés clinico en la evolucién de dicha enfermedad, pues la
normalizacién de los niveles de actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria durante
la remisidn terapéutica indica un prondstico favorable, mientras que el incremento

progresivo se asocia como precedente al brote bléstico terminal*4,

También se deben tener en cuenta las circunstancias extrahematolégicas de los
pacientes, como pueden ser el estrés quirdrgico, el embarazo y tratamientos con
progestagenos, corticoides y/o factores de crecimiento granulomonociticos, pues

pueden causar el aumento de la actividad de la enzima!*4.

La utilidad de esta prueba no se limita a las patologias ya mencionadas, sino que engloba
un conjunto mayor como se puede observar en la Figura 33, donde se muestra una
clasificacién de patologias asociadas a unos niveles elevados o disminuidos de actividad
de la fosfatasa alcalina granulocitaria segun unos intervalos de valores normales que son

establecidos en cada centro4.

Es remarcable mencionar que, a pesar de la complejidad de la determinacion de la
actividad fosfatasa alcalina granulocitaria en el diagndstico, casi siete décadas avalan su

utilidad e importancia en el diagndstico de diferentes patologias hematolégicas'®®.
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Valores aumentados Valores disminuidos

Anemias aplasicas | | Leucemia mieloide crénica tipica en fase cronica

Neutropenia congénita (50% Hemoglobinuria paroxistica nocturna
P . Valores normales

Policitemia Vera 1 Mononucleosis infecciosa
Osteomielorreticulosis (75%) |< >I Leucemias agudas mieloblasticas
Leucemia aguda linfoide Sindromes mielodisplasicos
Leucemia neutrofilica crénica | Purpura trombocitopenia idiopatica
Reacciones leucemoides neutrofilicas || I Osteomielorreticulosis (25%)
Enfermedad de Hodgkin en fase activa | | Sarcoidosis

Tricoleucemia I I Colagenosis

Benzolismo subclinico = .

Figura 33. Lista de las principales hemopatias en las que se aplica la prueba de la fosfatasa alcalina
granulocitaria, clasificadas segun sus niveles de actividad fosfatasa alcalina granulocitaria, siguiendo el
método citoquimico. Los valores normales los establece cada centro utilizando muestras control para
establecer un rango de valores normales de la actividad de la enzima. (Imagen adaptada de “La citologia

6ptica en el diagndstico hematoldgico™ ).

1.3 Meétodo citoquimico semicuantitativo de la actividad Fosfatasa

Alcalina Granulocitaria

La determinacion del nivel de actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria se realiza
principalmente mediante una prueba citoquimica. El método citoquimico en el que esta
basada la prueba utilizada en la actualidad fue introducido por Menten, Junge y Green
en 19447 para la localizacion de la fosfatasa alcalina en tejido renal. La aplicacién de
este método para la deteccién de la fosfatasa alcalina en leucocitos fue reportada por
Vercauteren en 195418, 3 pesar de ello, no indicd la técnica ni proceso utilizado, el cual
fue descrito en detalle al afio siguiente por Kaplow!®®, y posteriormente se describieron
modificaciones referidas principalmente a los reactivos utilizados y la clasificacion de la

actividad de la enzimal62170,

El principio de este método citoquimico se basa en la capacidad catalitica de esta enzima
para hidrolizar ésteres de fosfato a partir de fosfatos de naftol en condiciones de pH
alcalino. Seguidamente, el naftol liberado se une a una sal de diazonio formando un
precipitado de color pardo, visible mediante microscopia 6ptica, el cual precipita en el
citoplasma acorde a la actividad y localizacion de la enzima. La intensidad de la
coloracién se correlaciona positivamente con la actividad de la enzima, aunque el color

del precipitado puede variar segun la sal diazoica utilizada®’.
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La técnica se realiza sobre extensiones de sangre periférica, para que posteriormente el
personal técnico/especialista cualificado, mediante un microscopio dptico, clasifique
100 neutrdfilos en diferentes categorias de actividad seglin el incremento de la
coloracion obtenida en el citoplasma de cada neutrdfilo (Grado 0, Grado 1 y Grado 2)

(Figura 34).

La formula utilizada para obtener el valor de la actividad fosfatasa alcalina de cada
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muestra estda basada en la formula descrita previamente por Kaplow*®®, la cual es

adaptable segun los niveles de clasificacion que aplique cada centro:

Puntuacion de la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria =

(Granulocitos nivel 0 x 0) + (Granulocitos nivel 1 x 1) + (Granulocitos nivel 2 x 2)

En la Figura 34 se muestra un ejemplo de la clasificacidn visual de la actividad fosfatasa
alcalina granulocitaria en tres niveles, dependiente del observador. También existen
clasificaciones de cuatro niveles!’’! como mostré la Sociedad Americana de
Hematologia'’? (Figura 35) o incluso de seis como se indica en el kit Leucognost® ALPA

de Merck!”3.

Figura 34. Fotografias de microscopia 6ptica representativas de la clasificacion de la actividad de

A B c

fosfatasa alcalina granulocitaria por el método citoquimico realizado con sal de diazonio azul y solucién
de Mayer. Muestra de categorias de intensidad de color del precipitado ocre en neutroéfilos por

microscopia 6ptica: nivel 0 (A); nivel 1 (B) y nivel 2 (C).
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Introduccion Estudio Il

Figura 35. Fotografia de microscopia dptica clasificando los neutréfilos en hasta 4 niveles, del nivel mas
bajo 1 hasta el 4. Utilizando naftilo AS-B1 fosfato, hidrolizado a aril maftilamida por la fosfatasa alcalina
y unido/acoplado a la sal de diazonio produciendo un precipitado azul. (Imagen adaptada del Leukocyte

alkaline phosphatase (LAP) scoring'’?).

1.4 Aspectos criticos de la metodologia citoquimica

A pesar de ser una prueba ampliamente utilizada y, realizada satisfactoriamente en los
diferentes centros, presenta algunos aspectos que con los avances actuales pueden ser
mejorados.

El mas importante de estos aspectos es que la prueba requiere de una evaluacién
subjetiva y dependiente del observador, de la intensidad colorimétrica del precipitado
citoplasmatico. La realizacion de estas evaluaciones y clasificaciones en diferentes
grupos de actividad segun la intensidad del color requiere en primer lugar, de personal
experimentado y, en segundo lugar, el establecimiento de un rango de valores normales
con los que comparar los valores de la actividad fosfatasa alcalina de los pacientes,
siendo importante remarcar que el rango de valores normales es establecido por cada

centro, hecho que dificulta su estandarizacién.
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1.5 Papel de la citometria de flujo en la cuantificacion de la fosfatasa

alcalina granulocitaria

En las dltimas tres décadas se han realizado diversos intentos de adaptar la prueba de
la determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina a la citometria de flujo. La
aplicacion de la citometria de flujo supondria un apoyo al método establecido en
diversos aspectos, como serian el desarrollo de un método rdpido, cuantitativo y
objetivo, ofreciendo también la ventaja de incrementar el poder analitico y estadistico
al analizar una gran cantidad de células, en la actualidad decenas o cientos de miles por
cada prueba. Asimismo, el uso de fotomultiplicadores para la deteccion de Ia
fluorescencia permite obtener unas escalas de intensidad, representativas de la
actividad de la enzima, muy superiores a la clasificacién obtenida con microscopia

Optica.

Las adaptaciones previas de la prueba citoquimica a la citometria de flujo se basaron en
la utilizacion de paneles de anticuerpos para detectar la expresion de la
proteina/enzima'’*'’>, o en el desarrollo de un método en el que se sustituye la sal de
diazonio utilizada en la reaccidn citoquimica por la sal Fast Red Violet LB o Fast Red TR,
las cuales emiten con un pico de fluorescencia en 628/630 nm cuando se excitan con un
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laser de argdn en 514 nm*’®, en todos ellos implicando la muerte de las células para su

analisis.

1.6 Analisis digital de las imagenes de microscopia optica de neutrofilos

Actualmente existen herramientas bioinformaticas con capacidad para analizar
imagenes digitales de microscopia dptica en escala de grises, utilizadas en el diagndstico

clinico, como se demostré hace mas de una década en el andlisis de metafases'’”.

El motivo para desarrollar un método de analisis de imagen para la fosfatasa alcalina
granulocitaria fue para poder cuantificar la intensidad del color relativa a la actividad del

enzima y compararla con el método desarrollado por citometria de flujo funcional.
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Ademas, otros estudios de diferentes campos han demostrado la utilidad del analisis del
color mediante herramientas informaticas para la simplificacién de otras técnicas como

la medicién del color de la piel'’®, la determinacién de la calidad de la carne para el
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consumo*’?, la visualizacién de datos dmicos**®, o la cuantificacién colorimétrica de
dispositivos analiticos basados en papel*®!. Para la realizacién de esas aproximaciones,
se utilizaron modelos de color desarrollados por la CIE (Commission International
d’Eclairage) como el CIELAB y el RGB y, el HSB y el HSL descritos por Alvy Ray Smith en

1978182,

Taylor A. y colaboradores reportaron que la combinacion y conversion de diferentes
colores a escala de grises puede causar la pérdida de informacién y que por lo tanto la

percepcién humana del color y la intensidad de la escala de grises no es equivalentel®3,

Para explicar la percepcion humana del color existen dos teorias: la teoria del color

tricromatico y la teoria del color opuesto8418,

La teoria tricomatica del color explica la percepcion del color como la interaccion de las
seflales recibidas por tres tipos diferentes de fotorreceptores, cada uno con una

sensibilidad a un espectro de luz distinto, reconociendo los colores azul, verde y rojo.

Por otro lado, la teoria de los colores opuestos, postula que ciertos pares de colores son
antagonistas unos de otros, véase rojo y verde, azul y amarillo y blanco y negro. De tal
modo que, si una longitud de onda correspondiente al espectro de luz amarilla estimula

su respectivo fotoreceptor, esta a su vez causa la inhibicidn de la visién del color azul.

Cabe mencionar que ambas teorias se han demostrado empiricamente, por lo que tal y
como exponen Ohta O. y Robertson A.1®%, |a respuesta tricromética se encuentra
presente en los conos/fotoreceptores, mientras que las sefiales eléctricas generadas,

son sometidas a un procesamiento que obedece a la teoria de los colores opuestos.

Aunque es cierto que el modelo de color CIELAB desarrollado en 19768, basado en la
teoria de los colores opuestos, es el modelo mads utilizado, el modelo HSB es mas

adecuado para este estudio, debido a los pardmetros que procesa.

Estos parametros son: tonalidad, saturacion del color e intensidad del brillo. La tonalidad

hace referencia a la gradacién de colores dentro del espectro de luz visible, que es el
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espectro que se evalla en este andlisis. La saturacién hace referencia a la intensidad de
los colores, en este caso a la intensidad del precipitado que se quiere evaluar. Y el brillo
es un atributo de la percepcion visual de la luz emitida por una fuente de luz, en este

caso la bombilla del microscopio.

Este ultimo punto tiene especial relevancia, pues para poder comparar diferentes
muestras es necesario normalizar los valores segln el ruido de fondo, determinado por
la intensidad de la luz. Por motivos inherentes al método, a pesar de procurar utilizar la
misma intensidad de luz para la obtencidon de las imdagenes, es posible que existan
pequeias variaciones de esta. Asimismo, si se desarrollara un método automatizado de
analisis de imagen, seria necesario optimizar el sistema de iluminacidon para obtener

unos resultados mas precisos!®’.
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2.1 Comparacion de la citometria de flujo y el método citoquimico sobre

la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria

Se compararon los valores del indice de la actividad fosfatasa alcalina obtenidos
mediante el método citoquimico en 29 muestras y los obtenidos mediante la
aproximacion por citometria de flujo. Esta comparacién mostré que los valores son
diferentes en término de rango de actividad de la enzima. Asimismo, demostré que los
valores obtenidos por citometria de flujo producen una mayor variabilidad de la
asignacion de la intensidad de fluorescencia, sugiriendo que la citometria de flujo tiene
una mayor sensibilidad que el método citoquimico y permite la deteccidon de valores

mas elevados, que no podrian ser detectados en una clasificacion de intensidad del color

(Figura 36).
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Figura 36. Comparacion de los valores de la actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria con el
método citoquimico y por citometria de flujo. Las puntuaciones de la actividad fosfatasa alcalina
granulocitaria se obtuvieron de n=29 muestras para ambos métodos; las puntuaciones obtenidas por el
método citoquimico y las obtenidas por citometria de flujo. Las lineas horizontales de puntos
representan la mediana de los valores para cada método. (Imagen adaptada de Flow cytometric

quantification of granulocytic alkaline phosphatase activity in unlysed whole blood?’).
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Los valores de ambos indices, normalizados a 100, demostraron que las diferencias entre
ambos métodos son estadisticamente significativas (95% IC = 17,38 — 45,95; P-valor

<0,0001).

Al comparar estos mismos valores segun el analisis Bland-Altman, se observé que ambos

indices demostraban concordancia (sesgo =-42,3; 95% IC= 274,8 — -359,5) (Figura 37).

=

= 500+

[}

©

8

@ e .

g (U e T T T 1
't? 100 200 300 400 500
8 L]

£ -500- |

o

2 .

o

2

% -1000-

= Promedio Método citoquimico y Citometria de flujo

Figura 37. Grafico Bland-Altman para la comparacion de los valores de actividad de la fosfatasa alcalina
granulocitaria. Comparacién Bland-Altman del método citoquimico y el método de citometria de flujo.

(sesgo =-42,3; 95% IC= 274,8 — -359,5).

2.2 Comparacion del analisis digital y con el sistema de clasificacion

dependiente del observador

Debido a las diferencias al comparar un método semicuantitativo, en este caso en el
método citoquimico, con un método cuantitativo, la deteccién de un sustrato
fluorescente mediante citometria de flujo, se realizé una aproximacion con el programa
de andlisis de imagen Image) para poder cuantificar la intensidad del color,

correspondiente a la intensidad de pixel.

Se cuantifico la intensidad de pixel del citoplasma de 91 imagenes de neutrofilos de una
extensidon de sangre preparada siguiendo el método citoquimico. Las medianas de la

intensidad de pixeles mostraron diferencias significativas segun la intensidad del color
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(Figura 38), correspondiéndose con el valor de actividad del enzima obtenido por
microscopia dptica (Kruskal-Wallis = 57,86; P-valor < 0,0001) del nivel de actividad de la

fosfatasa alcalina granulocitaria.
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Figura 38. Clasificacion de la intensidad del citoplasma de neutréfilos medida con el analisis de imagen
en 32-bits. El eje X representa la clasificacién del nivel de actividad fosfatasa alcalina dependiente del
observador segtin el método citoquimico, y el eje Y representa el valor de la mediana de la intensidad

de color obtenida con el programa de analisis de imagen.

2.3 Efecto del uso de diferentes aumentos dpticos en el analisis digital de

las imagenes

Partiendo de que las imagenes obtenidas con un mayor nimero de aumentos muestran
una menor distorsion y facilita el analisis de imagen, se comprobd si el uso de objetivos
de diferentes aumentos resultaba un factor critico para el analisis de la imagen y la
obtencién de las mediciones. Se compararon las imagenes tomadas con ocular de 10

aumentos y objetivos de 50 (500X) y 100 (1000X) aumentos de las mismas n=41 células.

Al comparar los valores obtenidos de la mediana y la desviacion estandar segun el
analisis Bland-Altman, se observé que los valores obtenidos con ambos objetivos
mostraban acuerdo (Figura 39). Indicando que se obtendrian resultados similares con
ambos objetivos, por lo que, por ejemplo, seria un analisis mas accesible al no requerir
un solo objetivo especifico y también podria evitarse el uso de aceite de inmersién

utilizando el objetivo de 50 aumentos.
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Figura 39. Graficos Bland-Altman para la comparacién de los andlisis de imagen de la fosfatasa alcalina
granulocitaria con el programa Imagel. Comparacion Bland-Altman de los valores de la mediana de

fotografias obtenidas con objetivos de microscopia éptica de 500 y 1000 aumentos.

2.4 Ruido de fondo del analisis de imagen

Para poder normalizar y comparar los valores del andlisis de imagen obtenido por
muestra y entre las diferentes muestras es necesario cuantificar el ruido de fondo de las
imagenes. En este analisis, el ruido de fondo se corresponde con la intensidad de la
iluminacidn y el espacio extracelular, es por ello por lo que se utiliza este ultimo para

cuantificar el ruido de fondo.

Se determind si seria mdas adecuado obtener el valor de ruido de fondo midiendo una
seccion del espacio extracelular colindante a la célula a analizar (ruido de fondo parcial,
RFP), o todo el espacio extracelular de la imagen digitalizada (ruido de fondo completo,
RFC), siendo mas precisa la primera opcion, pero sujeta a la subjetividad al seleccionar
la regidn especifica, mientras que la segunda opcidn eliminaria dicha subjetividad. Se
compararon los valores obtenidos de las secciones extracelulares adyacentes a los
neutroéfilos analizados con los valores de espacio extracelular completo de 69 fotografias

obtenidas de la misma extension de una muestra.
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Las regresiones lineales para estudiar la relacion entre los valores de ruido de fondo

obtenidos

con

ambas

aproximaciones

confirmaron

la

similitud de

ambas

aproximaciones (R?=0,8073; y=1,0098x; n=69) (Figura 40).
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Figura 40. Cuantificacion del ruido de fondo de las fotografias de extensiones de neutréfilos para
normalizar los valores de fotografias de diferentes muestras. Comparacion de los valores obtenidos al
cuantificar la intensidad de la iluminacién y espacio extracelular de toda la fotografia (ruido de fondo
completo) (eje Y) con los valores obtenidos al cuantificar una regién colindante a la célula de interés
(ruido de fondo parcial) (eje X) con el modelo de color HSB en el programa Imagel. El gréfico de
regresion lineal muestra una buena correlacion entre ambas aproximaciones de cuantificacién del ruido

de fondo (R?=0,8073; y=1,0098x; n=69).

