INTRODUCCION A LA
CITOMETRIA DE FLUJO, CMF

 La Citometria es el estudio, caracterizacion
y recuento de las células

 La CMF es una tecnologia que permite la
medicion simultanea de multiples
caracteristicas de células en suspension
por medio de instrumentos o citometros



ANTECEDENTES HISTORICOS
PRIMEROS CITOMETROS

Moldavan en 1934 y por Kielland en 1941, primeros citometros de
flujo para el recuento de particulas

Gucker, Crossland, Taylor y Wallace Coulter, final de los 40 y
principio de los 50, contadores de particulas que median su tamano
y volumen

Kamentsky y col. en 1965, aparato que mide varios parametros de
una celula. Ademas miden la dispersion de luz de las células

Presentan un citometro de flujo que realiza hasta cuatro medidas
simultaneas por célula y analizan los datos multiparameétricos
mediante un ordenador

A partir de este instrumento, Ortho desarrollo el Cytograf y el
Cytofluorograf

En 1965, Meyer-Doering y Knauer un contador de particulas en
base a la dispersion de luz.

En 1968, Dittrich y Gohde un instrumento que media la
fluorescencia de particulas que se movian en una corriente de flujo.



HISTORIA RECIENTE

A comienzo de los anos 80 aparece una nueva
generacion de citometros de flujo como el FACS-can de
Becton-Dickinson y el EPICS Profile de Coulter, que se
incorporaron a los laboratorios clinicos.

Avances importantes fueron:
Cariotipo de flujo (Gray)

Inmunofenolipaje con anticuerpos monoclonales OKT
(Reinherz)

La introduccion de los anticuerpos monoclonales y de
nuevos compuestos fluorescentes ha permitido un
impulso fundamental en las técnicas de citometria de
flujo



VENTAJAS DE LA CMF

Rapidez

Especificidad

Elevada sensibilidad (10+ 6 10-)
Analisis objetivo y reproducible



CAPACIDAD DE LA CMF

* Puede analizar un elevado numero de
particulas (1000 a mas de 100.000 celulas)
adquiridas en un corto periodo de tiempo
(decenas de miles de células por segundo)

* Realiza medidas cualitativas y cuantitativas
de mas de 15 parametros simultaneamente
y de cualquier célula o particula
suspendida desde 0,2 hasta 150 micras



CARACTERISTICAS DE LA CMF

Con la citologia convencional se obtienen valores
medios de toda la poblacion celular

Con la CF se estudia por separado cada celula o
particula y se obtiene informacion simultanea de
varios parametros asi como de la relacion entre
ellos

La utilizacion de triples y cuadruples marcajes
antigénicos permite un analisis multiparametrico
cualitativo y cuantitativo de diferentes
poblaciones celulares

Todo ello le confiere una alta sensibilidad y
objetividad



APORTACIONES CLINICAS DE
LA CMF

* Aporta criterios objetivos

« Apoya y perfecciona las clasificaciones y
morfologicas y define nuevas entidades

« Es util para:
-ldentificar y definir células

-La deteccion de anomalias geneticas debido al
reconocimiento de fenotipos aberrantes

-El seguimiento de la enfermedad minima residual
(EMR) vy el seguimiento de los pacientes con
terapias especificas
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CITOMETROS

* Son instrumentos en los que se hace
pasar una suspension de celulas o
particulas alineadas y de una en una por
delante de un laser focalizado.

» El impacto en cada celula produce
senales que son recogidos por distintos
detectores que las convierten en senales
electricas que posteriormente seran
digitalizadas y analizadas



EXTRUCTURA DEL CITOMETRO

CONTIENE TRES PARTES

« Sistema hidraulico
Con una seccion neumatica y otra de fluidos
» Sistema Optico que incluye:

— Una seccion de excitacion (un laser), lentes y prismas
— Una seccion colectora que genera y recoge las sefales

¢ Sistema electroinformatico

Convierte las senales opticas luminicas en
senales electronicas v las digitaliza para su
analisis



ESQUEMA DE UN CITOMETRO
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SECCION FLUIDRICA

Consta de dos fluidos:

* Un fluido que contiene las celulas de la
muestra en suspension

* Un fluido envolvente o vaina (sheath fluid)
gue envuelve y da estabilidad a la
suspension



PRESIONES DE LOS LIQUIDOS

 Normalmente el fluido envolvente vy la
suspension no se mezclan porque circulan a
presiones diferentes

« La presion de la muestra es el mayor y por tanto
va a mas velocidad

* La velocidad aumenta al incrementarse la
presion de la muestra ya que aumenta la
anchura del chorro de la misma. Un regulador
de presion controla su caudal cambiando la
presion
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CAMARA DE FLUJO

Es de cuarzo en los citdbmetros de analisis y esta
situada en el centro

El liquido envolvente y la muestra entran en
contacto en la camara donde desembocan

El fluido envolvente con la suspension celular en
el centro, es impulsado para salir a gran velocidad
por un orificio estrecho de la camara

La suspension celular situada en el centro del
flujo es estrechada hasta un diametro de unas 10
micras



CAMARA DE FLUJO
ENFOQUE HIDRODINAMICO

» Las celulas cruzan perpendicularmente el rayo
de luz laser alineadas y de una en una. La
velocidad de las celulas oscila entre 1.000 y
1.000.000 por minuto

* En este punto, se enfoca el haz de luz (enfoque
hidrodinamico ) que rebota en cada célula
dispersandose

» El fluido envolvente centra las células hasta el
punto de deteccion con una precision de £ 1 o
mas.



ESQUEMA DE LA CAMARA DE
FLUJO




ESQUEMA DE LA CAMARA DE
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SECCION OPTICA

» El sistema optico tiene dos partes:

* Optica de excitacion: laser(s) y las lentes
para dirigirlo y enfocarlo

* Optica de lectura: lentes que recogen
luz emitida despues de la interaccion con
las particulas y un sistema de espejos y
filtros que la dirigen hacia los detectores
correspondientes



FUENTE DE LUZ.
LASER

La mayoria de los citometros llevan una fuente
emisora laser.