Segln el analisis Bland-Altman, se observd que los valores de ambos ruidos de fondo
mostraban concordancia, mostrando que ambas medidas del ruido de fondo son validas.

(Figura 41).
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Figura 41. Grafico Bland-Altman para la comparacion de la cuantificacion del ruido de fondo de las
fotografias. Comparacién Bland-Altman de los valores de ruido de fondo de una seccién extracelular

colindante a la célula de interés y de todo el espacio extracelular.
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2.5 Correlacion del analisis de color HSB con la clasificacion dependiente

de observador

Se demostro la capacidad del andlisis de imagen en 32-bits para cuantificar la intensidad
del color del precipitado citoplasmatico en neutrdéfilos, de forma comparable a la
clasificacién visual en una misma muestra. La comparativa de diferentes muestras
presentd limitaciones debido a la superposicidén de la intensidad del color del nucleo y
de los precipitados citoplasmaticos en neutréfilos con una elevada actividad fosfatasa
alcalina granulocitaria. Por ello se realizé el analisis con el modelo de color HSB sobre un
total de 199 fotografias obtenidas de tres extensiones diferentes; Muestra 1 (n=83),

Muestra 2 (n=54) y Muestra 3 (n=62).

Las medianas de la intensidad de pixeles mostraron diferencias significativas segun la
intensidad del color, correspondiéndose con la clasificacidn clinica del nivel de actividad
de la fosfatasa alcalina granulocitaria para cada una de las tres muestras
individualmente (Muestra 1 Kruskal-Wallis=59,78; P-valor < 0.0001; Muestra 2 Kruskal-
Wallis=22,22; P-valor < 0,0001; Muestra 3 Kruskal-Wallis=37,73; P-valor < 0,0001) y en
conjunto (Kruskal-Wallis=112,8; P-valor < 0,0001) (Figura 42).
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Figura 42. Intensidad de precipitados en el citoplasma de neutroéfilos medida con el analisis de imagen
segin el modelo de color HSB. El eje X representa la clasificacion del nivel de fosfatasa alcalina
dependiente del observador segun el método citoquimico y el eje Y representa el valor de la mediana
de la intensidad de color obtenida con el programa de analisis de imagen. A. Muestra 1, n=83; B.

Muestra 2, n=54; C. Muestra 3, n=62; D. Muestras 1 a 3, n=199.

2.6 Comparacion de los métodos citoquimico, de citometria de flujo y de
analisis digital para la determinacion de la actividad fosfatasa alcalina

granulocitaria

Para comparar los valores obtenidos, se prepararon tres muestras adicionales de sangre
periférica con los siguientes métodos: 1) el método citoquimico utilizando el analisis
visual de las extensiones; 2) el método citoquimico utilizando el andlisis de imagen
digital HSB sobre las fotografias de microscopia éptica de las mismas extensiones; 3) el
método de andlisis digital HSB y 4) el método de citometria de flujo (Figura 43). Al
comparar los resultados obtenidos con el método citoquimico y el andlisis de las

fotografias utilizando la férmula del método citoquimico, se observaron diferencias que
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oscilan entre un 29% y 35%. Segun los resultados previos de la correlacién entre la
clasificacién dependiente del observador y el valor de intensidad obtenido por el andlisis
digital (Figura 42), estas diferencias son posiblemente debidas principalmente a que se

analizan de diferentes células presentes en la extension.

Sin embargo, al comparar los valores obtenidos de las mismas fotografias con el analisis
digital utilizando la férmula del método citoquimico y con la férmula desarrollada como
aproximacion a esta, indicado como HSB, aunque se observa una tendencia similar entre
las 3 muestras analizadas, mostraron unas diferencias que oscilan entre un 23% y 56%,
las cuales son posiblemente debidas a la comparacién entre un método

semicuantitativo y uno cuantitativo.

Al comparar los dos métodos cuantitativos (HSB y citometria de flujo) se observan
diferencias que oscilan entre un 21% y 79% y tendencias diferentes entre las 3 muestras
analizadas. Ademas, al comparar el método de citometria de flujo con el resto de los
métodos estudiados, las diferencias oscilan entre un 12% y 84%. Estas diferencias
posiblemente sean debidas a la mayor sensibilidad de la citometria de flujo y eventos
analizados respecto los métodos comparados, al método de minima manipulacion de la

muestra y a la posible deteccidn de diferentes actividades fosfatasa alcalina.
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Figura 43. indices de actividad de la fosfatasa alcalina granulocitaria obtenidos de tres muestras y 2
analisis semicuantitativos y 2 cuantitativos. Los resultados estan normalizados respecto al valor mas

elevado.
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Estudio llI: Cuantificacion de progenitores
hematopoyéticos CD34+ mediante sistemas

volumeétricos
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1.1 El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

El trasplante de progenitores hematopoyéticos es uno de los procedimientos realizados
en el tratamiento de diversas enfermedades hematoldgicas, considerado
potencialmente curativo!®®, La finalidad del trasplante de progenitores
hematopoyéticos es el restablecimiento del sistema hematopoyético e inmunitario del
paciente mediante una infusidn intravenosa de estos. Para ello se realiza previamente
un tratamiento de acondicionamiento al paciente para eliminar tanto las células
neoplasicas o patoldgicas, como los componentes celulares del sistema hematopoyético
de este. Estos progenitores hematopoyéticos utilizados en el trasplante pueden
proceder del mismo paciente (trasplante autdlogo) o de un donante compatible
(trasplante alogénico)*®°. En este caso, de donantes HLA-idénticos que pueden ser o no

emparentados, donantes HLA-no idénticos o, sangre de cordén umbilical®®°.

En los inicios de los trasplantes de progenitores hematopoyéticos, se realizaba el
trasplante de la médula désea del donante, concretamente de las crestas iliacas
posteriores. Los seis primeros trasplantes fueron llevados a cabo por el equipo del
profesor Donnall E. Thomas en 1957°! y aunque algunas de las muestras no procedian
de las crestas iliacas de los donantes, sino también de costillas o huesos largos, sentd las
bases para los trasplantes de médula 6sea tal y como se conocen hoy en dia. En la
actualidad, la obtencidn de estos progenitores proviene en la mayoria de los casos de la
sangre periférica movilizada del donante. Las muestras de sangre periférica movilizada
se obtienen mediante el proceso de leucoaféresis!®?, tras someter al donante a un
proceso de movilizacién. Este proceso consiste en la administracion de factores
estimulantes como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF,
Granulocyte Colony Stimulating Factor) o el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macroéfagos (GM-CSF, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating
Factor), provocando la proliferacion de neutréfilos y la liberaciéon de proteasas que
degradan las proteinas que mantienen las células progenitoras hematopoyéticas en la
médula dsea. Conjuntamente, si es necesario, se administran agentes movilizadores
como el plerixaflor, un farmaco antagonista del receptor alfa de la citoquina CXCR4

presente en las células progenitoras CD34+ de la médula ésea, impidiendo su unidn al
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SDF-1 y causando la movilizacion de estas células de la médula 6sea a la sangre

periférica.

La necesidad de este proceso de movilizacién se debe a que los progenitores
hematopoyéticos representan una proporcidon minoritaria de las células circulantes en
la sangre periférica normal. Estos son identificados con el marcador CD34, el cual fue
identificado en las células progenitoras hematopoyéticas y células madre en 1984 por

Civin Cl. y colaboradores®3.

Este proceso requiere de un cuidadoso y preciso recuento de las células progenitoras
hematopoyéticas CD34+. Esto es debido a que para asegurar que el injerto tenga éxito
y reducir la morbilidad del paciente y el tiempo que requerirda su recuperacion
hematoldgica, se requiere de una cantidad minima de células progenitoras
hematopoyéticas CD34+ para infundir en el paciente. Segun algunos autores, se
requieren de 2 a 5 millones de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ por
kilogramo del paciente en los trasplantes autélogos'®* 9’ y entre 4 y 7 en los
alogénicos!®®'%9, aunque se recomienda un trasplante de al menos 8 millones de
progenitores en los trasplantes autdlogos'®#1%. Segun las recomendaciones de la
ISHAGE, normalmente es suficiente con la reinfusion de 2 millones de células
progenitoras hematopoyéticas CD34+ por kilogramo de peso*’. Para obtener esta
cantidad de células progenitoras hematopoyéticas CD34+, es necesario saber en qué
momento iniciar el proceso de leucoaféresis, por ello es necesario realizar la
monitorizacion del recuento de las células CD34+ por citometria de flujo, pues las
concentraciones obtenidas en la recoleccion por leucoaféresis se correlacionan con el

recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ en sangre periférica?0%-24,

Una concentracion de 10-20x103 células CD34+/mL en sangre periférica movilizada?®,
la cual se alcanza aproximadamente en el quinto y noveno dia en el caso de trasplantes
alogénicos y autdlogos respectivamente, tras el inicio del tratamiento de movilizacidn,

es considerada un buen valor de corte para proceder a la leucoaféresis?6-207,
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1.2 Sistemas de recuento de células CD34+

Tras el descubrimiento del marcador CD34 en las células madre hematopoyéticas, se
realizaron diversos estudios para su cuantificacion. Entre estos estudios destacan el

208 o| estudio de Bender y colaboradores que incluyd el uso del

Protocolo de Milan
anticuerpo CD45%% y las recomendaciones de la ISHAGE?!?, Estas Gltimas establecieron
las bases del método mas extensamente utilizado para la cuantificacion de las células
progenitoras hematopoyéticas CD34+ en la sangre, caracterizadas por la ya mencionada
expresion del marcador CD34 y la expresidon débil del marcador CD45. El método
presentado requeria de un contador hematoldgico para realizar el contaje absoluto de
leucocitos y determinar el nimero de células CD34+ presentes en la muestra,
minimizando de esta manera la variacidon obtenida con los contajes manuales. Asi pues,
a este método también se conoce como Dual-Platform. Otra de las caracteristicas
relevantes del método ISHAGE, fue el uso de 4 pardmetros (FSC, SSC, CD45 FITCy CD34

PE) para identificar las células progenitoras hematopoyéticas CD34+, creando de esta

manera un método aplicable en la mayor cantidad posible de laboratorios.

En 1998 se publicé una revision de estas recomendaciones*?, en la que se incluyd el uso
del marcador de viabilidad celular 7-Amino Actinomicina D (7-AAD), la aplicacién del
método de lisis sin lavado para minimizar la pérdida celular y el uso de microesferas de
una concentracion conocida en lugar de un contador hematoldégico, permitiendo realizar
la cuantificacién en una unica plataforma (Single-Platform)?!. En la misma publicacion
se mostré la comparacién de los métodos de plataforma dual y plataforma unica con 72

muestras, demostrando un elevado grado de concordancia y sin un sesgo significativo.

El hecho de que el sistema de plataforma Unica aporte unos resultados similares al
sistema de plataforma dual y la mejora en la facilidad de la realizacion de la técnica,
justificd el cambio al sistema de plataforma Unica a pesar de los costes econdmicos,
seglin Naithani R. y colaboradores?'?2. Ademds, segin Barnett y colaboradores, el

sistema de plataforma Unica mejoraria la estandarizacién en ensayos multicéntricos?!™.

Cabe remarcar que las recomendaciones de la ISHAGE, las mas utilizadas segun UK-
NEQAS?!3, tienen en cuenta todo el proceso necesario para la cuantificacién de los
progenitores, la obtencidn de la muestra, el transporte y evaluacion de la integridad de
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esta, el marcaje de las células para su analisis, su adquisicidn por citometria de flujo y su
posterior analisis. Y también cumplen con los criterios para un ensayo clinico de rutina

de recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+41:
1. Simplicidad, para permitir una extensa aplicabilidad.

2. Sensibilidad, debido a que las células progenitoras hematopoyéticas CD34+ se

clasifican como poblacién minoritaria.
3. Precision, para proporcionar resultados clinicamente relevantes.
4. Reproducibilidad, para proporcionar resultados clinicamente fiables.

5. Velocidad, para poder proporcionar los resultados en el menor tiempo posible.

1.3 El fendmeno de la desaparicion de las microesferas

A pesar de cumplir cuidadosamente los criterios mencionados en el apartado anterior,
el método de plataforma unica, el mas extendido y aceptado actualmente, todavia
presenta margen para la implementacion de mejoras, principalmente debido al

214 Este fendmeno causa una

fendmeno de la desaparicion de las microesferas
disminucion en la concentracién de las microesferas y reduce el numero total y relativo
de estas en la cuantificacién, causando que los resultados muestren una concentracién
de células CD34+ mayor de la real. Bruno Brando y colaboradores demostraron que este
fendmeno se producia al mezclar las muestras en un agitador debido a la carga
electroestdtica que producia el roce del tubo de poliestireno con la goma del agitador?!4,
A su vez, descartaron otras posibles causas como la formacién de burbujas en la
muestra, la fragmentacién de las microesferas y la sedimentacion de estas?'*. También

demostraron que la adicidn de proteinas plasmaticas a la muestra podia atenuar este

fendmeno, hecho que fue corroborado por otros autores®1215216,

Cabe mencionar la importancia de este fendmeno en las muestras de leucoaféresis, las
cuales presentan una concentracion disminuida de proteina en comparacién a muestras
de sangre periférica, mostrando un efecto mayor de dicho fenédmeno. Esto se debe al

uso de elevadas cantidades de anticoagulante de citrato, de preferencia sobre la
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heparina?!’

, Yy especialmente a la dilucién requerida en la preparacion de la muestra para
minimizar la concentracion celular que puede causar la agregacion celular, incremento

de la coincidencia y que los anticuerpos no saturen su antigeno.

También resulta destacable que en las recomendaciones de la ISHAGE de 1998* se
reportd un incremento de entre el 5% y 10% en los valores obtenidos con microesferas
liofilizadas, en comparacién al método de plataforma dual, tres afios antes de que Bruno
Brando y colaboradores?!* describiesen el fenémeno de la desaparicion de las
microesferas con unos efectos similares en el recuento de células CD34+. Sin embargo,
si se tuvo en cuenta este fendmeno en el Current Protocols in Cytometry del 2003 de

Sutherland D.R. y colaboradores?!8,
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2.1 Recuento de células CD34+ mediante sistema de plataforma unica y

sistema volumétrico real

Se comparé el recuento absoluto de células CD34+ analizadas en el citémetro de flujo
Attune™ NxT, obtenido con el método volumétrico basado en microesferas y el método

volumétrico real.

Las regresiones lineales para estudiar la relacién entre los recuentos volumétricos real y
de microesferas de células CD34+ confirmaron la precision de cada método,
comparando las concentraciones de células CD34+ inferiores a 10 células CD34+/uL
segln los valores obtenidos con el sistema volumétrico real (R?=0,973; y=0,759x; n=17)
(Figura 44 A), 25 células CD34+/uL (R?=0,982; y=0,798x; n=30) (Figura 44 B), 100 células
CD34+/uL (R?=0,983; y=0,806x; n=48) (Figura 44 C) y 250 células CD34+/uL (R?=0,992;
y=0,782x; n=55) (Figura 44 D). Ambos métodos mostraron una buena correlacion y se

obtuvieron recuentos mas altos utilizando el método de microesferas.
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Figura 44. Cuantificacion de células CD34+ con el sistema volumétrico (eje Y) y el método basado en
microesferas (eje X) en el Attune™ NXT de muestras de sangre periférica y sangre periférica movilizada.
Los graficos de regresion lineal comparan los recuentos de células CD34+ obtenidos por ambos
métodos, inferiores a: A. 10 células CD34+/uL (R?>=0,973; y=0,759x; n=17); B. 25 células CD34+/pL
(R?=0,982; y=0,798x; n=30); C. 100 células CD34+/uL (R?>=0,983; y=0,806x; n=48) y; D. 250 células
CD34+/uL (R?=0,992; y=0,782x; n=55).
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La comparacion entre el sistema basado en microesferas y el sistema volumétrico real
con el analisis de Bland-Altman mostré un incremento del recuento de células CD34+
obtenido con el primer sistema respecto del segundo, a medida que se incrementaba la
concentracién de células CD34+: recuento inferior a 10 células CD34+/uL (sesgo = 1.18,
95% IC =-1.4 a 3.7) (Figura 45 A), inferior a 25 células CD34+/uL (sesgo = 2.61, 95% IC =
-1.9a7.1) (Figura 45 B), inferior a 100 células CD34+/uL (sesgo=6.11,95% IC=-6 a 18.2)
(Figura 45 C) e inferior a 250 células CD34+/uL (sesgo = 10.17, 95% IC = -15.9 a 36.3)
(Figura 45 D).
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Figura 45. Graficos Bland-Altman para comparar los métodos de cuantificacion de células CD34+
mediante microesferas y el sistema volumétrico real en el Attune™ NxT. Recuento de células inferior a:
(A) 10 células CD34+/uL (sesgo = 1.18, 95% IC = -1.4 a 3.7). (B) 25 células CD34+/uL (sesgo = 2.61, 95%
IC =-1.9 a 7.1). (C) 100 células CD34+/pL (sesgo = 6.11, 95% IC = -6 a 18.2). (D) 250 células CD34+/pL
(sesgo =10.17,95% IC =-15.9 a 36.3).

Posteriormente se compararon los valores obtenidos utilizando el sistema volumétrico
real en el Attune™ NxT con los obtenidos por el sistema de microesferas en un citémetro
diferente, el Cytomics FC500™. Nuevamente las regresiones lineales confirmaron la
precision de cada método, comparando las concentraciones inferiores a 10 células
CD34+/uL segun los valores obtenidos con el sistema volumétrico real (R? =0,860;

y=0,917x; n=17) (Figura 46 A), 25 células CD34+/uL (R? =0,902; y=0,758x; n=30) (Figura
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46 B), 100 células CD34+/uL (R? =0,95; y=0,791x; n=48) (Figura 46 C) y 250 células
CD34+/uL (R? =0,98; y=0,778x; n=55) (Figura 46 D).
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Figura 46. Cuantificacion de células CD34+ por citometria de flujo utilizando el método ISHAGE de
plataforma unica basado en el sistema volumétrico real en el Attune™ NxT y en microesferas en el
Cytomics FC500™. Comparacion de los resultados del sistema volumétrico real (eje Y) en el Attune™
NXT, con el método basado en microesferas (eje X) en el Cytomics FC500™ en muestras de sangre
periférica y sangre periférica movilizada. El grafico de regresion lineal muestra una buena correlacién
entre ambos métodos en el recuento de células CD34+ inferior a: A. 10 células CD34+/uL (R = 0,860;
y=0,917x; n=17); B. 25 células CD34+/uL (R?= 0,902; y=0,758x; n=30); C. 100 células CD34+/uL (R*>=0,95;
y=0,791x; n=48) y; D. 250 células CD34+/uL (R?= 0,98; y=0,778x; n=55).

El analisis Bland-Altman del método mediante microesferas para la cuantificacién de
células CD34+ mostré una tendencia similar a la anterior comparacién, con un mayor
recuento de células CD34+ siguiendo el método con microesferas, incrementandose a

mayores concentraciones de estas (Figura 47).
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Figura 47. Graficos Bland-Altman para comparar los métodos de cuantificacion de células CD34+
mediante microesferas en el Cytomics FC500™ y el sistema volumétrico real en el Attune™ NxT.
Recuento de células inferior a: (A) 10 células CD34+/uL (sesgo = 0.15, 95% IC = -2.6 a 2.9). (B) 25 células
CD34+/pL (sesgo = 2.37, 95% IC = -6.2 a 10.9). (C) 100 células CD34+/uL (sesgo = 6.12, 95% IC = -10.1 a
22.3). (D) 250 células CD34+/pL (sesgo = 10.32, 95% IC = -17.8 a 38.5).

Adicionalmente, se comparé la cuantificacion de células CD34+ utilizando el método de

microesferas en el Attune™ NxT y el Cytomics FC500™.

Los resultados obtenidos de las regresiones lineales fueron similares a los observados
previamente, mostrando correlacidn entre los valores obtenidos en ambos citémetros,
al comparar las concentraciones de células CD34+ inferiores a 10 células CD34+/uL
segln los valores obtenidos en el Attune™ NxT (R?=0,931; y=1,1x; n=13), 25 células
CD34+/uL (R?=0,944; y=0,978x; n=25), 100 células CD34+/uL (R*=0,962; y=0,98x; n=48)
y 250 células CD34+/uL (R?=0,98; y=0,993x; n=55) (Figura 48).
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Figura 48. Cuantificacion de células CD34+ por citometria de flujo utilizando el método ISHAGE de
plataforma tinica basado en microesferas en el Attune™ NxT y en el Cytomics FC500™. Comparacion de
los resultados del método basado en microesferas en el Attune™ NXT (eje Y), y en el Cytomics FC500™
(eje X) en muestras de sangre periférica y sangre periférica movilizada. El grafico de regresion lineal
muestra una buena correlaciéon entre ambos métodos en el recuento de células CD34+ inferior a: A. 10
células CD34+/pL (R?=0,931; y=1,1x; n=13); B. 25 células CD34+/uL (R?=0,944; y=0,978x; n=25); C. 100
células CD34+/uL (R%=0,962; y=0,98x; n=48) y D. 250 células CD34+/uL (R*=0,98; y=0,993x; n=55).

El analisis Bland-Altman del método mediante microesferas para la cuantificacién de
células CD34+, mostré concordancia entre ambos citometros de flujo (Figura 49). La
tendencia observada en las pruebas anteriores en las que las diferencias en el recuento
de células CD34+ obtenido con el sistema de microesferas respecto el sistema
volumétrico real se incrementaba a medida que incrementaba la concentracidon de
células CD34+, no se observd al comparar los recuentos obtenidos con el sistema de

microesferas en dos citdmetros diferentes.
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Figura 49. El analisis de concordancia entre la cuantificacion de células CD34+ por el método de
microesferas en el Attune™ NXT y en el Cytomics FC500™. Recuento de células inferior a (A) 10 células
CD34+/uL (sesgo = -0,41, 95% IC = -2 a 1,2), (B) 25 células CD34+/uL (sesgo = -0,47, 95% IC = -4,6 a 3,7),
(C) 100 células CD34+/uL (sesgo = 0,01, 95% IC = -10,9 a 11), y (D) 250 células CD34+/pL (sesgo = 0,15,
95% IC =-15,4 a 15,7).

2.2 Efecto del fendmeno de desaparicion de las microesferas en el
recuento de células CD34+

Una vez comprobada la obtencién de un mayor recuento de células CD34+ segun el
sistema de microesferas en comparacion al volumétrico real, se analizaron los valores

proximos a los valores de corte para proceder a la leucoaféresis.

Para reducir las variables y evaluar uUnicamente las diferencias en los recuentos
obtenidos con el uso de microesferas y sin estas, se analizaron los valores obtenidos de

las 55 muestras adquiridas en el Attune™ NxT.

Al comparar los valores obtenidos segun las microesferas y el sistema volumétrico real,
se observé la tendencia del incremento del recuento a partir de las 30 células CD34+/uL

aproximadamente (Figura 50).
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Figura 50. Recuento de células CD34+ en el Attune™ NxT. Recuentos obtenidos de 55 muestras de
sangre periférica y sangre periférica movilizada, segin el sistema de microesferas (en negro) y

volumétrico real (en rojo).

Considerando que el punto de corte para iniciar la leucoaféresis se encuentra entre las
10y 20 células CD34+/uL, aproximadamente entre el quinto y noveno dia del inicio del
tratamiento de movilizacién, se analizaron los valores inferiores a 20 células CD34+
(Figura 51). Se observé que las diferencias entre valores incrementaron visiblemente en
valores inferiores a 10 células CD34+/uL. Estas diferencias en el rango de corte de 10 —
20 células CD34+/uL mostraron que cuatro muestras habian superado el umbral de 10
células CD34+ /uL minimas para proceder a la leucoaféresis segun el recuento realizado
con microesferas, mientras que con el sistema volumétrico real no habrian alcanzado

dicho umbral.

Cabe destacar que las diferencias en los recuentos de células CD34+ de estas cuatro
muestras al comparar los resultados obtenidos entre ambos sistemas de cuantificacién,
mostraron un incremento de entre un 18% y un 36% al utilizar el sistema de
microesferas. Asimismo, al comparar los resultados de las 55 muestras, el incremento

medio fue de un 21%.

Estos resultados indican que las muestras cuyos recuentos de células CD34+ superen las
10 células CD34+/uL por un margen inferior a un 21%, podrian no contener 10 células
CD34+/uL, pudiendo repercutir negativamente en el proceso de leucoaféresis y

trasplante.
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Figura 51. Recuento de células CD34+ en el Attune™ NxT segun el sistema de microesferas (en negro) y
volumétrico real (en rojo). Los valores incluidos son los inferiores a 20 células CD34+ segun el sistema
volumétrico real. Los limites del recuento de 10 y 20 células CD34+ se indican entre las lineas
discontinuas en rojo. En el recuadro, 4 muestras con un recuento inferior a 10 células CD34+ segun el

sistema volumétrico real y superiores segtn el sistema de microesferas.
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Estudio IV: Validacion de anticuerpos monoclonales

conjugados a fluorocromos para el marcado CE-IVD
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1.1 Clasificacion regulatoria de reactivos: IVD, CE, ASR, RUO

Los equipos, material fungible y, en el caso de la presente Tesis, los reactivos, mas
especificamente los anticuerpos utilizados en laboratorio para uso experimental y
diagndstico, estan clasificados en diferentes certificados segln el uso para el cual estan
destinados. Estos certificados regulados por la FDA son RUO (Research Use Only)?*°, ASR
(Analyte Specific Reagent)??° e IVD (In Vitro Diagnostic)*?. Y para su comercializacion
dentro del Espacio Econdmico Europeo???, también existe el certificado CE (Conformité
Européenne)??3, regulado por el parlamento europeo, el consejo de la unién europea y

los suborganismos correspondientes??4,

Los reactivos IVD son aquellos utilizados en el diagndstico de enfermedades u otras
afecciones, con el fin de curar, mitigar, tratar o prevenir enfermedades o sus

consecuencias??!.

Los reactivos ASR pueden ser anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales,
proteinas receptoras especificas, ligandos, secuencias de acidos nucleicos y reactivos
similares, disefiados para su aplicacion en el diagndstico, mediante la identificacion y

cuantificacidn de sus dianas?%°.

Los reactivos RUO son productos que cumplen con la norma ISO 9001 los cuales no han

sido aprobados para el uso clinico. Por lo tanto, su uso estd limitado a la investigacion?'®,

Los reactivos CE son reactivos IVD que han sido testados con muestras clinicas y
cumplen con la directiva europea 98/79/CE, superando los controles exigidos y, por lo
tanto, pueden ser utilizados con fines de diagndstico clinico en los paises miembros de

la Unidn Europea, en el drea de libre comercio europeo, Suiza y Turquia?®.

1.2 Validacion de reactivos para su utilizacion en el diagndstico in vitro

La validacién de reactivos para uso en IVD, en el caso de este estudio, anticuerpos
monoclonales, es un paso necesario para ofrecer herramientas a los profesionales
clinicos que permitan ayudarles y mejorar tanto los diagndsticos como el seguimiento

de patologias, ya sea porque los nuevos reactivos permitan identificar mejor las
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poblaciones de interés, como por el hecho de disponer de una mayor libreria de
anticuerpos monoclonales que permita crear paneles mas complejos o simples. Para que
estos productos puedan ser comercializados y utilizados con dichos fines sanitarios, es
fundamental que obtengan primero la certificacion IVD y, en el caso de la zona europea

y paises asociados, la certificacion CE-IVD.

El proyecto desarrollado en esta Tesis incluye la validacion de anticuerpos monoclonales
destinados a apoyar el diagndstico, clasificacion y seguimiento de hemopatias,
leucemias y linfomas mediante citometria de flujo. En el momento de la escritura de

esta Tesis se han validado 134 anticuerpos.

Para poder ofrecer unos reactivos de calidad para el diagndstico in vitro, es necesario
que el proceso de validacidn sea exhaustivo, metddico y con conocimiento de lo que se
esta evaluando y su finalidad, con tal de verificar si cada reactivo es capaz de reconocer
de forma reproducible y fiable, utilizando muestras clinicas, el epitopo que expresa el
antigeno para el cual han sido disefiados. Por ello, para la realizacién de este proyecto
de validacion, se han aplicado diversas metodologias de citometria de flujo, que
permiten realizar unas pruebas de validacién mas precisas y fiables, con la finalidad de
validar los anticuerpos dptimos para su uso en IVD y otorgarles la certificacién CE-IVD.
Entre estas metodologias se incluyen la preparacién de las muestras, como se explica en
la seccion de Materiales y Métodos de la presente Tesis, la seleccidon de las muestras
adecuadas, la identificacidn y resolucidn de inconvenientes y, especialmente, el analisis

de los datos.

Debido a los acuerdos de confidencialidad del propio proyecto, en esta Tesis se ha

excluido la informacidén sensible del mismo.

Entre los anticuerpos validados para uso en IVD, se incluyen marcadores de poblaciones
leucocitarias, de la serie eritroide, de plaquetas y de cadenas Kappa y Lambda. De entre
estos marcadores se encuentran algunos cuya expresion se localiza generalmente en
muestras de sangre periférica y otros, cuya expresion se encuentra asociada a diferentes

patologias o poblaciones celulares.
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1.3 Seleccion de muestras patoldgicas

Para realizar la validacion de anticuerpos para la obtencidn del certificado CE-IVD, es
necesario disponer de muestras clinicas que expresen el marcador del anticuerpo que

se busca validar.

Por una parte, cabe distinguir cuando se buscan validar marcadores de poblaciones
comunes que se encuentran expresados de forma normal en todas las muestras de
sangre periférica, como son el CD4, CD8, CD20 presentes en linfocitos, CD14 en
monocitos y, CD16 en neutroéfilos, entre otros marcadores??®. En estos casos para
realizar la validacidon pueden no ser necesarias muestras de pacientes con patologias
especificas. Y, por otra parte, cuando se buscan validar marcadores de poblaciones
minoritarias, como es CD123 presente en células dendriticas plasmacitoides y en células
blasticas en la leucemia mieloide aguda??”-??8, De forma similar, en sangre periférica, el
marcador CD1a se puede encontrar expresado en células dendriticas precursoras de

229

células de Langerhans“*” y en las células blasticas en la leucemia aguda linfoblastica de

células T30, Otro ejemplo es el marcador CD117, el cual se expresa mayoritariamente

231

en leucemias mieloides agudas=>* mientras que en muestras no patoldgicas presenta

una baja expresién. A su vez, el marcador CD103 es caracteristico de la leucemia de

232

células peludas o tricoleucemia=>* y, en linfocitos en muestras de sangre periférica no

patoldgicas, presenta una baja expresion.

En estos casos, para realizar la validacion se necesitan muestras de pacientes con

patologias especificas.

1.4 Variables en el inmunofenotipado

Un ejemplo para comprender el valor y la dificultad de la validacidon de anticuerpos
monoclonales para su uso en IVD es el Human Immunology Project (HIP)?33. Con el HIP
se busca caracterizar los diversos estados del sistema inmunitario humano, es decir, los
perfiles de las células inmunitarias antes y después de la infeccion, la vacunacion y el
tratamiento con un adyuvante, para asi compararlos con el inmunofenotipo asociado a

la patologia y entender el sistema inmunitario y su regulacién. Para poder alcanzar dicho
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objetivo, es necesario realizar ensayos precisos y estandarizados para evitar o minimizar
los artefactos técnicos. Por consiguiente, es necesario controlar ciertas variables
existentes en el desarrollo de los experimentos de citometria de flujo, incluyendo los
reactivos, la manipulacidn de la muestra, la configuracién del equipo y el andlisis de los

datos.

El estudio de validacién de anticuerpos para uso en IVD requiere en primer lugar la
planificacion del estudio de cada anticuerpo. Esta planificacidn incluye la seleccion de
los anticuerpos competidores adecuados, que permitan comparar la efectividad del
anticuerpo para validar y determinar si este es apto para su uso en IVD. Para ello se
utilizan anticuerpos que ostentan el certificado IVD, CE-IVD, ASR o, en su defecto, RUO,
con la premisa de que sean producidos por fabricantes que sigan las guias de buenas
practicas de fabricacion (GMP, Good Manufacturing Practice)?3.

Para elegir qué anticuerpo utilizar como competidor, se deben tener en cuenta diversas
caracteristicas, pues pueden ser una fuente de variabilidad que afecte a los resultados.
La primera de estas es que sea el mismo marcador, e idealmente: que el fluorocromo al
gue se encuentra conjugado presente una eficiencia cuantica similar, que el clon
utilizado produzca anticuerpos que reconozcan el mismo epitopo y que sean del mismo
isotipo. Por ejemplo, anticuerpos procedentes de clones diferentes pueden mostrar una
separacion diferente de la poblacidon positiva y negativa (Figura 52), de manera que
afecten al porcentaje aparente de las células positivas, si estas se mezclan con las

negativas debido a una escasa separacion.

También se debe tener en cuenta que en ocasiones no estaran disponibles en el
mercado los anticuerpos competidores que cumplan dichas caracteristicas. Por lo tanto,

se priorizard en el siguiente orden: marcador, fluorocromo, clon e isotipo.
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Figura 52. Patrones de marcaje del anticuerpo CD38 producido por dos clones diferentes (HB7 y HIT2).

(Imagen adaptada de Standardizing immunophenotyping for the Human Immunology Project’®).

Las muestras utilizadas fueron determinadas por el marcador del anticuerpo para
validar, asi como el tipo de muestra en el que se realiza el estudio clinico para el cual
estd destinado dicho anticuerpo, ya sea médula ésea o sangre periférica. Para reducir
fuentes de variabilidad, las muestras se prepararon simultdneamente para ambos
anticuerpos. En este punto, también se deben tener en cuenta otros factores como, por
ejemplo, componentes de reactivos que afecten al epitopo objetivo, como el
formaldehido, que pueda requerir el lavado de la muestra, o uniones inespecificas de

los anticuerpos.

También en la adquisicidn se mantuvo la misma configuraciéon del citdbmetro para ambos

anticuerpos, siendo ajustada segln el anticuerpo competidor.

Otro factor de variabilidad que parece pasar mas desapercibido es la subjetividad en el
andlisis de los datos, especialmente en los estudios de poblaciones minoritarias?®®. Un
claro ejemplo de la variabilidad asociada al analisis se vio expuesto en un estudio in silico
previo?>. En dicho estudio se enviaron los datos obtenidos de la adquisicion de 4
muestras procesadas con la metodologia de minima manipulacidon de la muestra?3® a 50
laboratorios para realizar el analisis y recuento de células CD34+. Los resultados
reportados por los diferentes laboratorios mostraron una variabilidad en los resultados,
gue oscilaban desde un 5,52% a un 13,64% en el caso de eventos absolutos de células

CD45+, y desde un 12,62% hasta un 58,72% en eventos CD34+23°, Como indicaron los
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autores, una posible solucion para mitigar esta subjetividad del analisis es la realizacion

de cursos profesionales especificos.