El laser es es una luz monocromatica, coherente
. misma longitud de onda y frecuencia

La longitudes de onda utilizadas en
citofluorometria son 488, 568, 630 y 647 nm
siendo la primera la mas habitual

Los citdbmetros de investigacion suelen tener
varios laser, los de rutina trabajan con longitud
de onda del fija (casi siempre 488 nm)



LASER EN CMF

« Existen citbmetros de flujo que poseen dos
rayos laser

* La mayoria de los citbmetros de flujo emplean
uz azul de 488 nm. Puede haber otro laser para
a luz verde de longitudes de onda entre 515 y
535 nm

» Esto se debe a que la mayoria de los
fluorocromos usados en CF como la ficoeritrina
o el yoduro de propidio, aunque excitables con
luz azul, poseen un maximo con luz verde.




FUNCIONAMIENTO DE LA
SECCION OPTICA

El laser pasa a través de una lente de enfoque

Al rebotar el haz de luz en la celula, los rayos de luz son
difractados en todas direcciones o son bloqueados.

La luz dispersada es filtrada, recolectada y enviada
fotodetectores

Estos la convierten en senales electronicas y despueés
en datos digitales

Estas senales son guardados en un archivo con el fin de
ser analizados luego por un software especializado



SISTEMAS OPTICOS

Los citometros de flujo tienen cinco sistemas opticos de
medida:

Dos de dispersion de luz (uno hacia delante y otro en
angulo recto), y tres de fluorescencia

La luz de las emisiones fluorescentes se recoge a
angulos de 90° junto con la dispersion de luz (del SSC)

El sistema debe separar la dispersion de estas dos
senales

Los fotones con diferente longitud de onda se
seleccionan por medio de un sistema optico compuesto
por filtros y espejos dicroicos y se envian a un detector
especifico.



DISPERSION DE LA LUZ

Se recogen dos tipos de dispersion:

* Dispersion frontal (FSC, Forward
Scatter)

* Dispersion lateral (SSC, Side Scatter)



DISPERSION FRONTAL (FSC)

« Es laluz dispersada frontalmente en angulo conico
pequefo(0-10°) en la direccion del laser

« Al otro lado de la camara de flujo hay una barra que
bloquea el rayo incidente. Esta luz es recogida por un
detector que es un fotodiodo situado detras de esta
barra y detecta la dispersion de luz en pequenos
angulos

« El tiempo que dura el corte del suministro de fotones al
detector es proporcional al diametro de la célula (sombra
de la célula). El ancho del pulso mide el "tiempo de
vuelo" de paso de una ceélula a traves del rayo laser, y
por lo tanto proporcional a su longitud



DISPERSION LATERAL (SSC)

— Luz dispersada en angulo recto del eje de luz
incidente. El detector de SSC son tubos
fotomultiplicadores (PMT) que se colocan en
angulo recto con el rayo laser

— Es proporcional a su complejidad interna que
iIncluye granularidad, estructuras y organelas
celulares, membranas citoplasmaticas y
rugosidad de la superficie celular



ESQUEMA SECCION OPTICA
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ESQUEMA DEL SISTEMA
OPTICO

En la figura se recoge de forma
esquematica la disposicion de los espejos
y lentes en un citometro de flujo dotado de
cinco detectores de los que tres
corresponden a senales de fluorescencia
en la zona verde, naranja y roja del
espectro luminoso.



PARAMETROS

Con la informacion obtenida por la
dispersion de la luz se miden
simultaneamente los parametros:

-Intrinsecos, relacionados con las
caracteristicas intrinsecas de la particula:
tamano y complejidad

-Extrinsecos, relacionados con las
distintas fluorescencias asociadas a la
particula



TIPOS DE FILTROS OPTICOS

DE INTERFERENCIA, reflejan las longitudes de onda no
deseadas. Son los filtros dicroicos

DE ABSORCION, absorben las longitudes de onda no
deseadas. Hay tres tipos:

-Filtros Band Pass : Dejan pasar un rango de longitudes
de onda (Por gj.: 620 — 640 nm)

-Filtros Short Pass (SWP) : Dejan pasar por debajo de
una longitud de onda determinada ( Por ej: < 575 nm)
reflejando la luz de longitudes de onda mayor

-Filtros Long Pass: Dejan pasar por encima de una
longitud de onda determinada (Por gj: > 520 nm)
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TIPOS DE DETECTORES

Los pulsos de luz que llegan a los detectores contienen desde unas
centenas a varios miles de fotones.

Se utilizan tres tipos: fotodiodos, fotomultiplicadores y detectores
monocromaticos.

Los fotodiodos son detectores de estado solido empleados para
recoger senales de luz de intensidad grande, como la luz del FSC.
Transforman la senal luminosa en un pulso. La intensidad es
proporcional al numero de fotones que llegan.

Los fotomultiplicadores constan de un tubo en cuyo interior hay
varias placas recubiertas por compuestos muy excitables por la luz
gue multiplican la senal. Al estar colocadas de forma secuencial se
multiplica de la sefal. El numero de veces que se multiplica la sefal
depende del voltaje entre la primera y la ultima placa.



SENALES ELECTRONICAS

 La interaccion de la célula con el laser
produce una dispersion de la luz

» Las senales de luz (fotones) golpean un
lado del PMT o fotodiodo y se convierten
en un numero proporcional de electrones

» Los fotomultiplicadores multiplican estos
electrones, creando una corriente eléectrica
gue se convierte en el pulso de tension



UMBRAL

* El instrumento se ajusta para omitir senales de
desechos o ruido electrénico

» Para ello se establece un umbral que permite
procesar y enviar a la computadora solo las
senales con igual o mayor intensidad

* El nivel del umbral se fija con uno o dos
parametros. Es habitual utilizar solo la
dispersion de luz (FSC) como discriminador
para establecer el umbral



AMPLIFICACION DE LA SENAL

Las senales pueden ser amplificados aplicando un
voltaje a la PMT, o aumentando la ganancia de
amplificacion

En las senales fluorescentes las poblaciones pueden
variar en un rango amplio de canales, por ello la senal
se amplifica logaritmicamente ya que aumenta el rango
dinamico para que las senales débiles y fuertes se
pueden grabar en una la misma escala.

Con esto se expanden las senales débiles y se
comprimen las senales fuertes.

La amplificacion lineal se utiliza generalmente para
ampliar los parametros de dispersion y algunos
fluorescentes, por ejemplo, para la medicion de ADN.