1.5 Estrategia de analisis

Para validar cada anticuerpo, se utilizd un marcador comun en la poblacion de interés a
partir del cual poder comparar el anticuerpo competidor y el anticuerpo para validar. El
marcador comun escogido en los estudios de poblaciones leucocitarias fue el CD45. En
el caso de las cadenas Kappa y Lambda, se afiadieron los marcadores CD19 o CD20 como
marcadores comunes adicionales. En estos casos, a partir de la expresién del marcador
comun y las caracteristicas de dispersién de la luz, generalmente la dispersion lateral de
la luz o la dispersién frontal en el caso de muestras leucémicas, se seleccionaba la
poblacidn objetivo del anticuerpo a analizar. En el andlisis de marcadores de plaquetas,
no se utilizé6 un marcador comun, sino las propiedades de dispersiéon de la luz para
identificar el cluster de plaquetas y microparticulas como se mostré en la Figura 18. Y
en el analisis del marcador CD34, se aplicé una aproximacion basada en las

recomendaciones de la ISHAGE como se mostro en la Figura 19.

Cabe mencionar que, como se muestra en los resultados del primer estudio de esta
Tesis, la discriminacion de los dobletes se realizé posteriormente a la seleccion de la
poblacién del marcador comun y previo a la seleccion de la poblacion especifica del
marcador de interés. Esta Ultima seleccidn se realizé en un grafico que enfrentaba el
marcador CD45 vy el del anticuerpo para validar, pues generalmente se discriminan
mejor las poblaciones enfrentando las fluorescencias, en comparacion a enfrentar el

marcador de interés, con la dispersion frontal o lateral de la luz.

También es recomendable utilizar la transformacidn biexponencial en los ejes, pues
comprime la escala en los rangos mas bajos, de manera que se obtiene una
representacion visual mas precisa de las poblaciones que presentan una baja intensidad

de la fluorescencia del marcador.

En el andlisis de marcadores de poblaciones leucocitarias minoritarias, es recomendable

seleccionar el cluster de la poblacidn de interés, segun su expresidon de CD45 y dispersion
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de la luz, como en el caso de células blasticas las cuales presentan una menor expresion
de CD45%%,

Asimismo, conocer el nivel de expresidon que presenta el marcador en la poblacion
objetivo y la eficiencia qudantica del fluorocromo utilizado, es relevante para la
identificacion de poblaciones positivas que presentan una baja intensidad de
fluorescencia o un bajo ratio signal-to-noise. Para ello también es de utilidad aplicar
ventanas de analisis booleano, para comparar la poblacién de interés con poblaciones

negativas, facilitando su identificacién.

La superposicidn espectral?®® es otro punto para tener en cuenta, sin embargo, debido
a que los marcajes utilizados en este estudio son de 2 anticuerpos (3 en la validacién de
las cadenas Kappa y Lambda) es un suceso altamente improbable y relativamente facil
de evitar, seleccionando anticuerpos de marcadores comunes (por ejemplo, CD45)
conjugados con fluorocromos con los que no presente superposicion espectral y

realizando una compensacion adecuada si fuese necesario?°.

1.6 Criterios de aceptacion de los reactivos

Para poder otorgar el certificado de validacion para uso en IVD, los anticuerpos
estudiados tuvieron que cumplir con los criterios de aceptacién que engloban los
requerimientos de uso previsto, los requisitos de soporte y las necesidades del usuario.
Se considerd que cada anticuerpo cumplia estos requisitos si, por una parte, la diferencia
absoluta en el porcentaje de las células objetivo para el anticuerpo especifico, para cada
muestra valida, fue menor o igual al 5% entre el anticuerpo para validar y su respectivo
anticuerpo de referencia y, por otra parte, si se ajustaba a las necesidades de un usuario
de laboratorio clinico, segun el responsable del estudio en el respectivo centro donde
se realizaron las pruebas. Cabe mencionar que el anticuerpo CD117 PE-Cy7 demostro
unas diferencias superiores al 5% entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo de
referencia y, a pesar de ello, fue considerado valido para el marcaje CE-IVD. Esto fue
debido a que el anticuerpo para validar discriminaba mejor la poblacién objetivo en
comparacion al anticuerpo de referencia y permitia identificar correctamente la

poblacién objetivo.
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Requisito de uso previsto:

= Elreactivo esta orientado al uso de diagndstico in vitro para identificar células
que expresan el antigeno humano en sangre periférica anticoagulada

mediante el analisis de citometria de flujo.
Requisitos de soporte:

= El reactivo debe poder utilizarse en muestras de sangre periférica humana
con cualquier tubo para muestras de sangre que contenga anticoagulante y

esté disponible comercialmente.

= La concentracion en cada vial ha de ser suficiente para permitir la
identificacion de la poblacién positiva sobre el ruido de fondo, en 100 plL de
muestra de sangre periférica con expresion normal o anormal del antigeno,

para su uso en diagndstico in vitro.

= Elreactivo debe funcionar correctamente en un citémetro de flujo equipado
adecuadamente, con el fin de realizar la adquisicién de la muestray el analisis

de los datos.
Necesidades del usuario:

= El reactivo ha de permitir a los profesionales de la medicina identificar las
células que expresan el antigeno humano en muestras de sangre periférica

anticoagulada, mediante el analisis de citometria de flujo.

= El reactivo ha de estar listo para su uso por parte de los profesionales de la

medicina.

= Elreactivo debe permitir identificar las células que expresan el marcador de

interés, preferiblemente mejor que los demas reactivos existentes.
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Este estudio de validacion de anticuerpos monoclonales para su marcado CE-IVD ha
consistido en 8 fases (Tabla 3). En el momento de la redaccién de esta tesis, el progreso

de la validacién asciende a 134 anticuerpos.

N2 de
anticuerpos
1-2 23

3 22
18
17
23
18
13

Fase

IV |~

Tabla 3. Anticuerpos validados para su uso en IVD en cada fase del estudio.

2.1 Fasel -1l

Los 23 anticuerpos aprobados en la fase 1 - 2 cumplieron el requisito de permitir
identificar la poblacion de células que expresan el antigeno de interés con una diferencia
sobre el porcentaje de células objetivo (A%co), igual o inferior al 5%. Asimismo,

cumplieron con los criterios de aceptacién (Punto 1.6 Estudio 1V) (Tabla 4 y Figura 53).

A% células objetivo (%) Criterios de aceptacion
No. | Anticuerpo A% células Conformidad
Muestral | Muestra2 | Muestra3 | Muestrad4 | Muestra5 objetivo
[2-5%, < 5%] de uso
1 | cD3 APC +0,05 -0,25 +0,11 +0,26 +0,97 Apto Apto
2 | CD3FITC +1,20 -1,30 +0,34 +0,48 +0,77 Apto Apto
3 | cD3PacB +0,27 +1,18 +0,31 -0,06 -0,23 Apto Apto
4 | cD4 APC +0,33 -0,28 -0,18 +0,38 +0,31 Apto Apto
5 | CD4FITC +0,74 +0,31 -0,80 +0,59 +1,14 Apto Apto
6 | CD4PE +0,70 +0,25 -0,09 +0,47 +0,47 Apto Apto
7 CD4 PacB -0,45 +0,63 +0,18 +0,39 +0,24 Apto Apto
8 | CD5APC +0,89 -0,74 +1,06 -0,31 +0,28 Apto Apto
9 | CD5PacB +0,15 -0,17 +0,07 -0,27 +0,38 Apto Apto
10 | CD8 APC +0,10 +0,09 0,11 +0,13 -0,31 Apto Apto
11 | CD8FITC +0,35 +0,09 +0,22 -0,35 +0,02 Apto Apto
12 | CD8PE +0,12 -0,20 -0,80 +0,04 -0,06 Apto Apto
13 CD8 PacB +1,01 +0,27 +0,07 +0,19 +0,07 Apto Apto
14 | CD13 APC -0,22 -0,40 +0,65 +0,19 -0,11 Apto Apto
15 | CD13 FITC -0,91 -0,11 -0,39 +0,36 -1,53 Apto Apto
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16 | CD13PE -0,79 +0,18 -0,10 -1,27 -0,57 Apto Apto
17 | cD16APC -2,06 -0,44 +1,27 -1,00 -0,06 Apto Apto
18 | cD16 FITC -0,30 0,92 -0,64 -0,02 -0,10 Apto Apto
19 | cD16PE +0,06 -0,58 -0,29 -0,39 +0,69 Apto Apto
20 | cD19 APC -0,04 0,25 +0,07 +0,03 -0,07 Apto Apto
21 | cD20APC -0,02 +0,02 0,23 +0,03 -0,03 Apto Apto
22 | D45 FITC -0,32 0,22 -0,66 -1,40 0,18 Apto Apto
23 | CDA45 PacB +0,08 +0,01 +0,03 0,15 -0,01 Apto Apto

Tabla 4. Resumen de las diferencias absolutas del porcentaje de las células objetivo (A%co) obtenidas
con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos de referencia, para las muestras probadas

con los 23 anticuerpos de la Fase I.
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Figura 53. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 23 anticuerpos de la Fase I. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.2 Fase lll

Los 22 anticuerpos monoclonales aprobados en la fase Ill cumplieron los criterios de
aceptacioén (Punto 1.6 Estudio IV) de igual manera que los anticuerpos aprobados en las

fases previas (Tabla 5 y Figura 54).

A% células objetivo (%) Criterios de aceptacion
No. Anticuerpo A% células Conformidad
Muestral | Muestra2 | Muestra3 | Muestrad4 | Muestra5 objetivo

[2-5%, < 5%] de uso

1 | cpbsFITC +0,27 +0,23 -1,25 +1,78 -0,44 Apto Apto
2 | cpioapc +0,30 -1,00 -0,38 +1,02 +3,24 Apto Apto
3 | cp1oFITC +1,42 +2,19 -0,52 +0,73 +0,59 Apto Apto
4 | cD10PE -0,38 +0,27 0,84 +0,69 -0,48 Apto Apto
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5 CD20 PacB +0,01 -0,12 -0,09 -0,07 -0,02 Apto Apto
6 CD22 APC 40,51 -0,01 10,00 +0,16 +0,15 Apto Apto
7 CD22 PE +0,13 +0,26 +0,32 +0,11 +0,50 Apto Apto
8 CD27 PE +1,86 +0,05 +0,04 +0,14 +0,25 Apto Apto
9 CD33 APC -1,25 -0,13 -0,05 -0,28 +0,50 Apto Apto
10 | CD33FITC -3,57 -0,34 -0,14 +0,35 -0,45 Apto Apto
11 | CD33PE -0,12 +0,26 -0,58 -0,21 -0,41 Apto Apto
12 | CD38FITC +0,67 -0,33 +0,29 +0,14 -0,37 Apto Apto
13 CD38 PacB +0,23 +0,42 +0,12 +0,54 +0,91 Apto Apto
14 | CD38PE +2,90 -0,05 -1,72 +0,07 +0,58 Apto Apto
15 | CD41 APC -0,05 -0,02 -0,05 -0,04 +0,02 Apto Apto
16 | CD41FITC +0,07 -0,06 -0,06 -0,13 -0,15 Apto Apto
17 | CD61 FITC +0,01 -0,02 -0,09 -0,08 10,00 Apto Apto
18 | CD117 PE +0,43 -3,12 +0,22 +0,21 -0,80 Apto Apto
19 Kappa FITC -1,45 -1,31 -1,98 +1,79 -4,85 Apto Apto
20 Kappa PE +3,29 +4,44 -1,18 +0,67 -0,33 Apto Apto
21 Lambda FITC -2,07 -4,99 +1,02 -0,86 +0,52 Apto Apto
22 Lambda PE +0,26 -2,27 +1,66 -2,71 +3,43 Apto Apto

Tabla 5. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 22 anticuerpos de la Fase lIl.
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Figura 54. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 22 anticuerpos de la Fase Ill. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.
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2.3 Fase IV

De los 18 anticuerpos monoclonales testados en la fase IV, 17 cumplieron los criterios
de aceptacién y uno no cumplié con las necesidades del usuario incluidas en los criterios

de aceptacién (Punto 1.6 Estudio 1V) (Tabla 6 y Figura 55).

Los anticuerpos testados para el marcador CD56 en esta fase del estudio (CD56 APC,
CD56 FITC y CD56 PE) mostraron un rendimiento no equivalente al de sus respectivos
anticuerpos de referencia, ademads de un elevado ruido de fondo y una separacién
insuficiente entre las poblaciones positivas y negativas. Tras el analisis de los datos, se
determind que los efectos observados fueron posiblemente debidos a una elevada
unién inespecifica de los anticuerpos a las células negativas y/o a una baja afinidad de
estos al marcador a evaluar, dependiente del agente de la solucidn de lisis y de la
concentracion de los anticuerpos. Por lo tanto, en este caso se aplicd una modificacion
del protocolo de preparacién de las muestras, incluyendo un paso de lavado de las
muestras después del paso de lisis. Bajo esta condicion, el rendimiento de los
anticuerpos fue equivalente al de los respectivos anticuerpos de referencia, mostrando
una diferencia del porcentaje de células objetivo inferior al 5% en todas las muestras.
También cumplieron con los requisitos de conformidad de uso, a excepcion del
anticuerpo CD56 FITC, por lo que este ultimo requirié de una evaluacion adicional por

otros expertos clinicos.

A% células objetivo (%) Criterios de aceptacion
No. Anticuerpo Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra A% células Conformidad
objetivo
1 2 3 4 5 [2-5%, < 5%] de uso
1 | cp2PE-Cy7 +0,12 +0,44 0,48 +0,18 +0,36 Apto Apto
2 | cp3APC-Cy7 +0,40 +0,39 0,38 +0,09 +1,07 Apto Apto
3 | cpaAPC-Cy7 +0,32 +0,30 +0,45 +0,57 +0,32 Apto Apto
4 | cD4PE-Cy7 +0,33 -0,05 +0,05 0,18 0,57 Apto Apto
5 | CD4 PercP-Cy5.5 +0,06 +0,02 +0,55 +0,23 0,24 Apto Apto
6 | CD5PE-Cy7 +0,86 0,51 0,02 +0,00 +0,03 Apto Apto
7 | cpgpercp -0,09 +0,01 0,33 +0,00 0,16 Apto Apto
8 | CD8 PerCP-Cy5.5 0,40 0,03 +0,09 +0,11 +0,32 Apto Apto
9 | cD13PE-Cy7 +0,02 +0,37 2,12 1,36 0,90 Apto Apto
10 | CD19 PE-Cy7 +0,02 +0,06 +0,04 +0,01 +0,11 Apto Apto
11 | CD19 PerCP-Cy5.5 0,33 0,21 0,09 0,23 0,48 Apto Apto
12 | CD20 PerCP-Cy5.5 0,17 0,20 0,02 -0,04 0,38 Apto Apto
13 | CD33 PE-Cy7 0,33 +0,19 0,15 0,38 +0,12 Apto Apto
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14 | CD33 PerCP-Cy5.5 +0,04 -0,41 +1,13 +0,38 +0,48 Apto Apto
15 | cD41PE +0,00 -0,07 0,03 +0,04 -0,02 Apto Apto
16 | CD56 APC +0,06 -1,30 0,67 -0,50 -0,60 Apto Apto
17 | CD56 FITC 3,12 -1,38 1,11 2,44 -0,40 Apto Pendiente*
18 | CD56 PE -0,82 -1,23 0,51 -0,37 -0,67 Apto Apto

Tabla 6. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 18 anticuerpos de la Fase IV.

A% células objetivo (%)

Figura 55. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo

de referencia para las 5 muestras probadas con los 18 anticuerpos de la Fase IV. Las lineas punteadas

rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.4 Fase V

Los 17 anticuerpos monoclonales testados en la fase V cumplieron criterios de

aceptacion, y 16 de ellos mostraron una diferencia absoluta en el porcentaje de células

objetivo obtenido con el anticuerpo competidor y el anticuerpo para validar, igual o

inferior al 5% (Punto 1.6 Estudio IV) (Tabla 7 y Figura 57).

Los anticuerpos CD103 FITC y el CD117 PE-Cy7 requirieron un estudio mas extenso

debido a los primeros resultados obtenidos.
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En el caso del anticuerpo anti CD103 FITC, doce de las catorce muestras evaluadas
mostraron una expresiéon del marcador inferior al 1% por lo que fueron evaluadas como
muestras no patoldgicas. En este caso, debido a que en las catorce muestras el
rendimiento del anticuerpo para validar fue comparable al anticuerpo de referencia y
las muestras clinicamente positivas para este marcador son minoritarias, se concluyé

que el rendimiento del anticuerpo es aceptable.