FORMACION DEL PULSO

A medida que la célula pasa a traves del rayo laser, la
sefal optica va a generar un pulso, que tiene una altura
(o pico), ancho y area.Cada pulso se inicia una vez que
la celula se asoma delante del rayo luminoso. Después,
si la velocidad es constante y la celula uniforme, el pulso
desciende simétricamente hasta que desaparece la
sefal de esa célula

« Cuando la particula se encuentra en el centro del rayo
laser se logra la maxima dispersion o fluorescencia, es
el punto mas alto del pulso

« El pulso vuelve a la linea de base cuando la particula
abandona el rayo laser.



CARACTERISTICAS DEL PULSO

* El area, altura y anchura de los pulso
electricos son proporcionales a la cantidad
total de luz, la intensidad maxima y a la
duracion de la senal luminosa,
respectivamente

* Todos estos parametros se relacionan con
las caracteristicas de la ceélula

« Con esta senal se pueden realizar
diferentes mediciones, por ejemplo, altura
del pico, integral (area), ancho, inclinacion



FORMACION DEL PULSO
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PROCESAMIENTO DE LAS
SENALES

Las sefales analdgicas se convierten en digitales antes de ser transmitidos a la
computadora.

Esto tiene varias ventajas como la precision y la velocidad y permite su
procesamiento en la computadora

En el modelo lineal se mide la altura del pulso analdgico en incremento de voltio.
Dado que el pulso se encuentra entre 0,00 y 10,24 voltios y que la escala de medida
va en incrementos de 0,01 voltio, existen 1.024 incrementos. Los incrementos de
0,01 voltio se denominan canales y reflejan la resolucién del sistema
detector/amplificador

Al pulso de tension se le da un valor digital por el convertidor analdgico-digital (ADC).
La resolucion de los datos dependera de la ADC. Por ejemplo, un convertidor de 8
bits dara 256 canales, y un convertidor de 10 bits da 1024.

Los datos se almacenan en un formato estandar de citometria de flujo (FCS)
elaborado por la Sociedad Internacional de Citologia Analitica (ISAC).

La computadora guarda los datos en modo de lista( list-mode), que es una lista de
los parametros de la célula y sus medidas en una base celda por celda



PRESENTACION DE DATOS

* Despues de guardar los datos en un
archivo de datos se pueden representar
en forma de:

» Histograma

» Grafico de Puntos (Dot Plot) o
escatergrama



HISTOGRAMA

Histograma de frecuencia

Es un grafico con unico parametro donde el valor de la sefial del
parametro se representa en el eje X en numeros de canal (0 a
1.023). La diferencia entre canales es una amplitud de sefal de
0,01 voltio, en el modo lineal

En el eje Y se representa el numero de eventos por numero de
canal

Cada evento se coloca en el canal que corresponde al valor de su
senal

Senales con intensidades iguales se acumulan en el mismo canal.

Las senales mas briIIant_es se muestran en los canales a la derecha
de las senales mas débiles.



ESCATERGRAMA

Escatergrama o dot plot

Es un grafico de puntos donde se enfrentan dos
parametros.

Cada punto representa una célula segun sus medidas
asociadas. Puede relacionarse de esta forma cualquier
pareja de parametro. A medida que se van poniendo
puntos aparece una poblacion

Hay varios tipos de plots:

Grafico de Contorno (Countour Plot)
Grafico de Densidad (Density Plot)
Grafico en tres dimensiones



PEIFLI)

GRAFICO FL1/FL2

Cada evento con sus medidas esta representado por
un punto. A medida que se van poniendo puntos
aparece una poblacion

1

& &

PEIFLE)

Ll
i )

i) &3
FITC [FL 1) FITC [FL1)



FLUORESCENCIA

Cuando un compuesto absorbe la luz (y por tanto
energia) los electrones ascienden de su estado basal a
un estado excitado.

Los electrones vuelven al estado fundamental por una
serie de transiciones que implican la emision de un
cuanto de luz (transicion radiactiva).

La transicion de absorcion consume mas energia que la
gue se desprende en la emision por tanto la luz emitida
es de menor energia y de mayor longitud de onda que
la luz excitante

El retorno de la molécula a un estado de energia mas
bajo se acompana de emision de luz (fluorescencia) y de
pérdida de energia Este efecto se denomina
fluorescencia



SENALES DE FLUORESCENCIA

» Los citometros de flujo detectan senales
de fluorescencia procedentes de
complejos Antigeno/Anticuerpo marcados
con un fluorocromo

» La sefal de fluorescencia emitida es
proporcional a la cantidad de
componentes fluorescentes de la particula



FLUOROCROMOS

Si los fotones de una luz chocan con la molécula de un
fluorocromo los electrones pasen a un nivel energético
mas alto (excitado)

Un fluorocromo es una molécula que absorbe luz a una
determinada longitud de onda y la emite a una longitud
superior (menor energia)

Parte de la energia se utiliza para la absorcion, por eso
la luz emitida es de menor energia

La diferencia entre la longitud de onda de absorcion y
emision se denomina Stokes shift

El espectro de absorcion o excitacion es el rango sobre
en el que un fluorocromo absorbe luz, y el espectro de
emision es el rango en el que emite luz.



TIPOS DE FLUOROCROMOS

Se usan dos clases de fluorocromos:
Fluorocromos de unidén covalente
Fluorocromos de unidén no covalente

_a eleccion de fluorocromo dependera de
a aplicacion y las longitudes de onda de
excitacion disponibles.




FLUOROCROMOS DE UNION
COVALENTE

* Las moléculas organicas pequenas (FITC,
biotina) forman una unién covalente con
grupos amino libres en anticuerpos.

* Hay varios de este tipo, como: isoticianato
de fluoresceina, phicoeritrina, rodamina,
rojo texas, cianinas.

* El mas utilizado para marcar proteinas es
isotiocianato de fluoresceina, el grupo
Isotiocianato reacciona con los grupos
amino de los residuos de lisina



FLUOROCROMOS DE UNION
NO COVALENTE

e Se unen no covaléntemente a estructuras
dentro de la célula

* Son por ejemplo: Hoechst, DAPI, Naranja
de acrimina, yoduro de propidio y otros



CARACTERISTICAS DEL
ISOTIOCIANATO DE
FLUORESCEINA, FITC

Ventajas:

Es una molécula pequena con afinidad por las proteinas,
incluidas las inmunoglobulinas Se excita con luz azul a
488 nm lo que permite el uso de laseres pequenos

Inconvenientes:

Deficiente cuantificacion de senales de fluorescencia, con
la deteccidn de antigenos en cantidades bajas.

Se transfiere energia entre dos moléculas del mismo
fluorocromo si estan suficientemente cercanas (50 A), ya
gue cada una de ellas seria excitable no solo por la
fuente de luz, sino también por la luz emitida por la otra
molécula de fluorocromo, una vez que ésta ha sido
excitada por el laser («quenching» de fluorescencia)



FICOERITRINA

Es el fluorocromo de mayor potencial en el
inmunofenotipaje celular de eleccion para la
deteccion y cuantificacion de antigenos

Es un muy sensible permitiendo la deteccion de
un pequeno numero de moléeculas de antigeno

Proporciona un cociente fluorocromo/proteina
(inmunoglobulina) estable 1/1

No presenta los fenbmenos de «quenching»
descritos para el FITC



ESPECTROS DE LOS
FLUOROCROMOS
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Antigenao AB Lin antigenos

—

Los antigenos(Ag) ("anti", del griego Antigenos de grupo ABO
AvTi- 'opuesto’ y "genao", de yeyv, _
generar). Son sustancias extrafas, Antigeno A Antigena B
proteinas o polisacaridos, que . ;”f 5 i
provocan la formacion de anticuerpos &
Suelen ser sustancias que no se

encuentran en el cuerpo

Los antigeno definen caracteristicas Tipo sanguinea A Tipo sanguineo B
de una célula, como la funcion, el

linaje y etapa de desarrollo

Debido al gran numero de antigenos

se ha adoptado un sistema de

clasificacion basado en el numero del

cluster de diferenciacion (CD)

Por ejemplo, las células T tienen los _ : . .
antigenos CD3, CD4 etc en su Tipo sanguinea AB  Tipo sanguineo O
superficie, las células B que tienen

los antigenos CD19, CD20 etc



ANTICUERPOS

» Los anticuerpos(Ac), son glicoproteinas de
tipo inmunoglobulinas(lg), incluidas en las
gamma globulina. Se producen para
identificar y neutralizar elementos extranos
tales como bacterias, virus o parasitos.

 Los Ac se unen fuertemente a sus dianas,
los antigenos. Cada tipo de anticuerpo
tiene un sitio especifico de union al
antigeno



ESTRUCTURA DE LOS AC

« Cada molécula de anticuerpo 1\
se compone de dos cadenas \Q‘ |
ligeras y dos cadenas pesadas \

idénticas, por tanto los dos
sitios de union al antigeno S e
también son idénticos.

* Pueden formar monémeros o

dimeros o pentameros (cinco
unidades)

« Segun la forma de cadena AR
pesada existen cinco clases de '

v
isotipos: IgA, IgD, IgE, I1gG e _. /
|gM Light chain &/ ’

Heavy chain

"




UNION CON LOS ANTIGENOS

* Los anticuerpos contienen una pequena region
gue es extremadamente variable, lo cual
permite la existencia de millones de anticuerpos,
cada uno con un extremo ligeramente distinto. A
esta parte de la proteina se denomina region
hipervariable

« Cada una de estas variantes se puede unir a un
antigeno distinto

« Esta enorme diversidad de anticuerpos permite
al sistema inmune reconocer una gran
diversidad de antigenos.



ANTICUERPOS
MONOCLONALES, AcMo

e Son anticuerpos de una unica especificidad

« Se cultivan indefinidamente in vitro para
producir cantidades ilimitadas de AcMo de
caracteristicas especificas

« Un anticuerpo monoclonal es especifico para un
unico epitope, mientras que los anticuerpos
policlonales son la mezcla natural de varios
AcMo producidos en el animal



PRODUCCION DE AcMo

Se basa en la fusion de linfocitos B con células de
mieloma para dar un hibridoma inmortal que segregue un
unico tipo de anticuerpo

Se inmuniza un animal con un antigeno (dosis sucesivas
durante varias semanas)

Se extrae el bazo o los ganglios linfaticos para obtener
linfocitos B sensibilizados

Se incuban unos minutos con células de mieloma de ratén
deficitarias de la enzima hipoxantina-guanina fosforribosil
transferasa (HGPTR) en presencia de polietilenglicol
(PEG). Se fusionan y se produce un hibridoma

El PEG induce la fusion de la membrana celular. Las
bicapas lipidicas interaccionan, permitiendo la fusion por
una interaccion lipido-lipido firmandose puentes
citoplasmicos.



CULTIVO DE HIBRIDOMAS

» Las células fusionadas se cultivan en medio con
HTA (hipoxantina, aminopterina, timidina) que
permite el crecimiento de las células fusionadas
y elimina los linfocitos B y las celulas de
mieloma envenenadas por la aminopterina del
medio ya que carecen de HGPTR.

* Tras un periodo de 10-14 dias de cultivo solo
sobreviven |los hibridomas.

« Las células de mieloma confieren su capacidad
de crecimiento in vitro y los linfocitos B aportan
la HGPTR, esencial para el crecimiento en el
medio HAT.



SELECCION DE CLONES

Se diluye el cultivo y se distribuye en los pocillos de una placa de
forma que cada pocillo contenga un hibridoma diferente. Se cultivan
los clones en medio con macrofagos.

Se analiza el Ac que producen frente a su antigeno especifico.

También puede diluirse el cultivo y sembrar los hibridos en agary
aspirar los diferentes clones. Estos clones se incuban en placas de
microtitulacion y se analiza el tipo especifico de Ac que producen.

Una vez identificados los clones adecuados, se diluyen y se
subclononan . Se selecciona el clon que segrega el anticuerpo con
el mayor titulo con la especificidad

Para CMF se recomienda que esta segunda seleccion de forma que
el anticuerpo seleccionado sea el que mejor funcione

El aislamiento(purificacion y concentracion) del anticuerpo se
realiza por fraccionamiento salino, seguido de cromatografia de
intercambio idnico y cromatografla de tamizado molecular. Tambien
puede emplearse cromatografia de afinidad



REALIZACION DE LA CMF

Comprende 3 etapas:

* Fase precitometrica: diseno de protocolos,
preparacion de la muestra, tincion con
reactivos fluorescentes

* Fase de adquisicion de la muestray la
recoleccion de los datos

« Fase de analisis de los datos recolectados



PROTOCOLO DE ESTUDIO

Muestra: sangre total o médula 6sea con anticoagulante
(EDTA o heparina) o suspension celular de ganglio.