En el caso del anticuerpo anti CD117 PE-Cy7, debido a que el anticuerpo para evaluar
presentd una mayor resolucion al discriminar las células positivas de las negativas
respecto el anticuerpo de referencia, en dos de las primeras cinco muestras evaluadas
las diferencias en el porcentaje de células objetivo eran superiores al 5% (Figura 56). Por
este motivo, se evaluaron tres muestras adicionales y se concluyé que cumplié con los
criterios de aceptacion. Cabe mencionar que, como se menciond anteriormente, en el
analisis de estas muestras se enfrentd el marcador CD45 a la FSC en lugar de la SSC

debido a que eran muestras leucémicas.
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Figura 56. Anadlisis de contorno sobre la poblacion CD45+ y singletes (graficos no mostrados) para
identificar las células CD117+ en la primera (A, B) y segunda muestra (C, D), comparando el porcentaje

de poblaciones positivas utilizando el anticuerpo de referencia (A, C) y el anticuerpo para validar (B, D).
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Segun las ocho muestras evaluadas, se concluyé que el anticuerpo para validar

proporciond una resolucion comparable o mejor de las células objetivo positivas y

negativas, respecto al anticuerpo de referencia. Por lo tanto, se concluy6é que el

rendimiento del anticuerpo CD117 PE-Cy7 es aceptable.

Finalmente, los 17 anticuerpos de la fase V fueron evaluados como aptos para el

marcado CE-IVD.

A% células objetivo (%)

Criterios de aceptacion

No. Anticuerpo Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra A% células Conformidad
jetivo [>-
1 2 3 4 5 °:j/:t's";y[°i de uso
1 CD2 FITC -0,17 +0,45 +0,73 +0,18 +0,43 Apto Apto
2 CD3 AF700 -0,71 +0,17 +0,36 -0,24 -0,49 Apto Apto
3 CD7 FITC +0,17 -0,84 +0,05 +0,01 +0,46 Apto Apto
4 CD7 PE -0,25 +0,04 -0,14 +0,42 -0,08 Apto Apto
5 CD14 PE -0,09 +0,32 +0,07 +0,18 -0,05 Apto Apto
6 CD20 PE-Cy7 -0,08 +0,02 -0,01 +0,04 -0,10 Apto Apto
7 CD45 APC +0,06 +0,05 +0,35 +0,25 +0,11 Apto Apto
8 CD45 APC-Cy7 -0,02 +0,06 -0,17 +0,04 +0,02 Apto Apto
9 CD45 PE-Cy7 +0,04 +0,02 +0,02 +0,00 +0,05 Apto Apto
10 CD45 PerCP-Cy5.5 +0,05 +0,03 -0,01 +0,00 +0,01 Apto Apto
11 CD79a PE -0,05 -0,04 +0,04 -0,26 -0,41 Apto Apto
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
-0,12 +0,01 -0,32 +0,00 +0,01
Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 Muestra 10 Apto con
12| CDIO3 FITC 20,84 20,01 20,02 20,03 20,03 excepcion Apto
Muestra 11 Muestra 12 Muestra 13 Muestra 14
+0,01 +0,00 -0,01 -0,16
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
-0,66 +7,72 +11,68 +2,62 +1,89 Apto con
13 CD117PE-Cy7 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 excepcién Apto
+0,84 +0,46 +0,76
14 Kappa APC -0,76 -2,48 -0,18 +0,44 -0,49 Apto Apto
15 Kappa PacB +4,94 +0,22 +3,00 -0,13 +3,48 Apto Apto
16 Lambda APC -4,69 -0,35 -2,58 -0,39 -4,52 Apto Apto
17 MPO FITC -0,76 +1,83 +0,13 +0,25 -0,11 Apto Apto

Tabla 7. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 17 anticuerpos de la Fase V.
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Figura 57. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 17 anticuerpos de la Fase V. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.5 Fase VI

Los 23 anticuerpos monoclonales probados en la fase VI cumplieron los criterios de
aceptacion mostrando una diferencia absoluta en el porcentaje de células objetivo
obtenido con el anticuerpo competidor y el anticuerpo para validar, igual o inferior al

5%; y los requisitos de conformidad de uso (Punto 1.6 Estudio 1V) (Tabla 8 y Figura 58).

En esta fase se aplicaron modificaciones en el procesamiento de algunas muestras
respecto al protocolo general, como se explica a continuacién.

En el testeo de los marcadores CD23 PE y CD103 APC, se aplico el proceso de lisis con
lavado en lugar de lisis sin lavado, para reducir el ruido de fondo e incrementar el
porcentaje de células positivas detectables. Una vez realizada esta modificacién, se

concluyo que el rendimiento de ambos anticuerpos es aceptable.

En el testeo de los marcadores CD20 PE, HLA-DR PE, CD23 PE y CD27 FITC, se realizaron
adquisiciones con diferente voltaje en el canal en el que se detectaba el anticuerpo de
referencia y el anticuerpo para validar, debido a la diferencia en la intensidad de
fluorescencia entre ambos. Los analisis de diversas de estas muestras mostraron una

buena separacion entre las poblaciones positivas y negativas, en este caso se
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consideraron como mediciones aceptables para evaluar el rendimiento del anticuerpo.

Las adquisiciones en las que se consideré que, la separacién entre las poblaciones

positivas y negativas no permitia diferenciar ambas poblaciones, se realizaron muestras

adicionales. Después de realizar las pruebas adicionales, se concluyé que el rendimiento

de los cuatro anticuerpos es aceptable.

En el testeo del marcador CD27 FITC, tres de las cinco muestras fueron preparadas

cuando el anticuerpo para validar habia superado su fecha limite de uso. Aun asi, no se

observod ningun efecto en el rendimiento del anticuerpo, por lo que se concluyd que las

mediciones fueron aceptables para la evaluacion del anticuerpo y que el rendimiento de

este es aceptable.

A% células objetivo (%)

Criterios de aceptacion

No. Anticuerpo A% células Conformidad
Muestral | Muestra2 | Muestra3 | Muestrad4 | Muestra5 objetivo
[2-5%, < 5%] de uso
1 CD2 PE -0,44 -0,22 +0,18 -0,09 +0,45 Apto Apto
2 CD2 APC +0,60 -0,10 +0,71 -0,03 +0,18 Apto Apto
3 CD3 PE-Cy7 40,20 +0,10 +0,43 -0,28 +0,69 Apto Apto
4 CD7 APC -0,19 -0,20 +0,43 -0,93 +0,78 Apto Apto
5 CD8 PacO +1,48 +1,30 +1,31 +0,67 +2,20 Apto Apto
6 CD8 AF700 +0,57 +0,52 +0,29 +0,26 +0,30 Apto Apto
7 CD14 FITC -0,07 +0,16 +0,02 -0,01 10,00 Apto Apto
8 CD16 PacO -1,48 -0,51 -0,69 -0,73 -0,08 Apto Apto
9 CD16 PerCP -0,85 +0,54 -0,15 -0,37 +0,28 Apto Apto
10 | CD19PE +0,50 +0,05 -0,04 +0,13 10,00 Apto Apto
11 | CD19 AF700 +0,52 +0,04 -0,10 +0,16 +0,01 Apto Apto
12 | CD20PE -0,16 -0,03 10,00 -0,10 10,00 Apto Apto
13 | CD23 PE -0,25 -0,33 -0,06 +0,13 -0,23 Apto Apto
14 | CD27 PacB +0,18 -0,08 -0,04 -0,21 -0,14 Apto Apto
15 | CD27 FITC +0,54 +1,42 -0,15 +1,20 +0,88 Apto Apto
16 CDA45 PacO +0,01 +0,03 +0,06 +0,21 -0,23 Apto Apto
17 | CD79a APC -0,21 -0,20 +0,07 -0,30 +0,11 Apto Apto
18 | CD103 APC -0,18 -0,05 -0,01 -0,02 -0,05 Apto Apto
19 | CD123 PerCP- +0,04 +0,12 10,00 +0,02 -0,04 Apto Apto
Cy5.5
20 | HLA-DR PacB -0,46 -0,41 +0,22 +0,50 +0,21 Apto Apto
21 HLA-DR FITC +0,63 +0,03 +1,09 -0,30 +0,07 Apto Apto
22 HLA-DR PE -0,07 -0,01 +0,28 -2,09 -0,04 Apto Apto
23 MPO PE -0,13 -0,45 -0,40 -0,26 +0,45 Apto Apto

Tabla 8. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 23 anticuerpos de la Fase VI.
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Figura 58. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 23 anticuerpos de la Fase VI. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.6 Fase VIl

En la fase VIl se evaluaron 18 anticuerpos monoclonales, de los cuales 17 cumplieron los
criterios de aceptacion mostrando una diferencia absoluta en el porcentaje de células
objetivo, obtenido con el anticuerpo competidor y el anticuerpo para validar, igual o
inferior al 5% vy, asimismo, cumpliendo los requisitos de conformidad de uso (Punto 1.6
Estudio 1V) (Tabla 9 y Figura 59). El anticuerpo restante no cumplié los requisitos de

conformidad de uso.

En esta fase también se aplicaron modificaciones en el procesamiento de algunas
muestras respecto al protocolo general, como se explica a continuacién.

En el testeo del marcador CD38 PerCP-Cy5.5, una de las muestras se adquirié con un
voltaje diferente en el canal en el que se detectaba el anticuerpo de referencia y el
anticuerpo para validar, al comparar entre ambos. Debido a que la separacién entre las
células positivas y el ruido de fondo no permitia discriminarlas, se realizdé una prueba

adicional y se concluyé que el rendimiento del anticuerpo es aceptable.

En el testeo de los marcadores CD5 PerCP-Cy5.5, CD10 PE-DyLight594, CD13 PerCP-
Cy5.5, CD79a PerCP-Cy5.5 y CD103 PE, se realizé cuando el anticuerpo para validar habia
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superado su fecha limite de uso. En el caso del anticuerpo CD13 PerCP-Cy5.5, se dispuso
de un nuevo vial, por lo que se realizaron cinco nuevas pruebas, sustituyendo a las cinco
previas. De forma similar a lo sucedido en la fase VI, no se observé ningun efecto en el
rendimiento de los anticuerpos, concluyendo que el rendimiento de estos anticuerpos

es aceptable.

En el testeo de los marcadores CD3 PE-DyLight594, CD8 PE-DylLight594, CD10 PE-
DyLight594, CD10 APC-Cy7, CD13 PE-DyLight594, CD14 PE-DyLight594, CD16 PE-
DyLight594 y CD20 PE-DyLight594, no se dispuso de anticuerpos de referencia
conjugados al mismo fluorocromo, por lo tanto, se tuvieron que utilizar anticuerpos de

referencia conjugados a fluorocromos analogos.

En el testeo del marcador CD71 AF700 se evalué su rendimiento en poblaciones
leucocitarias y eritrocitarias, por lo que, en esta segunda se elimind el procedimiento de
lisis de eritrocitos y en ambos casos cumplio los requisitos de aceptacion. Debido a que
el analisis sobre eritrocitos omite el paso de la lisis, se decidié utilizar Unicamente los

resultados referentes a leucocitos para la evaluacion del rendimiento del anticuerpo.

A% células objetivo (%) Criterios de aceptacion
No. Anticuerpo Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra A% células Conformidad
objetivo
1 2 3 4 5 [2-5%, < 5%] de uso
1 | cD3 PE-DyLight594 +0,08 +0,29 0,15 0,05 +0,55 Apto Apto
2 | cD5 PerCP-Cy5.5 0,41 +0,18 -0,50 +0,11 +0,14 Apto Apto
3 | CD8 PE-DyLight594 0,22 +0,00 +0,01 +0,37 0,08 Apto Apto
4 | cpsApC-Cy7 +0,49 0,13 +0,40 0,28 0,08 Apto Apto
5 | cp10PE- 0,08 0,39 0,36 +0,26 +0,38 Apto Apto
DyLight594
6 | CD10 APC-Cy7 0,42 +0,46 0,05 +0,18 +0,28 Apto Apto
7 | cp13PE- +0,95 +2,41 +0,37 +0,48 +0,15 Apto Apto
DyLight594
8 | CD13 PerCP-Cy5.5 0,30 0,17 +0,08 0,07 0,03 Apto Apto
9 | cpi4PE- +0,08 +0,12 0,05 +0,17 +0,16 Apto Apto
DyLight594
10 | cD16 PE- 0,17 +0,88 0,59 0,62 0,20 Apto Apto
DyLight594
11 | cp20 PE- 0,01 0,06 +0,03 +0,09 0,10 Apto Apto
DyLight594
12 | cD20 APC-Cy7 0,24 0,07 0,10 0,03 0,13 Apto Apto
13 | CD38 PerCP-Cy5.5 +1,65 +0,57 +2,16 +1,02 0,29 Apto Apto
14 | CD56 PerCP-Cy5.5 0,30 0,36 0,77 0,31 +0,02 Apto No apto
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15 | CD71 AF700 +0,04 +0,66 -0,59 +0,21 +0,84 Apto Apto
16 | CD79a PerCP-Cy5.5 +0,96 0,27 +0,07 -0,32 +0,24 Apto Apto
17 | cD103 PE +0,01 -0,04 +0,00 +0,02 +0,00 Apto Apto
18 | HLA-DR AF700 +0,02 -0,28 0,42 +0,06 -0,94 Apto Apto

Tabla 9. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 18 anticuerpos de la Fase VII.
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Figura 59. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 18 anticuerpos de la Fase VII. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.7 Fase VI

Los 13 anticuerpos monoclonales probados en la fase VIII cumplieron los criterios de
aceptacion mostrando una diferencia absoluta en el porcentaje de células objetivo
obtenido con el anticuerpo competidor y el anticuerpo para validar, igual o inferior al

5%,; y los requisitos de conformidad de uso (Punto 1.6 Estudio IV) (Tabla 10 y Figura 61).

En esta fase también se aplicaron modificaciones en el procesamiento de algunas

muestras respecto al protocolo general, como se explica a continuacién.

En el testeo de los marcadores CD19 PE-DyLight594, CD23 PE-DyLight594, CD34 PE-
DyLight594, CD38 APC-Cy7, CD56 PE-DyLight594, CD117 AF700y CD117 APC-Cy7, no se
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dispuso de anticuerpos de referencia conjugados al mismo fluorocromo, por lo tanto, se

tuvieron que utilizar anticuerpos de referencia conjugados a fluorocromos analogos.

En el testeo del marcador CD10 AF700, no se detectd la poblacién objetivo con el
anticuerpo de referencia ni el anticuerpo para validar al utilizar el anticuerpo CD45
PerCP-Cy5.5, debido posiblemente a la superposicion espectral entre ambos
fluorocromos. Por lo tanto, se adquirieron cinco muestras adicionales utilizando el
anticuerpo CD45 FITC, cumpliendo con los criterios de aceptacion y concluyendo que el
rendimiento del anticuerpo es aceptable. Pruebas internas adicionales de la empresa,
con los anticuerpos CD45 Pacific Blue, CD45 FITC y CD45 PerCP-Cy5.5 reprodujeron los

resultados reportados.

En el testeo del marcador CD11b FITC, se obtuvieron diferentes patrones de tincién
tanto con el anticuerpo de referencia como con el anticuerpo para validar. Segun
Origene y BioRad, los anticuerpos obtenidos del mismo clon del anticuerpo utilizado
reconocen un epitopo sensible a la fijacidon con formaldehido. Por lo tanto, se realizaron
cinco adquisiciones adicionales sustituyendo la solucidn de lisis basada en formaldehido,
por una solucidén de cloruro de amonio (Figura 60) y se concluyé que el rendimiento del

anticuerpo es aceptable.

En el testeo del marcador CD19 PE-DyLight594, una de las muestras mostré una
intensidad de marcaje de la poblacién objetivo muy reducida en ambos anticuerpos, por
lo tanto, se realizd la adquisicién de dos muestras adicionales y se concluyd que el

rendimiento del anticuerpo es aceptable.
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Figura 60. Pruebas para la validacién del anticuerpo CD11b FITC. Los anticuerpos obtenidos a partir del
mismo clon que el anticuerpo para validar reconocer un epitopo sensible a la fijacion con formaldehido,
el cual forma parte del reactivo OptiLyse C®. En los 4 graficos se representa en el eje X la SSC-Ay, en el
eje Y la intensidad de fluorescencia del marcador CD11b FITC. En la fila superior se observa que con el
anticuerpo de referencia se reconoce una poblacién que el anticuerpo para validar no permite detectar
al procesar las muestras con la solucién OptiLyse C® (Lisis sin lavado). En la fila inferior se puede
observar que ambos anticuerpos reconocen las mismas poblaciones al procesar la muestra con una

solucién de cloruro de amonio (Lisis y lavado).

En el testeo del marcador CD23 PE-DyLight594 se realiz6 una muestra adicional debido
al bajo porcentaje de células objetivo en una de las muestras, concluyendo que el

rendimiento del anticuerpo es aceptable.

En el testeo del marcador CD56 PE-DyLight594 se incluyd el bloqueo de uniones
inespecificas con FBS (Fetal Bovine Serum) después de las cinco primeras muestras. Una
de las muestras adicionales presentd dificultades para la seleccién de la poblacién
objetivo entre el anticuerpo de referencia y el anticuerpo para validar, posiblemente

debido a las diferencias entre el clon y fluorocromo de ambos anticuerpos. Por lo tanto,
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se adquirieron tres muestras adicionales y se concluyé que el rendimiento del

anticuerpo es aceptable.

En el testeo del marcador CD117 FITC, se adquirieron quince muestras debido a que seis
de ellas presentaron una débil densidad del antigeno, lo que dificultd la separacion de
la poblacién positiva y negativa y, otra de las muestras se adquirié con un voltaje
diferente en el canal en el que se detectaba el anticuerpo de referencia y el anticuerpo
para validar, por lo que fueron descartadas. Finalmente, se concluyé que el rendimiento

del anticuerpo es aceptable.