Al adquirir la muestra se puede elegir la poblacion total o
seleccionar en ventana de linfocitos por ejemplo en
grafico FSC/SSC.

Se consideran los porcentajes celulas positivas y la
iIntensidad de expresion.

Se considera un marcador positivo cuando el porcentaje
de células positivas es superior al 20% referido al total
de la poblacion, por ejemplo de linfocitos B (CD19+) o
linfocitos T (CD3+))

La intensidad de expresion se valora de varias formas,
por ejemplo: debil (d, log <10.2); media(m, log 10.2);
intensa (I, log >10.2)



TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA
POR CF

* Se usa para detectar Ag en la superficie
celular de las células utilizando AcMo
marcados con un fluorocromo

* Para ello las celulas se marcan con Ac Mo
conjugados con fluorocromos,
posteriormente se lisa la serie roja



TINCION DE
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

* 1) Poner en un tubo un volumen de muestra que contenga
1x10%células

« 2) Anadir el AcMo (la cantidad dependera del laboratorio)

« 3) Mezclar e incubar durante 10-15 min a temperatura ambiente en
oscuridad.

« 4) Anadir 2 ml de solucion lisante

« 5) Agitar e incubar durante 5-7 min. a temperatura ambiente y en
oscuridad

« ©0) Centrifugar a 300g. durante 5 minutos a temperatura ambiente
« 7) Decantar el sobrenadante.
« 8) Resuspender el botdn celular
« 9) Anadir 5 ml de PBS.
* 10) Centrifugar a 300g. durante 5 minutos a temperatura ambiente
11) Decantar el sobrenadante.
12) Resuspender el boton celular.
« 13) Anadir 0.5-1 ml de PBS
14) Leer en el citometro



TINCION KAPPA-LAMBDA-CD19

Mue,st_ras: Sangre periférica, médula 6sea, tejidos solidos y liquidos
organicos.

1.- Ajustar la concentracion celular a 7,5-10° células/pL y poner 100
ML en los tubos control y test

2.- Lavar con 2 ml de PBS una vez

3.- Retirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur

4.- Anadir 100 uL de suero bovino fetal inactivado (SBF incubado a
37°C x 1 hora al bafio Maria) en cada tubo

5.- Afadir 10 pL del control isotipico y del anti-kappa/ lambda/ CD 19
6.- Agitar suavemente.

/.- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad
8.- Lisar

9.- Resuspender en 4 ml de PBS.

10.- Centrifugar 5' a 300 g (1600 rpm. en nuestra centrifuga)
11.- Decantar el sobrenadante.

12.- Resuspender en 1 mi- de PBS y adquirir en el citdmetro.



ANALISIS

* El analisis se realiza en tres etapas:

-ldentificacion y seleccion de los
parametros a medir

-ldentificacion de subpoblaciones

-Caracterizacion de cada uno de los
subgrupos identificados

» Existen programas informaticos con
meétodos de seleccion e identificacion
basados en «ventanas de analisis»



GRAFICO FS/SC NORMAL

- T - 1
Granulocytes

REST LI

1023
|

S5 Lin

Lymp

yo T tomooytes




PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Se colocan ventanas rodeando poblaciones

Podemos comenzar por un grafico por ejemplo
FSC frente SSC

Se dibuja una ventana o region (A) rodeando la
poblacion de linfocitos.

En los otros graficos con otros parametros
apareceran con los datos de la gate de la
region A

Los graficos posteriores pueden seleccionar

esta poblacion excluyendo el resto de las
poblaciones



PROCEDIMIENTO DE ANALISIS




LINFOCITOS CD4+,CD8+
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ESTADISTICA DE CUADRANTES

ESTADISTICA DE
CUADRANTES
(Dos Parametros)
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1':'33

e Se muestran los 1-::2—;
linfocitos CD4+ y ;
CD3+

CD3




MEDULA OSEA NORMAL

Se presenta una médula 6sea normal

tenida por lisis en muestra total, con
CD/71-FITC, CD33 y CD45-PE PerCP

Esta combinacion describe los
componentes y en la mayoria de los casos
detecta si existen la presencia de blastos



MEDULA OSEA NORMAL
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MEDULA OSEA NORMAL




MEDULA OSEA NORMAL

El grafico CD45 vs SSC identifica de la mayoria de poblaciones normales en la médula
osea.

Se asigna el mismo color a la misma poblacion en diferentes graficos
Las células con CDA45 fuerte, SSC bajo son linfocitos,

Las con CD45 moderado, SSC alto son granulocitos y las que tienen mas CD45 que
los granulocitos, pero SSC mas alta que linfocitos son monocitos.

Los monocitos también tienen mas alta expresion de CD33 que los granulocitos
Los glébulos rojos nucleados tienen SSC bajo y débil a negativo CDA45.

Lo mismo ocurre con los debris y los hematies no lisados pero los globulos rojos
nucleados tienen un CD71 mas fuerte

La poblacion de granulocitos es heterogénea con respecto a la expresion CD45. Esta
variacion en el CD45 se asocia a la maduracion mieloide. Los elementos mas
inmaduros tiene un CD45 mas bajo

A medida que avanza la maduracién mieloide, hay una pérdida de CD71, y también
una ligera pérdida de CD33.

La region de SSC bajo y CD45 intermedio (al nivel de los granulocitos) contiene
grupos dispersos, que se corresponden, en su mayor parte, a blastos.

Este "agujero” es donde en la mayoria de las leucemias agudas se encuentran los
blastos



MEDULA OSEA NORMAL
Hematogonias




MEDULA OSEA NORMAL

La poblacion CD45 fuerte y SSC alto
corresponde a granulocitos maduros (pueden
ser CD10+)

En esta muestra se ve un pequeno numero de
células CD10 + CD19 + con SSC muy baja,
CD45 mas fuerte que los linfocitos

Estos son los precursores de células B,
llamadas "hematogones"”, y es importante
reconocerlas

Estas células no tienen Ig de superficie (como
B-precursor de LLA ), pero son muy
heterogeneas



MEDULA OSEA NORMAL
Celulas NK




MEDULA OSEA NORMAL

* En esta muestra se distingue una
poblacion tefilda de verde en el grafico

* Presentan un SSC ligeramente superior a
los linfocitos y un CD45 algo mas tenue
que los linfocitos y monocitos.

« Como se ve en la tincion CD3/CD56,
estas son las células NK



MEDULA OSEA NORMAL




MEDULA OSEA NORMAL

Otra combinacion para evaluar la maduracion de la serie
mieloide es CD15-FITC/CD11b-PE

Los elementos mieloides mas inmaduros (verdes)
expresan mas CD15 que CD11b, y a medida que se
produce la maduracion adquieren mas CD11b

Algunos de los elementos mieloides mas inmaduros
expresan CD15, sin CD11b (aqui no se ven bien)

Por el contrario, las células monocitoides (rojo) tienen un
CD11b mas brillante en relacion con CD15

En las células NK (y algunos linfocitos, azul oscuro) se
expresa CD11b sin ningun CD15



APLICACIONES DEL
INMUNOFENOTIPO

Definir patrones fenotipicos de normalidad
y fenotipos aberrantes

Diagnostico y clasificacion de la gran
mayoria de las leucemias

Deteccion de enfermedad minima residual

Deteccion de celulas raras en porcentajes
muy bajos (mastocitos, celulas
dendriticas),



APLICACIONES
HEMATOLOGICAS DE LA CMF

nmunofenotipo de leucemias y enfermedades
infoproliferativas

_a CMF es de gran utilidad para el diagnostico,
clasificacion y seguimiento de estas hemopatias

Recuento de progenitores hematologicos
Deteccion de enfermedad minima residual
Estudio de subpoblaciones linfocitarias

Inmunofenotipaje de trombocitopatias y funcion
plaquetaria




OTRAS APLICACIONES
HEMATOLOGICAS

Enfermedades por déficit de expresion de
moléculas de adhesion:

— Déficit de CD54 y CD59, hemoglobinuria paroxistica
nocturna

— Deficit de CD11b, enfermedad de Chediak-Higashi,

En enfermedades autoinmunes:

— Purpura Trombocitopenica Autoinmune
— Anemias hemoliticas

— Neutropenias autoinmunes

Hemorragia feto-materna

Estudio _de la contaminacion leucocitaria en
transfusiones de sangre



CELULAS HEMATOPOYETICAS

Linfocitos:
-Linfocitos T
-Linfocitos B
-Células NK
Células mieloides
Plaquetas
Eritrocitos



EXPRESION ANTIGENICA

-Linea granulocitica: CD11b, CD13, CD15, CD16, CD33, CD65,
CD117, MPQOc

-Linea monocitica: CD11b, CD11c, CD14, CD36, LISOZIMACc
-Linea eritroide: glicoforina A, CD71

-Linea megacariocitica: CD41, CD42, CD61

-Linea B: CD10, CD19, CD22, CD79a

-Linea T: CD2, CD3c, CD4, CD7

-Linea NK: CD16, CD56

-Antigenos no especificos de linea: 7.1, CD34, CD45, HLA-DR
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LINFOCITOS T

El precursor en MO emigra al timo donde madura y se genera el
receptor TCR

Las células T inmaduras (timocitos) se dividen en tres estadios:

— Timocitos precoces (estadio I), expresan CD2 y CD5, ademas de CD7,
CD38 y CD71(marcadores de protimocito)

— Timocitos comunes (estadia Il) adquieren CD 1a, CD3cit y coexpresion
de CD4+CD8

— Timocito maduro, expresan CD3 y CD4. Pueden ser lincitos T
colaboradores/inductores (CD4+) o citotoxicos/supresores (CD8+)
segun tengan con restriccion HLA de clase | o clase Il respectivamente.

Menos del 1% sobreviven y pasan a la circulacionn. Al pasar de
timocito a célula T periférica pierden CD38

Los linfocitos T activados adquieren el IL-2 (receptor interleucina),
HLA- DR y CD71(receptor de transferrina)



SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS T, CD4, CD8

« Las CD4+ ayudan a las células B a producir
anticuerpos, a mediar en las respuestas
Inmunes y activan los macrofagos. Se subdivien
en células de memoria que son CD45R0O+ €
iInductoras de supresion o virgenes que son
CD45RA+

« Las CD8+ pueden ser citotoxicas o supresoras.
Las citotoxicas destruyen celulas extranas o
células infectadas por virus y las células T
supresoras inhiben la respuesta de las celulas B
y de otras células T. Estos se subdividen en
supresores CD11b+ y CD11b-



SUBPOBLACIONES DE
LINFOCITOS T, CD4, CD8

* Los linfocitos CD4 y CD8 reconocen péptidos
contenidos dentro de una hendidura de las
moléculas HLA de clase |l y de clase |
respectivamente. Asi, la molécula CD4 y la
moléecula son correceptores de las molecula
HLA de clase Il y la molecula HLA de clase |
respectivamente.

* Las moleculas HLA de clase | se expresan en la
mayoria de las celulas pero las HLA de clase |
esta restringida a las células presentadoras de
antigeno y celulas B




OTROS ANTIGENOS T

Los linfocitos T normales expresan CD2, CD3 y
CD35; el CD7 esta presente en el 85% de las
células T periféricas.

El CD2 es el lugar de union de los hematies de
carnero en la formacion de rosetas.

El CD3 se une de forma no covalente al receptor
del antigeno T (TCR)

El CDS5 es una molécula de union al antigeno B
CD72.



CELULAS NK

Se originan a partir de un precursor en la medula ésea
desde donde pasan a la circulacion. Su proceso de
diferenciacion no se conoce bien

Tienen capacidad de destruir células infectadas por virus
y ciertas celulas tumorales, sin sensibilizacion previa
(actividad natural)

Las NK_ carecen de marcadores de células T o B
especificos

La mayoria expresan CD2 y CD7, expresan también las

moleculas CD11a-c y CD 18 asociadas a la funcion
linfocitaria

Los CD 16, CD56 y CD57 reconocen células con
actividad NK, definen las células NK (en ausencia de
CD3/TCR)



CELULAS NK

Células natural killer patolégica (CD56+, CD7+, CD8+, CD3-).
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LINFOCITOS B

Se originan en la médula 6sea

Se dividen en tres estadios: células B precursoras (no tienen Igs), B
maduras (con Igs),y células plasmaticas, terminales sin Igs pero
productoras de Ig (Igcit)

Los precursores expresan solo HLA-DR y el CD34.