A% células objetivo (%) Criterios de aceptacion
No. Anticuerpo Muestra A% células Conformidad
Muestra2 | Muestra 3 Muestrad4 | Muestra 5 objetivo
! [2-5%, < 5%] de uso
1 | cD10AF700 +1,79 0,74 +0,68 -0,47 -0,18 Apto Apto
2 | cbi1lb AF700 +1,10 +0,79 +0,46 +1,17 -1,36 Apto Apto
3 | cpilb FITC +4,97 -0,57 -1,03 -0,70 -4,99 Apto Apto
4 | cD11b PE-Cy7 -0,64 +0,12 -0,69 -0,41 2,81 Apto Apto
5 | cD19 PE- -0,01 -0,07 +0,02 +0,98 +0,39 Apto Apto
DyLight594
6 | CD23PE- +1,02 -0,06 +0,88 -1,94 +0,52 Apto Apto
DyLight594
7 | cb34 PE- -0,42 -0,02 -0,02 +0,01 -0,04 Apto Apto
DyLight594
8 | cD38APC-Cy7 -0,80 -4,19 -0,67 -1,13 +2,40 Apto Apto
9 | CcD56 PE- -3,75 -2,95 -3,57 -2,79 -0,83 Apto Apto
DyLight594
10 | CD117 AF700 +0,79 2,43 3,14 +4,84 -2,65 Apto Apto
11 | CD117 APC- -0,33 +2,42 +3,29 +0,26 +2,00 Apto Apto
Cy7
12 | CD117 FITC -0,11 -0,46 -3,88 +1,08 +0,02 Apto Apto
13 | CD123 FITC +0,05 -0,02 +2,15 +0,92 -1,90 Apto Apto

Tabla 10. Resumen de las A%co obtenidas con los anticuerpos para validar y sus respectivos anticuerpos

de referencia, para las muestras probadas con los 13 anticuerpos de la Fase VIII.
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Figura 61. Representacion grafica de las A%co obtenidas entre el anticuerpo para validar y el anticuerpo
de referencia para las 5 muestras probadas con los 18 anticuerpos de la Fase VIII. Las lineas punteadas
rojas indican el umbral del criterio de aceptacion de +5% de A%co. Las lineas verdes representan el

promedio de la A%co de las 5 muestras validas analizadas para cada anticuerpo.

2.8 Compendio Fases | a VI

Cabe destacar que el 95,5% de las muestras validas y que superaron los criterios de
aceptacion mostraron una diferencia inferior al 2,5% respecto el anticuerpo de

referencia, muy por debajo del 5% estipulado en el estudio.

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos por todas las pruebas validas del
estudio, se observé que la diferencia absoluta entre los anticuerpos a evaluar y sus
respectivos anticuerpos de referencia, en el porcentaje de células objetivo, era menor
cuando las células objetivo representaban un porcentaje inferior al 20-30% (Figura 62).
Esto resulta especialmente importante para demostrar el valor de los anticuerpos
validados para identificar poblaciones celulares con baja concentracién, siendo estas
poblaciones aquellas en las que un error o desviacién tiene un efecto mayor debido a la

baja proporcién celular.
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Figura 62. Distribucion de la A%co entre el anticuerpo de referencia y al anticuerpo para validar (eje Y),
sobre el porcentaje de células objetivo del anticuerpo de referencia (eje X). Las lineas discontinuas en
rojo muestran el 5% de A%co que supone el limite para la validacidn segun los criterios de aceptacién
estipulados. Las lineas discontinuas en azul muestran el 2,5% de A %co. Se puede observar que el 95,5%
de las muestras no superan el 2,5% de A %cd, asi como una menor dispersion de la A %cd en los

porcentajes inferiores al 30%.

Siendo las dos Unicas muestras con una diferencia superior al 5%, pertenecientes a las
pruebas de anticuerpo CD117 PE-Cy7 (11,68% Yy 7,72%), y como se explica en el apartado
“2.4 Fase V” de los resultados, estas diferencias se debieron a que este anticuerpo
presentd una mayor resolucién para discriminar las células positivas de las negativas,
respecto el anticuerpo de referencia. Exceptuando estas dos muestras por los motivos
expuestos, destaca una menor dispersion de la A%co en las muestras con una poblacién

de células objetivo inferior al 30%.
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El objetivo principal que se ha planteado en esta Tesis Doctoral es demostrar la
importancia, relevancia y viabilidad de la transferencia de metodologias de citometria
de flujo del laboratorio a la practica clinica, con la intencién de generar un beneficio para

el paciente a nivel individual y comunitario.

Para ello se han llevado a cabo cuatro estudios en los que se explora el potencial de la
citometria de flujo de abarcar multiples niveles de transferencia para permitir
implementar mejoras en la practica clinica. Esto se ha realizado principalmente a través
de las metodologias de minima manipulacion posible de la muestra, resultando
fundamental para estudiar las células en su estado nativo y permitiendo combinar

ensayos de inmunofenotipo y funcionales en células vivas.

Partiendo de la base de que la citometria de flujo es una tecnologia que permite realizar
analisis celulares de alto rendimiento y a nivel de célula uUnica, resulta fundamental que
la informacién corresponda a una Unica célula, y, por lo tanto, tener en cuenta el
fendmeno de la coincidencia. Por ello, los citdmetros cuentan con sistemas de
eliminacidn de eventos electrénicos coincidentes (Figura 30 A, B). Ademds de contar con
estos sistemas, para minimizar la coincidencia en un experimento, se debe planificar una
tasa de eventos muy por debajo de la tasa de coincidencia del 10% teniendo en cuenta
que los eventos coincidentes aleatorios sigan la distribucidén de Poisson para ajustar las

células analizadas al dead time del citémetro de flujo!®1%131,

Ademas de la eliminacion de los eventos electrénicos coincidentes y la planificacion del
ensayo, también se aplica la discriminacidn de los agregados en el analisis. Por una parte,
el método mds habitual para realizar dicha discriminacion en los estudios de
inmunofenotipo se basa en la comparacion de los pardmetros del pulso de la dispersidon
de la luz?3 (Figura 20). Sin embargo, en muestras con una elevada concentracién o tasa
de eventos, debido a que la dispersidn de la luz de los eritrocitos causa coincidencia con
los leucocitos (Figura 24 C), generalmente se realiza la lisis de los eritrocitos sin recurrir
a diluciones 1:500 de la muestral®. Por otra parte, estda descrito el uso de la
fluorescencia para la discriminacién de los dobletes (Figura 21) en estudios de ciclo

celular y ploidia®3.
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De hecho, los métodos de minima manipulacién de la muestra discriminan los eritrocitos
de los leucocitos utilizando marcadores fluorescentes, mediante la configuracién del
umbral de fluorescencia o explorando las diferencias en la dispersion de la luz entre
estos, debido a la diferencia de absorbancia de la oxihemoglobina a 488 nm y 405
nm?23100.101 Se debe tener en cuenta que los eritrocitos, a pesar de ser discriminados en
la adquisicidn, siguen presentes en la muestra, por lo que es recomendable utilizar el
pardmetro altura del pulso al utilizar los métodos de minima manipulaciéon de la
muestra, debido a que los eritrocitos contribuyen al parametro area del pulso de los

leucocitos (Figura 25).

El método de discriminaciéon de dobletes mediante marcadores fluorescentes del ADN,
permite también discriminar los eritrocitos y los dobletes con una preservacidn éptima
del pulso de fluorescencia?*. Este método resulta compatible con las condiciones de
lisis y lisis con lavado de la muestra (Figura 24, 26 y 27), en el caso de que fuese necesario
por los requerimientos del estudio, asi como también es compatible entre diferentes

modelos de citémetros (Figura 31).

Cabe destacar que, aunque el método de dispersién de la luz y el de fluorescencia
permitan discriminar los dobletes de forma comparable bajo las condiciones de lisis y
lisis con lavado, el método de fluorescencia resuelve mejor las poblaciones de singletes
(Figura 24). Ademas, también permite discriminar los dobletes en muestras con una
elevada celularidad y agregados, sin necesidad de diluir la muestra (Figura 28) e
independientemente de las caracteristicas de dispersion de la luz de las células (Figura
29), resultando de especial importancia para facilitar los estudios de poblaciones
minoritarias como, por ejemplo, la deteccion de la ERM. Cabe mencionar que es
recomendable realizar la discriminacidn de dobletes sobre la poblacidn de interés, pues
generalmente se reduce en gran medida el nimero de eventos facilitando Ia

delimitacion del cluster de singletes (Figura 29 F).

También se debe tener en cuenta que, aunque se reportan buenos resultados en
estudios en los que se utilizan soluciones de lisis, estas pueden afectar a las mediciones
sobre la dispersién de la luz. Esto se debe a multiples factores, como el indice de

refraccion entre el medio externo e interno de la célula, la integridad de la membrana
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plasmatica, la estructura interna, la forma y orientacién de la célula o la presencia de

materiales que absorben la longitud de onda incidente®,

Asi, por ejemplo, las soluciones de lisis basadas en cloruro de amonio o en formaldehido
pueden causar la disminucidn de la dispersion frontal de la luz o afectar al
reconocimiento del epitopo objetivo por el entrecruzamiento de proteinas?*!, entre
otros efectos?*?7244, También pueden producir la lisis incompleta de los eritrocitos,
especialmente en muestras patoldgicas, y la deplecién de leucocitos?®, con el
considerable impacto en estudios de poblaciones minoritarias?3®. De hecho, en los
resultados obtenidos en esta Tesis, se observé que el valor de la concentracidn celular
obtenida mediante minima manipulacidon de la muestra fue superior a la del valor
obtenido mediante lisis y lavado (condicién NH4Cl) (Figura 27 C). También se obtuvo una
pendiente inferior a 1 (pendiente = 0,92) en la recta de regresion al comparar el método

de lisis con lavado y los métodos de minima manipulacién de la muestra, indicativo de

una pérdida leucocitaria, como ha sido reportado en anteriores estudios!>*246,

La relacidn entre los parametros de dispersion de la luz entre las células simétricas y
asimétricas tiende a ser diferente, este hecho puede dificultar la discriminacién de los
dobletes mediante la dispersion de la luz, por el contrario, el método basado en

fluorescencia no se ve afectado por estas caracteristicas!3!.

Otra posible aplicacion reside en la aplicacion de estudios de inmunofenotipo y
funcionales en células proliferantes vivas. Esto se debe a los estudios descritos por
Bohmer y colaboradores®. Por una parte, demostraron que la blastogénesis de las
células T activadas por antigeno, causa un incremento en la amplitud de la FSC que
permite discriminar y cuantificar las células proliferantes sin utilizar marcadores
adicionales. Por otra parte, que las células T proliferantes pueden ocupar la misma
region que los dobletes y por tanto serian excluidas como tales siguiendo el método
basado en la dispersion de la luz (Figura 23). El método presentado en esta Tesis resulta
compatible con el presentado por Béhmer y colaboradores, permitiendo discriminar los
dobletes a la vez que identificar las células proliferantes y combinarlo con ensayos de

inmunofenotipo y funcionales.
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Esta combinacion de ensayos de inmunofenotipo y funcionales es necesaria para llevar
a cabo el siguiente nivel de transferencia. En este estudio, la técnica adaptada es la
prueba citoquimica de la determinacidn de la actividad fosfatasa alcalina granulocitaria,
la cual es el método de evaluacién mas utilizado en la practica clinica habitual como
parte de las pruebas necesarias en casos de enfermedades hematoldgicas, tanto en el
soporte al diagnéstico como en el seguimiento de estas!'*. Prueba de su robustez, es el
hecho de que desde que la técnica fue descrita por Kaplow en 1955, han sido pocas
las modificaciones que se han introducido, limitadas a los reactivos utilizados y la

clasificacion de la actividad del enzima.

En este caso, la utilizacién de la citometria de flujo permite una mayor sensibilidad
debido a la deteccién de la fluorescencia, y obtener valores representativos de la
actividad del enzima en una escala de intensidades muy superiores a la clasificacidon que
se puede obtener por microscopia éptica. Asimismo, permite realizar el analisis en
condiciones mas sensibles a las clasificaciones dependiente de observador de hasta 6
niveles de intensidad!’3. Este hecho se demostrd al comparar los valores de indices de
actividad obtenidos de 29 muestras mediante ambos métodos. Ademas, se observé que
los valores son diferentes en término de rango de actividad de la enzima y que la
citometria de flujo aporta unos valores con una mayor variabilidad de la asignacion de
la intensidad de fluorescencia. También se observd que los valores obtenidos de ambos
métodos normalizados reflejaban diferencias estadisticamente significativas (Figura 36),
demostrando un incremento de la diferencia a medida que incrementaban dichos

valores (Figura 37).

Cabe mencionar que a pesar de que el método citoquimico ha permanecido casi
inalterable, otros autores han adaptado esta técnica a la citometria de flujo!’#17®, Estos
estudios se basan en la deteccion de la expresidon de la enzima mediante anticuerpos.

Ambas aproximaciones requieren sin embargo la utilizacidn de células fijadas.

En ausencia de un protocolo de consenso para la cuantificacion de la actividad de la
fosfatasa alcalina granulocitaria mediante citometria de flujo, esta aproximacion
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publicada en Current Protocols In Cytometry*<’, podria permitir nuevas investigaciones

y aplicaciones clinicas.
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En este ensayo, se utilizo el sustrato APLS, previamente aplicado a la citometria de flujo
por el grupo de investigacion del director de esta Tesis®?°4. El desarrollo de nuevos
reactivos y sustratos permeables y fluorogénicos, favorecen el avance y adopcidn de las
metodologias de minima manipulacion de la muestra, asi como ofrecer nuevas
posibilidades para la identificacion de poblaciones celulares funcionalmente, que de

otro modo seria complejo identificar®?.

El método semicuantitativo permite agrupar las células en funcion del grado de
intensidad del color representativo de la actividad del enzima (Figura 34); mientras que
en el método cuantitativo detecta la intensidad de la fluorescencia de manera
proporcional a dicha actividad (Figura 10). Por lo tanto, para el método de citometria de
flujo se aplicé una férmula acorde a la estrategia seguida en el método citoquimico
(Figura 11). Esta formula se ha basado en el indice de tincion y en la distribucién de la
intensidad de fluorescencia representativa de la actividad del enzima en décadas de
fluorescencia, y adaptando al porcentaje respecto del total de las células en cada década

de intensidad.

Para comparar ambos métodos, se desarrollé un sistema de analisis de imagen digital
segun la escala de grises, y asi poder cuantificar la intensidad relativa a la actividad del

enzima y compararla con el método de citometria de flujo.

Se escogio la escala de grises porque en el método citoquimico las células se clasifican y
agrupan por la intensidad del color del precipitado, que resulta mas oscuro a mayor
actividad del enzimay, a la vez, simplifica el andlisis al eliminar la variable de la tonalidad
del color. De hecho, los valores de intensidad del color en escala de grises se
corresponden con los grados de clasificacidn clinica del sistema citoquimico (Figura 39).
A pesar de ello, el andlisis en escala de grises se demostrd insuficiente para realizar el
analisis digital, debido a la saturacion del color en los neutréfilos con una elevada

actividad fosfatasa alcalina granulocitaria respecto al nucleo de la célula (Figura 14).

Por lo tanto, se desarrollé otro método de analisis segln el modelo de color HSB, el cual
se adapta mejor a los requisitos del andlisis visual del método citoquimico, debido a que
evalua la gradacion de los colores incluidos en el espectro de luz visible, la saturacion
del color y la intensidad del brillo.
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La inclusion del espectro de luz visible entre las variables permite realizar un analisis que
se aproxime a la percepcion visual del observador, diferenciando los colores de la
imagen vy dificultando la superposicidn del color del citoplasma y precipitados respecto
al nucleo de la célula. La saturacién del color permite analizar la intensidad del color del
citoplasmay el precipitado, y la intensidad del brillo resulta un factor determinante del
ruido de fondo en el analisis digital, ya que se ve afectado directamente por la intensidad
de la fuente de iluminacién del microscopio, siendo fundamental para la normalizacion
de los valores y poder realizar la comparacién entre muestras (Figura 41 y 42). Por otro
lado, también se desarrollé una féormula para adaptar el andlisis digital con las
caracteristicas del método citoquimico de forma similar a la desarrollada para el método
de citometria de flujo (Figura 16). En este caso, el andlisis HSB de n=199 imagenes de 3
muestras diferentes, también se correspondié con los grados de clasificacidn clinica del

sistema citoquimico (Figura 43).

Una vez desarrollado el método para cuantificar la intensidad del color de las imagenes,
se procedid a comparar los valores de la actividad fosfatasa alcalina segun: 1) el método
citoquimico y el analisis visual de las extensiones; 2) el método citoquimico y el analisis
de imagen digital HSB sobre las imagenes de microscopia de las mismas extensiones; 3)

el método de andlisis digital HSB y 4) el método de citometria de flujo (Figura 44).

Al comparar el método citoquimico y el andlisis de las imdagenes se observaron
diferencias, posiblemente debidas al recuento de diferentes granulocitos presentes en
la extension por observadores independientes (Figura 43). Las mayores diferencias se
obtuvieron al comparar el método de citometria de flujo con el resto de los métodos,
con unas diferencias en los valores de actividad fosfatasa alcalina de entre un 12% y
84%, e incluso al comparar el método de citometria de flujo con el andlisis HSB, estas

diferencias oscilan entre un 21% y 79%.

Estas diferencias posiblemente se deban a: (a) la mayor sensibilidad de la citometria de
flujo, (b) el nUmero de células analizadas entre los métodos comparados, (c) el método
de minima manipulacién de la muestra, por lo que se estan evaluando células vivas en
su estado nativo y (d) que los granulocitos analizados por citometria de flujo son mas

representativos a los analizados mediante los otros métodos.
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114" 3si como el uso

El método citoquimico estd avalado por décadas de practica clinica
clinico de la citometria de flujo®, y de APLS en cultivos celulares®! y en citometria de
flujo®2. La explicacién mas plausible a las diferencias en los valores obtenidos mediante
el método de citometria de flujo y el método citoquimico, reside en la evaluacién de
diferentes actividades de la misma enzima o familia de enzimas TSNP, puesto que el
sustrato utilizado en el método citoquimico solo es procesado por la fosfatasa alcalina
granulocitaria, mientras que APLS es procesado por otras poblaciones leucocitarias. Este

fendmeno se puede observar en el panel de adquisicién de citometria de flujo, al

enfrentar la intensidad de la fluorescencia del APLS-H con la SSC-H (Figura 8 D).

Otro nivel de traslacion tratado en esta Tesis es la implementacion de tecnologias

disponibles para el recuento de células progenitoras hematopoyéticas CD34+.

El trasplante hematopoyético es un procedimiento potencialmente curativo en diversas
enfermedades hematologicas'®. Para intentar asegurar el éxito del injerto, es necesario
infundir un nimero minimo de células CD34+. Por ello, es necesario monitorizar su

recuento mediante citometria de flujo.

Aunque existen diversos métodos contrastados, el recuento mas utilizado segin UK-
NEQAS?® es el descrito en las recomendaciones de la ISHAGE*2. Por lo tanto, este
estudio se realizd basdndose en estas recomendaciones (Figura 17). Se debe tener en
cuenta que, para poder realizar las comparaciones, se utilizaron los sistemas
volumétricos reales ademas de microesferas y el [aser verde-amarillo para la excitacion
de la ficoeritrina (PE) conjugada al anticuerpo CD34. El uso del laser verde-amarillo se
debe a las ventajas demostradas por el grupo en un trabajo previo®®, con mejor
resolucion de la poblacion CD34+, a la vez que se minimizan y/o eliminan fuentes de
variabilidad al no requerir la compensacion de la fluorescencia con la del anticuerpo

CD45 conjugado con FITC.

Pese a que otros autores han demostrado la utilidad de los sistemas volumétricos reales
para realizar el recuento de las células CD34+, estos estudios no han seguido
exactamente las recomendaciones de la ISHAGE?*’, o no se reportd el fendmeno de la
desaparicion de las microesferas?® debido a que afiadieron albimina en la preparacion
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de las muestras®!, como recomendd Brando y colaboradores?'4, y utilizaron una
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cantidad de microesferas inferior a la recomendada por el fabricante. De esta manera,
tampoco se pudo verificar el beneficio del sistema volumétrico real sobre este

fendmeno de desaparicion de las microesferas.

En otro estudio, en cambio, si reportaron diferencias entre los valores obtenidos con el
sistema basado en microesferas y el sistema volumétrico real3, concluyendo que parte
de las diferencias eran debidas al propio equipo, como: ajustes del sistema volumétrico
del aparato, los sensores eléctricos y el diametro interno de los tubos de las muestras,
debido a las caracteristicas del sistema volumétrico TVAC (True Volumetric Absolute

Counting)> equipado en el citdmetro de flujo que utilizaron en dicho estudio.

Estos estudios previos, realizaron diversas valoraciones sobre el recuento con sistemas
volumétricos reales, sin embargo, en el estudio desarrollado en esta Tesis, se llevd a
cabo como se indicd previamente, siguiendo el modelo de las recomendaciones de la
ISHAGE, con un total de 55 muestras humanas, procesadas integramente por el personal
del Servicio de Hematologia del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Se
compararon los valores de recuentos de células CD34+ obtenidas en el citdmetro
Cytomics FC500™ mediante el sistema volumétrico de microesferas con los valores
obtenidos en el citdmetro Attune™ NxT, mediante el sistema volumétrico real e
incluyendo el [aser verde-amarillo. Adicionalmente también se compararon los valores

obtenidos entre ambos sistemas de recuento en el citémetro de flujo Attune™ NxT.

Los resultados obtenidos demostraron que ambos métodos eran precisos, aunque los
recuentos obtenidos con el sistema de microesferas, tanto en el Cytomics FC500™ como
en el Attune™ NxT, mostraron unos recuentos mayores a medida que se incrementaba
la concentracidon de células CD34+ (Figuras 44 a 47). Estos resultados reflejan el
fendmeno descrito de la desaparicién de las microesferas?'4, de manera que a medida
que disminuye la concentracién de microesferas adquiridas, el cdlculo realizado para

obtener el recuento de células CD34+ reporta unos valores superiores a los reales.

Adicionalmente se compararon los resultados obtenidos con el sistema de microesferas
en el Cytomics FC500™ y el Attune™ NXxT (Figuras 48 y 49). Estos mostraron una fuerte
correlacién y, a su vez, no se observd un incremento en el recuento a medida que
aumentaba la concentracién de células CD34+.
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Al analizar valores inferiores a 20 células CD34+ (Figura 51), debido a que el punto de
corte para iniciar la leucoaféresis se encuentra entre las 10 y 20 células CD34+/uL?%, se
observé que las diferencias entre los valores incrementaron visiblemente en valores
inferiores a 10 células CD34+/uL. De hecho, segin el recuento realizado con
microesferas, cuatro de las muestras analizadas superaban el umbral de 10 células
CD34+/uL, sin embargo, no lo alcanzaban segun el sistema volumétrico real. Cabe
destacar que las diferencias de estas cuatro muestras entre ambos sistemas de
cuantificacién mostraron un incremento de entre un 18% y un 36% al utilizar el sistema
de microesferas. Asimismo, al comparar los resultados de las 55 muestras, el incremento

medio fue de un 21%.

Los resultados obtenidos mediante el sistema de microesferas, en aquellas muestras
cuyos recuentos de células CD34+ no superen en un 21% el umbral de 10 células
CD34+/uL, podrian repercutir negativamente en el proceso de la leucoaféresis y el
trasplante de progenitores hematopoyéticos. Y, los resultados en sistemas volumétricos
reales, muestran que son una alternativa prometedora para el recuento de células
CD34+, resultando en un sistema de recuento intercambiable con el descrito en las

recomendaciones internacionales establecidas por la ISHAGE*2.

A favor de dichos sistemas volumétricos reales también se debe valorar que, como se
indica en las propias recomendaciones de la ISHAGE, para lograr una mayor
concordancia en las comparaciones inter e intralaboratorio, es necesaria una reduccién
de las variables de la prueba. Este objetivo se cumple con el sistema volumétrico real al
eludir el fendmeno de la desaparicién de las microesferas y proporcionando de forma
directa y en tiempo real la concentracion celular de la poblacion de interés. Ademas,
dicho sistema mantiene la sensibilidad, precisidon y velocidad de la prueba, pues es un
método reproducible con diferentes citdmetros de flujo, como se ha comprobado en un

elevado niumero de muestras valoradas.

Resultd beneficiosa la aplicacion del laser verde-amarillo ya que evita la compensacién
de las fluorescencias entre el FITC y el PE, elude la posible variabilidad asociada v,
ademas incrementa el valor del indice de tincidn facilitando la resolucién de la poblacion

CD34+.
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Una opcidn interesante tras los resultados obtenidos es la aplicacion del sistema de
discriminacidon de dobletes mediante los métodos de minima manipulacién de la
muestra en el recuento de células CD34+. Esto permitiria incluir ensayos funcionales,
como por ejemplo, el de la fosfatasa alcalina, y valorar su implicacidn clinica en este tipo
de muestras, ya que se ha demostrado que el incremento de su nivel de actividad en
células blasticas de pacientes con leucemia mieloide aguda, puede estar asociado a un

mayor riesgo de recaida, resistencia al tratamiento y mortalidad®.

El siguiente nivel de transferencia, trata de la validacién clinica de una larga serie de
anticuerpos monoclonales para otorgarles la acreditacién CE-IVD. Esta validacion es un
paso necesario para que los profesionales dispongan de mas herramientas, que
permitan ayudarles y mejorar el diagndstico, clasificacion y seguimiento de hemopatias,

leucemias y linfomas.

Para poder validar clinicamente los anticuerpos monoclonales y otorgarles el marcado
CE-IVD, es necesario verificar en muestras patoldgicas si cada reactivo es capaz de

reconocer de forma reproducible el antigeno diana, para el cual han sido desarrollados.

Para seleccionar las muestras, se debe diferenciar entre los marcadores de poblaciones
comunes y de poblaciones minoritarias que requieran ser testadas. En este segundo
caso, es necesario conocer en qué patologias se expresa el marcador y en qué
condiciones, especialmente en los casos de marcadores de poblaciones minoritarias
asociados a ciertas patologias. Ejemplos de estos casos son los marcadores CD1a, CD103,
CD117, CD123, los cuales se pueden encontrar sobreexpresados o, en proporciones
minoritarias, en muestras no patoldgicas. Para este estudio se dispuso del citometro de

flujo Navios™ EX con marcado CE-IVD.

La seleccién del clon del que se obtiene el anticuerpo, es un factor muy importante para
tener en cuenta, debido a que para un mismo marcador existen diferentes clones,
mientras que diferentes clones pueden generar anticuerpos que presenten diferente
especificidad sobre el epitopo objetivo del marcador??. Por ejemplo, en el caso del
marcador CD123, descrito en células dendriticas y células blasticas de leucemias agudas,
existen clones que permiten detectarlo en células dendriticas pero muestran una baja
228

especificidad en las células blasticas en leucemias agudas
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En cuanto al procesamiento y adquisicion de las muestras, se realizaron modificaciones

sobre el disefio experimental original, los cuales fueron comunicados y consensuados

con los responsables del proyecto por parte de la empresa biotecnoldgica; que se

incluyeron en sus respectivas IFU (Instructions For Use).

Algunos de estos cambios en el disefio experimental fueron:

Que el disefio experimental original incluia la lisis y el lavado de las muestras,
siendo este ultimo el causante de una mayor pérdida celular respecto a la lisis
sin lavado, como se observo en el estudio sobre los métodos de discriminacién
de dobletes (Figura 32). Por lo tanto, se utilizé la solucién IVD de lisis sin lavado
basada en formaldehido, OptilLyse C°®.

En el caso del anticuerpo CD11b FITC, Origene?*° y BioRad?*° reportaron que el
epitopo reconocido por el clon de dicho anticuerpo es sensible a la fijacion por
formaldehido. Por ello, se optd por realizar el procedimiento de lisis y lavado de
la muestra utilizando una solucién de cloruro de amonio (Figura 60).

Que la validacion se tenia que realizar Unicamente con muestras de sangre
periférica, debido a que los marcadores de determinados anticuerpos se
encuentran expresados en muestras de médula ésea, se aprobd su uso en estos
Casos.

El marcador panleucocitario CD45, se establecié como marcador de referencia a
partir del cual comparar las poblaciones de interés. En el caso de los anticuerpos
anti-cadenas Kappa y Lambda, se afiadié un segundo marcador de referencia, el
CD19 o CD20, para la identificacién de los linfocitos B sobre el resto de los
leucocitos. En el caso de los marcadores de plaquetas CD41 y CD61 se descartd
el uso del marcador CD45, y se configuré el umbral de deteccién segun la
dispersién lateral de la luz. Esta configuracién permite obtener una mejor
resolucidn de particulas mas pequefias y por lo tanto, detectar las plaquetas
segun sus propiedades de dispersion de la luz, las cuales presentan un tamafio
de 3 a 5 veces inferior a los leucocitos?>! (Figura 18).

El protocolo original se modificé para llevar a cabo la validacién de marcadores
intracelulares como el CD79a y mieloperoxidasa, siguiendo las IFU del fabricante

de los anticuerpos competidores.
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Por otro lado, destacan las modificaciones realizadas en el analisis de datos, siendo
posiblemente el factor mas critico en la validacion de los anticuerpos, debido a la
variabilidad asociada’#?3>2°2, que cobra mayor relevancia en los estudios de marcadores
de poblaciones minoritarias, tumorales y muestras patoldgicas con expresion aberrante
de antigenos. Concretamente, en la validacién del marcador CD34, se modifico el
protocolo de analisis utilizado en la mayoria de los anticuerpos validados y, se adapto al
protocolo de analisis recomendado por la ISHAGE (Figura 19). Se puede dar que el
anticuerpo a validar no cumpla alguno de los requisitos para su marcaje CE-IVD y este lo
obtenga, como fue en el caso del anticuerpo CD117 PE-Cy7 testado en la Fase V (Figura
56). En este caso, mostré una diferencia superior al 5% respecto a la poblacién diana
obtenida con el anticuerpo de referencia, por encima de los criterios de aceptacidn. Esta
diferencia se debid a que este anticuerpo presentd una mejor resolucién para
discriminar las células positivas de las negativas, respecto al anticuerpo de referencia,

por lo tanto, fue considerado como apto y se le otorgd el marcado CE-IVD.

Otros factores a tener en cuenta son, por ejemplo, el nivel de expresién que presenta el
marcador en la poblacién diana y la eficiencia quantica del fluorocromo utilizado. Esto
puede ser relevante para la identificacion de poblaciones positivas que presentan una
baja intensidad de fluorescencia o una baja relacién signal-to-noise. La aplicacién de
ventanas de analisis booleano para comparar la poblacién de interés con poblaciones
negativas, facilitando su identificacién. Asi como, la compensacién electrénica de los
espectros de emision y la posibilidad de utilizar la transformacién biexponencial en los
ejes, cuando se analizan muestras en las que la poblacion de interés presenta una baja
intensidad de la fluorescencia del marcador, para obtener una representacion visual

mas precisa de dichas poblaciones.

Fruto de este estudio, se ha otorgado el marcado CE-IVD a 134 anticuerpos
monoclonales. Destacando el rigor en la preseleccion de los anticuerpos RUO, asi como
la exhaustividad del procedimiento de validacidn, que se observa con el coeficiente de

variacion obtenido entre los anticuerpos para validar y los de referencia (Figura 62).

Tras los resultados obtenidos en los cuatro estudios realizados, se ha demostrado el

potencial de la transferencia de la citometria de flujo a diferentes niveles:
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En un primer nivel, se aplicaron los métodos de minima manipulacién de la muestra,
discriminando los dobletes mediante fluorescencia y evitando posibles artefactos
debido a las caracteristicas de las propias células y a la manipulacién de los diferentes

especimenes, a la vez que se preserva la funcionalidad celular.

En este segundo nivel de transferencia, se ha demostrado cémo mediante el potencial
de los métodos de minima manipulacién de la muestra aplicados en citometria de flujo
en combinacién con sustratos y marcadores fluorogénicos, permite adaptar otras
técnicas y desarrollar nuevas aproximaciones para identificar poblaciones segun su
fenotipo y funcién, asi como poder ofrecer nuevas oportunidades diagndsticas (Figura

36y 37).

En el tercer nivel de transferencia se demuestra que la cuantificacién de progenitores
hematopoyéticos CD34+ mediante sistemas volumétricos reales es comparable con las
mediciones obtenidas con el sistema descrito en las recomendaciones internacionales
de la ISHAGE basado en microesferas (Figura 44 a 49), con la ventaja de evitar errores

de cdlculo causados por el fendmeno de la desaparicién de las microesferas.

Y el cuarto nivel, demuestra la sinergia entre la investigacidn basica y la traslacional, para
llevar a cabo la validacién de anticuerpos monoclonales para su uso en VD, apoyando

el diagndstico, clasificacion y seguimiento de hemopatias, leucemias y linfomas.

Respecto a los modelos de transferencia actuales, estos tienen mayormente en cuenta
la retroalimentacién entre el laboratorio, la clinica y la industria, y estan enfocados en
la aplicaciéon de los descubrimientos generados durante la investigacion en el laboratorio
y los estudios preclinicos en el desarrollo de ensayos y estudios en humanos, tal y como
define el NIH. Posiblemente, el mejor ejemplo es el modelo planteado en el NCATS, y
con el que esta Tesis comparte ciertas similitudes, pues ambos constan de diversos

pilares interconectados entre ellos y a la vez, centrados en el paciente!0>19,

La colaboracién establecida con la industria biotecnoldgica en los estudios realizados
también ha resultado de gran importancia, siendo mas directamente aplicable el estudio

para la validacion y marcado CE-IVD de anticuerpos monoclonales. Estas colaboraciones
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son muy beneficiosas para la investigacion, porque permiten desarrollar proyectos

asociados a un nivel de incertidumbre muy elevado.

Tras el desarrollo y demostracion de la utilidad de las mejoras metodoldgicas
introducidas en estos estudios, es extraordinariamente importante la difusién de estos
conocimientos, pudiendo considerarse como otro factor relevante o pilar en la
investigacion traslacional. En este aspecto, las vias de divulgacidon cientifica utilizadas
contemplan la publicacién de articulos cientificos, presentaciones en congresos u otros
eventos cientificos, ademads de la difusidn en redes sociales. En el caso de la presente
Tesis Doctoral se publico el segundo estudio aqui presentado, en Current Protocols in

127

Cytometry**’. A su vez, el primer y tercer estudio se encuentran en proceso de redaccién

para su publicacion.

Otra via de difusién de estos estudios puede realizarse a través de procedimientos de
marketing, siendo la propia empresa quien difunde la informaciéon de manera acorde a

sus planes estratégicos.

En esta Tesis se ha contribuido a confirmar que la citometria de flujo sigue presentando
un gran potencial de desarrollo de metodologias citdmicas avanzadas aplicadas al
diagndstico de hemopatias. Asimismo, se ha contribuido a demostrarla necesidad,
relevancia y viabilidad de dicha transferencia mediante métodos de minima

manipulacion posible de la muestra.
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En la presente Tesis se ha aplicado la citometria de flujo como herramienta para la

transferencia del laboratorio a la clinica, utilizando métodos que permiten la minima

manipulacion posible de las muestras bioldgicas, siendo posible reducir el impacto sobre

posibles alteraciones celulares de naturaleza fenotipica y funcional. Este hecho permite

alcanzar diferentes niveles de transferencia aplicables y adaptables a metodologias

ampliamente establecidas internacionalmente.