Secuencialmente aparecen CD 19, CD 10 y CD20, cadenas pesadas mu
citoplasmaticas y finalmente |Ig de superficie. Cuando estas aparecen se
pierde CD10

Las células B maduras expresan IgM de superficie y/o IgD, antigenos de
clase Il, C3, receptores Fc de IgG y los antigenos pan de células B.

La mayoria expresan CD24 y CD21. Una pequenia fraccion expresan CDS5.

La diferenciacion posterior a la MO no se conoce muy bien, no es posible
definir estadios discretos por la expresion de Ag particulares

Las células plasmaticas carecen de antigeno de clase Il , de CD45 y de la
mayoria de los antigenos pan B



ANTIGENOS DE LINFOCITOS B

Antigenos especificos de los linfocitos B son
CD19, CD20 y CD22.

El CD19 se expresa muy precozmente y
continua hasta justo antes de la diferenciacion a
célula plasmatica

El CD20 se expresa mas tardiamente y parece
estar bien relacionado con la expresion de las
cadenas pesadas citoplasmaticas.

El CD22 es especifico de los linfocitos B y se
pierde durante su transicion a celulas
plasmaticas.



CELULAS MIELOIDES

« Los precursores mieloides expresan CD34, CDI3, CD33.
Al diferenciarse adquieren mieloperoxidasa
citoplasmatica (Ag especifico mieloide)

« Dentro de las células CD34+ se detectan pequenas
poblaciones que expresan antigenos se serie
granulocitica (CD15), megacariocitica (CD61 y menos
CD41) y eritroide (CD71+++), siendo de dificil identificar
los precursores monociticos CD34+

* En la diferenciacion, las células de las distintas lineas
mieloides van adquiriendo y perdiendo marcadores
hasta llegar al fenotipo maduro



VARIACIONES LINFOCITARIAS
CON LA EDAD

« Estudios realizados en individuos sanos con
diferentes edades demuestran cambios lo largo
de las diferentes etapas de la vida que son
similares a la recuperacion inmune tras el
trasplante de celulas madre.

Se detecta:

« -Disminucion de las subpoblaciones linfocitarias
B, CD5+, T CD4+/CD45Ra+

« -Aumento de las células NK, de los linfocitos T
CD4+/CD45Ro+ y de las células CD8+/CD57+



RECUENTO DE CELULAS
MADRE

» Las células madre expresan CD34

* Se recomienda un recuento de al menos
50.000 células y el empleo de anticuerpos
monoclonales anti-CD34 de clase IlI (HP-
CAZ2) conjugados con ficoeritrina.

 Debe hacerse recuento unicamente de las
células que expresan CD34 de alta
Intensidad



RECUENTO DE CELULAS
MADRE

Se utiliza una doble tincion de CD34 y CD45
Con esto se obtiene el porcentaje

Para obtener la concentracion total se
cuantifican los leucocitos en un analizador
hematologico (méetodo de dos plataformas)

Tambiéen se puede realizar adicionando un
numero conocido de perlas fluorescentes lo que
permite calcular el volumen de sangre analizado
(plataforma unica)
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RECUENTO DE CELULAS
MADRE

Recuento de células CD34+ en plataforma unica

Es_te) Kit utiliza CD45-FITC, CD34 conjugado con PE, y Microesferas (color
rojo

Se deben adquirir 60.000 leucocitos, 1.000 microesferas y al menos 100
eventos CD34+

En el dot plot CD45/SSC eliminamos los eventos CD45 negativos,
posteriormente seleccionamos los eventos CD34+ (verde) que ademas
cumplan los criterios adecuados de FSC/SSC y CD45/SSC y anotamos su
numero

Finalmente seleccionamos las microesferas (rojo) en el dot plot CD45/CD34
y anotamos su numero

E_I calculo de CD34+ en numeros absolutos se calcula utilizando la
siguiente formula:

Numero de células CD34 x Concentracién de microesfereas (proporcionado
en el Kit)/Numero de microesferas adquiridas.

Las muestras con mas de 70000 leucocitos deben diluirse hasta llegar a
esa cifra, y el resultado obtenido de la formula anterior debe multiplicarse
por el factor diluccion



ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL,
EMR

e La EMR se la enfermedad mas alla del limite de
deteccion morfologica mediante microscopia
convencional.

 Enla LA se considera remision cuando en MO
hay <5% de las células neoplasicas.

« La CMF puede detectar niveles mucho mas
bajos

* Los anticuerpos se seleccionan dependiendo
del IF original de la leucemia



APLICACION AL ESTUDIO DE
LAS PLAQUETAS

Diagnostico de trombocitopatias

Estudios funcionales de plaquetas

Deteccion de anticuerpos contra las plaquetas
Analisis de la diferenciacion megacariocitica
|dentificacion de trastornos hereditarios

Monitoreo de la produccion de plaquetas en la
trombocitopenia.

|dentificacion de pacientes con riesgo de
trombosis

Diagnostico de la trombocitopenia inducida por
heparina



FENOTIPO DE LAS PLAQUETAS

» Las glicoproteinas de las plaguetas son
heterodimeros que actuan como receptores de
diversos ligandos que participan en la
activacion, adhesion o agregacion plaquetaria.

« Estos antigenos son CD61 (gp llla), CD41 (gp
lib/llla) y CD42 (gp 1b/1X).

* Los antigenos CD63 y el CD62 no se expresan
en la membrana de las plaquetas pero que
pueden encontrarse cuando se activan



DETECCION DE AC. CONTRA
LAS PLAQUETAS

Permite identificar |lg humanas asociadas con las
plaquetas o libres en el plasma de individuos con
trombopenia de posible origen inmune

La técnica permite identificar especificamente plaquetas,
no interfiriendo con la contaminacion de otras células

Permite también distinguir subpoblaciones plaquetarias

Se obtiene informacion de la presencia de
autoanticuerpos y sus concentraciones



DETECCION DE
AUTOANTICUERPOS

Autoanticuerpos contra leucocitos, plaquetas y
hematies se pueden encontrar en
enfermedades autoinmunes causando anemia,
leucopenia o trombocitopenia.