En consonancia con los resultados obtenidos en los estudios realizados en esta Tesis:

Del primer estudio se concluye lo siguiente:

Los métodos de minima manipulacion de la muestra evitan, gracias a la
discriminacion de dobletes mediante fluorescencia, posibles artefactos relacionados
con la identificacion de células patoldgicas, especialmente en productos celulares
altamente concentrados, o bien debido a la presencia de células anormalmente
grandes.

La minima alteracién posible de la muestra resulta especialmente importante para
los estudios de poblaciones minoritarias, como en el caso de la deteccién de células
madre tumorales y de la enfermedad residual medible, dado que la significativa
reduccion del proceso de manipulacién de la muestra reduce las pérdidas celulares,
asi como potenciales artefactos en su deteccion, preservando a su vez la

funcionalidad celular.

Del segundo estudio se concluye lo siguiente:

Los métodos de minima manipulacion de la muestra pueden ser aplicables y
escalables a procedimientos ampliamente establecidos, aumentando el tamafio
muestral, incrementar la sensibilidad de la deteccién sobre la célula viva, y reducir
la subjetividad en el analisis.

El desarrollo de nuevos sustratos y marcadores fluorogénicos debera permitir en
combinacidon con los métodos de minima manipulacion de la muestra, nuevas
aproximaciones para identificar subpoblaciones celulares, gracias la combinacion del

inmunofenotipo y la funcién celular.
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La citometria de flujo funcional en combinacién con los métodos de minima

manipulacion de la muestra debera ofrecer nuevas oportunidades diagndsticas.

Del tercer estudio se concluye lo siguiente:

Los sistemas volumétricos reales permiten la cuantificacién de progenitores
hematopoyéticos CD34+ de manera comparable a los métodos recomendados por
la ISHAGE, basados en la utilizacidon de microesferas para el recuento absoluto, con
la ventaja de evitar errores de calculo debidos al fendmeno de la desaparicion de las
mismas.

La aplicacion de los sistemas volumétricos reales, no suponen una modificacion del
procedimiento descrito por la ISHAGE, sino una implementacién para complementar
ambas mediciones, por lo que deberian ser consideradas e incluidas en futuras

revisiones de estas recomendaciones.

Del cuarto estudio se concluye lo siguiente:

La coordinacién entre los procesos de produccion de anticuerpos y los
procedimientos de validacion han sido fundamentales para otorgar la acreditacion
CE-IVD, demostrando la sinergia entre la investigacidn basica y la traslacional.

El elevado porcentaje de los anticuerpos validados demuestra el rigor en la seleccién
de la versién RUO de estos mismos, mientras que el coeficiente de variacion de las
medidas realizadas para la validacion de estos reactivos pone de manifiesto la
exhaustividad del estudio realizado.

El hecho de la existencia de potenciales discrepancias demostrada por la reactividad
de determinados anticuerpos RUO cuando son confrontados con muestras de origen
patoldgico, ha obligado a modificar el procedimiento originalmente establecido y
adaptarlo de manera consensuada a los requisitos necesarios para otorgar la
acreditacion CE-I1VD.

Interpretaciones demasiado estrictas o sesgadas durante los procedimientos de
validacién pueden resultar en acreditaciones CE-IVD no validas, con el considerable

impacto negativo que ello podria tener a nivel diagndstico.
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ANTICUERPOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO IV

= Anti-Human CD2 APC, clon 39C1.5

= Anti-Human CD2 APC, clon LT2

= Anti-Human CD2 FITC, clon S5.2

= Anti-Human CD2 FITC, clon LT2

= Anti-Human CD2 PE, clon 39C1.5

=  Anti-Human CD2 PE, clon LT2

= Anti-Human CD2 PE-Cy7, clon S5.2

= Anti-Human CD2 PE-Cy7, clon LT2

=  Anti-Human CD3 AF700, clon UCHT1

= Anti-Human CD3 APC, clon UCHT1

= Anti-Human CD3 APC-Cy7, clon SK7

= Anti-Human CD3 ECD, clon UCHT1

= Anti-Human CD3 FITC, clon UCHT1

= Anti-Human CD3 Pacific Blue, clon UCHT1
= Anti-Human CD3 PE-Cy7, clon UCHT1

= Anti-Human CD3 PE-Cy7, clon SK7

= Anti-Human CD3 PE-DyLight594, UCHT1

= Anti-Human CD4 APC, clon 13B8.2

= Anti-Human CD4 APC, clon MEM-241

= Anti-Human CD4 APC-Cy7, clon SK3

= Anti-Human CD4 APC-Cy7, clon MEM-241
= Anti-Human CD4 FITC, clon 13B8.2

=  Anti-Human CD4 FITC, clon MEM-241

= Anti-Human CD4 Pacific Blue, clon 13B8.2
= Anti-Human CD4 Pacific Blue, clon MEM-241
=  Anti-Human CD4 PE, clon 13B8.2

= Anti-Human CD4 PE, clon MEM-241

= Anti-Human CD4 PE-Cy7, clon SK3

= Anti-Human CD4 PE-Cy7, clon MEM-241
= Anti-Human CD4 PerCP-Cy5.5, clon SK3
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Anti-Human CD4 PerCP-Cy5.5, clon MEM-241
Anti-Human CD5 APC, clon BL1a
Anti-Human CD5 APC, clon L17F12
Anti-Human CD5 FITC, clon BL1a
Anti-Human CD5 FITC, clon L17F12
Anti-Human CD5 Pacific Blue, clon BL1a
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Anti-Human CD7 APC, clon 124-1D1
Anti-Human CD7 FITC, clon M-T701
Anti-Human CD7 FITC, clon 124-1D1
Anti-Human CD7 PE, clon M-T701
Anti-Human CD7 PE, clon 124-1D1
Anti-Human CD8 AF700, clon 3B5
Anti-Human CD8 AF700, clon MEM-31
Anti-Human CD8 APC, clon B9.11
Anti-Human CD8 APC, clon MEM-31
Anti-Human CD8 APC-Cy7, clon SK1
Anti-Human CD8 APC-Cy7, clon MEM-31
Anti-Human CD8 ECD, clon B9.11
Anti-Human CD8 FITC, clon B9.11
Anti-Human CD8 FITC, clon MEM-31
Anti-Human CD8 Pacific Blue, clon B9.11
Anti-Human CD8 Pacific Blue, clon MEM-31
Anti-Human CD8 Pacific Orange, clon 3B5
Anti-Human CD8 Pacific Orange, clon MEM-31
Anti-Human CD8 PE, clon B9.11
Anti-Human CD8 PE, clon MEM-31
Anti-Human CD8 PE-DyLight594, clon MEM-31
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Anti-Human CD8 PerCP, clon SK1
Anti-Human CD8 PerCP, clon MEM-31
Anti-Human CD8 PerCP-Cy5.5, clon SK1
Anti-Human CD8 PerCP-Cy5.5, clon MEM-31
Anti-Human CD10 AF700, clon HI10a
Anti-Human CD10 AF700, clon MEM-78
Anti-Human CD10 APC, clon ALB1
Anti-Human CD10 APC, clon MEM-78
Anti-Human CD10 APC-H7, clon HI10a
Anti-Human CD10 APC-Cy7, clon MEM-78
Anti-Human CD10 PE-CF594, clon HI10a
Anti-Human CD10 PE-DyLight594, clon MEM-78
Anti-Human CD10 FITC, clon ALB1
Anti-Human CD10 FITC, clon MEM-78
Anti-Human CD10 PE, clon ALB1
Anti-Human CD10 PE, clon MEM-78
Anti-Human CD11b AF700, clon ICRF44
Anti-Human CD11b AF700, clon VIM12
Anti-Human CD11b FITC, clon Bear1l
Anti-Human CD11b FITC, clon ICRF44
Anti-Human CD11b PE-Cy7, clon Bear-1
Anti-Human CD11b PE-Cy7, clon ICRF44
Anti-Human CD13 APC, clon Immu103.44
Anti-Human CD13 APC, clon WM15
Anti-Human CD13 ECD, clon Immu103.44
Anti-Human CD13 FITC, clon SJ1D1
Anti-Human CD13 FITC, clon WM15
Anti-Human CD13 PE, clon SJ1D1
Anti-Human CD13 PE, clon WM15
Anti-Human CD13 PE-Cy7, clon L138
Anti-Human CD13 PE-Cy7, clon WM15
Anti-Human CD13 PE-DyLight594, clon WM15
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Anti-Human CD13 PerCP-Cy5.5, clon WM15
Anti-Human CD14 ECD, clon RM0O52
Anti-Human CD14 FITC, clon RMO52
Anti-Human CD14 FITC, clon MEM-15
Anti-Human CD14 PE, clon M$P9
Anti-Human CD14 PE, clon MEM-15
Anti-Human CD14 PE-DyLight594, clon MEM-15
Anti-Human CD16 APC, clon 3G8
Anti-Human CD16 ECD, clon 3G8
Anti-Human CD16 FITC, clon 3G8
Anti-Human CD16 PE, clon 3G8
Anti-Human CD16 PE-DyLight594, clon 3G8
Anti-Human CD16 PerCP, clon 3G8
Anti-Human CD16 Pacific Orange, clon 3G8
Anti-Human CD19 APC, clon J3-119
Anti-Human CD19 APC, clon LT19
Anti-Human CD19 AF700, clon SJ25-C1
Anti-Human CD19 AF700, clon LT19
Anti-Human CD19 PE, clon J3-119
Anti-Human CD19 PE, clon LT19
Anti-Human CD19 PE-Cy7, clon SJ25C1
Anti-Human CD19 PE-Cy7, clon LT19
Anti-Human CD19 PE-DyLight594, clon LT19
Anti-Human CD19 PE-DyLight594, clon SJ25-C1
Anti-Human CD19 PerCP-Cy5.5, clon SJ25C1
Anti-Human CD19 PerCP-Cy5.5, clon LT19
Anti-Human CD20 APC, clon BO9E9 (HRC20)
Anti-Human CD20 APC, clon 2H7
Anti-Human CD20 APC-Cy7, clon L27
Anti-Human CD20 APC-Cy7, clon 2H7
Anti-Human CD20 ECD, clon B9E9 (HRC20)
Anti-Human CD20 Pacific Blue, clon B9E9 (HRC20)
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Anti-Human CD20 Pacific Blue, clon 2H7
Anti-Human CD20 PE, clon B9E9 (HRC20)
Anti-Human CD20 PE, clon 2H7
Anti-Human CD20 PE-Cy7, clon L27
Anti-Human CD20 PE-Cy7, clon 2H7
Anti-Human CD20 PE-DyLight594, clon 2H7
Anti-Human CD20 PerCP-Cy5.5, clon L27
Anti-Human CD20 PerCP-Cy5.5, clon H27
Anti-Human CD22 APC, clon SJ10.1H11
Anti-Human CD22 APC, clon S-HCL-1
Anti-Human CD22 PE, clon SJ10.1H11
Anti-Human CD22 PE, clon S-HCL-1
Anti-Human CD23 PE, clon 9P25
Anti-Human CD23 PE, clon EBVCS-5
Anti-Human CD23 PE-DyLight594, clon 9P25
Anti-Human CD23 PE-DyLight594, clon EBVCS-5
Anti-Human CD27 FITC, clon CLB-27/1
Anti-Human CD27 FITC, clon LT27
Anti-Human CD27 Pacific Blue, clon 1A4CD27
Anti-Human CD27 Pacific Blue, clon LT27
Anti-Human CD27 PE, clon 1A4CD27
Anti-Human CD27 PE, clon LT27
Anti-Human CD33 APC, clon D3HL60.251
Anti-Human CD33 APC, clon WM53
Anti-Human CD33 FITC, clon D3HL60.251
Anti-Human CD33 FITC, clon WM53
Anti-Human CD33 PE, clon D3HL60.251
Anti-Human CD33 PE, clon WM53
Anti-Human CD33 PE-Cy7, clon P67.6
Anti-Human CD33 PE-Cy7, clon WM53
Anti-Human CD33 PerCP-Cy5.5, clon P67.6
Anti-Human CD33 PerCP-Cy5.5, clon WM53
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Anti-Human CD34 PE-DyLight594, clon 581
Anti-Human CD38 APC-Cy7, clon HIT2
Anti-Human CD38 APC-Cy7, clon LS198-4-3
Anti-Human CD38 FITC, clon T16
Anti-Human CD38 FITC, clon HIT2
Anti-Human CD38 Pacific Blue, clon LS198-4-3
Anti-Human CD38 Pacific Blue, clon HIT2
Anti-Human CD38 PE, clon LS 198-4-3
Anti-Human CD38 PE, clon HIT2
Anti-Human CD38 PerCP-Cy5.5, clon HIT2
Anti-Human CD41 APC, clon P2
Anti-Human CD41 APC, clon MEM-06
Anti-Human CD41 FITC, clon P2
Anti-Human CD41 FITC, clon MEM-06
Anti-Human CD41 PE, clon P2

Anti-Human CD41 PE, clon MEM-06
Anti-Human CD45 APC, clon 2D1
Anti-Human CD45 APC-Cy7, clon 2D1
Anti-Human CD45 FITC, clon J33
Anti-Human CDA45 FITC, clon 2D1
Anti-Human CD45 PE-Cy7, clon HI30
Anti-Human CD45 PE-Cy7, clon 2D1
Anti-Human CD45 PerCP-Cy5.5, clon 2D1
Anti-Human CDA45 Pacific Blue, clon J33
Anti-Human CD45 Pacific Blue, clon 2D1
Anti-Human CD45 Pacific Orange, clon HI30
Anti-Human CDA45 Pacific Orange, clon 2D1
Anti-Human CD56 APC, clon N901 (NKH-1)
Anti-Human CD56 APC, clon LT56
Anti-Human CD56 FITC, clon NCAM16.2
Anti-Human CD56 FITC, clon LT56
Anti-Human CD56 PE, clon N901 (NKH-1)
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Anti-Human CD56 PE, clon LT56
Anti-Human CD56 PE-DyLight594, clon LT56
Anti-Human CD56 PE-DyLight594, clon MEM-188
Anti-Human CD56 PerCP-Cy5.5, clon B159
Anti-Human CD56 PerCP-Cy5.5, clon LT56
Anti-Human CD61 FITC, clon SZ21
Anti-Human CD61 FITC, clon VIPL2
Anti-Human CD71 AF700, clon M-A712
Anti-Human CD71 AF700, clon MEM-75
Anti-Human CD79a APC, clon HM47
Anti-Human CD79a APC, clon HM57
Anti-Human CD79a PE, clon HM47
Anti-Human CD79a PE, clon HM57
Anti-Human CD79a PerCP-Cy5.5, clon HM47
Anti-Human CD79a PerCP-Cy5.5, clon HM57
Anti-Human CD103 APC, clon 2G5
Anti-Human CD103 APC, clon Ber-ACT8
Anti-Human CD103 FITC, clon 2G5
Anti-Human CD103 FITC, clon Ber-ACT8
Anti-Human CD103 PE, clon Ber-ACT8
Anti-Human CD103 PE, clon Ber-ACT8
Anti-Human CD117 AF700, clon 104D2
Anti-Human CD117 APC-AF750, clon 104D2D1
Anti-Human CD117 APC-Cy7, clon 104D2
Anti-Human CD117 APC-R700, clon YB5.B8
Anti-Human CD117 FITC, clon 104D2
Anti-Human CD117 PE, clon 104D2D1
Anti-Human CD117 PE, clon 104D2
Anti-Human CD117 PE-Cy7, clon 104D2
Anti-Human CD123 FITC, clon 6H6
Anti-Human CD123 PerCP-Cy5.5, clon 7G3
Anti-Human CD123 PerCP-Cy5.5, clon 6H6
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Anti-Human HLA-DR AF700, clon G46-6

Anti-Human HLA-DR AF700, clon L243

Anti-Human HLA-DR FITC, clon Immu-357

Anti-Human HLA-DR FITC, clon L243

Anti-Human HLA-DR Pacific Blue, clon Immu-357
Anti-Human HLA-DR Pacific Blue, clon L243

Anti-Human HLA-DR PE, clon Immu-357

Anti-Human HLA-DR PE, clon L243

Anti-Human Kappa APC, policlonal

Anti-Human Kappa APC, clon TB28-2

Anti-Human Kappa FITC, policlonal

Anti-Human Kappa FITC, clon TB28-2

Anti-Human Kappa PE, policlonal

Anti-Human Kappa PE, clon TB28-2

Anti-Human Kappa Pacific Blue, clon TB28-2
Anti-Human Kappa V450, clon TB28-2

Anti-Human Lambda APC, clon 1-155-2

Anti-Human Lambda APC-H7, clon 1-155-2

Anti-Human Lambda FITC, policlonal

Anti-Human Lambda FITC, clon 1-155-2

Anti-Human Lambda PE, policlonal

Anti-Human Lambda PE, clon 1-155-2

Anti-Human Anti-Mieloperoxidasa FITC, clon CLB-MPO-1
Anti-Human Anti-Mieloperoxidasa FITC, clon MP0O421-8B2
Anti-Human Anti-Mieloperoxidasa PE, clon CLB-MPO-1
Anti-Human Anti-Mieloperoxidasa PE, clon MP0O421-8B2
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