Se detectan por inmunofluorescencia, ya sea un
ensayo directa o indirecta .

En el ensayo directo, anticuerpos anti-Ig
humana se utilizan para detectar Ig en la
superficie de las células del paciente.

En la prueba indirecta, celulas de una persona
normal se enfrentan con el suero del paciente.



ESTUDIO DE SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS EN VIH

o Se utiliza el recuento de los linfocitos CD4+ en
para controlar la evolucion del SIDA

« El porcentaje de células CD4 + se puede

obtener en un solo tubo de tincion para
CD45/CD3/CDA4.

« Se utiliza el citograma de SSC frente a CD45
para identificar a los linfocitos vy el citograma de

CD4 contra CD3 para enumerar las celulas CD4
+



TINCION DEL DNA

» Las celulas en suspension se tinen con un
colorante fluorescente que se une
estequiometricamente con el DNA.

* La luz fluorescente emitida es
proporcional a la cantidad de colorante
unido al DNA vy al contenido de DNA de la

celula.



DOBLE TINCION DE DNA Y
ANTIGENOS ESPECIFICOS

La tincion del DNA puede complementarse con una tincion de
antigenos especificos del ciclo celular

Con ello podemos entonces establecer con mayor precision la fase
del ciclo celular en que se encuentra la célula

Por ejemplo en las fases G1y S tempranas hay un incremento en la
excrecion del antigeno celular nuclear proliferante (PCNA)

El antigeno Ki-67 es una proteina nuclear que alcanza la
concentracion maxima en G2 y M.

Este método proporciona también informacion sobre la distribucion
de las célula en las diferentes fases del ciclo celular (G1, S, G2 o
M).

También sirve para determinar el grado de ploidia de células
malignas



MEDIDA DEL DNA

 La medida del contenido de DNA se utiliza
para:

* Determinar el grado de ploidia de las
células

* El porcentaje de estas que se encuentran
en diferentes fases del ciclo celular



CICLO CELULAR

Hay cuatro fases: G1, S, G2y M

Enla G 1 tras la mitosis se sintetizan las proteinas para
la fase de sintesis de DNA

Enla S replica el DNA y se sintetizan las histonas para
formar los cromosomas

En la G2 hay una sintesis tardia de proteinas

En la fase M o mitosis ocurre la segregacion de los
cromosomas

La division celular se inicia en un punto de la fase G 1
llamado punto de restriccion o comienzo

El estado quiescente se denomina GO.



CUANTIFICACION DEL DNA

* Se obtiene un histograma en el que
identifican las siguientes poblaciones:

-un grupo mayoritario que corresponde al
pico GO/G 1

-otro minoritario con una fluorescencia
doble de la de la anterior que se
corresponde a las celulas en fase G2/M

« Todas las células intermedias estarian en
fase de sintesis de DNA
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INDICE DNA

El indice DNA es el cociente entre las
fluorescencias de la moda de las células en las
fases GO/G 1y la moda de las céelulas normales
diploides.

Cuando es diferente de 1 (aparecen dos picos
de GO/G1 distintos) existe aneuploidia de DNA

Si es superior a 1 existe hiperploidia, si inferior a
1, hipoploidia

Si el indice es 3n hay triploidia, si 4n
tetraploidia, o de 0,5 haploidia



HISTOGRAMA ANEUPLOIDE
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CALCULO DE LAS FASES DE
CICLO CELULAR

No puede hacerse directamente debido a la variabilidad
en las datos

Se utilizan modelos matematicos que calculan areas
proporcionales a cada tipo de poblacion celular: celulas
con crecimiento asincronico, celulas sincronizadas,
mezcla celulares diploides y aneuploides, etc.

En estos modelos se adapta una figura geométrica a la

zona correspondiente a fase S y va desde la moda de
GO/G 1 ala moda G2/M

Esta area se considera la fase S; la porcion de
histograma a la izquierda seria GO/G1 y la de la
derecha G2/M.

La parte superior varia segun modelos y se suele ser
una linea recta, una parabola o con varios picos



UTILIDAD DE LA
CUANTIFICACION DEL DNA

Evaluacion de la eficacia terapéutica

» La deteccion de anuploidias permite
detectar celulas residuales tras la
guimioterapia

* Por ejemplo en LLA en remision se

pueden deteccion 1-5 celulas B CD19+
neoplasicas entre 10.000 celulas normales



INCIDENCIA DE LAS
ANUEPLOIDIAS

Salvo raras excepciones como lesiones benignas de tiroides o las
gammapatias monoclonales, la aneuploidia es caracteristica de las
neoplasias malignas

Incidencia en hemopatias:

-LLC B y la LMA en menos del 5 % de los casos
-MM en el 50 al 80% de los casos segun las series
-LLA en el 25% y los LNH B en 30-50%
Incidencia en tumores solidos

-En el 60-80% de los carcinomas de colon, estomago, tiroides,
pulmon y mama y de los melanomas

-En el 35-50% de otras las neoplasias como la vejiga y la prostata.

-En el 10 y el 15% de las lesiones premalignas como la colitis
ulcerosa, los polipos adenomatosos, la displasia de cerviz, los
papilomas vesicales o los nevus cutaneos



VALOR PRONOSTICO DE LAS
ANEUPLOIDIAS

 Es adverso en la mayoria de los tumores
solidos y hemopatias malignas, con
excepcion de:

* neuroblastoma, rabdomiosarcoma,
mieloma multiple y la LLA del nino, en los
gue se asocia a una mejor evolucion



CARIOTIPO DE FLUJO

Consiste en aislar los cromosomas de metafases a partir de
técnicas convencional

Se pueden teqir con:

Un fluorocromo,(cariotipo unidimensional). Se usa el yoduro de
propidio o el bromuro de etidio

Dos fluorocromos (cariotipo bidimensional). Se usa la combinacion
del Hoechst33258 y la cromomicina A3

Los cromosomas en suspension se analizan al pasar de uno en uno
por delante de la fuente de luz del citbmetro.

El cariotipo de flujo permite identificar todos los cromosomas
humanos excepto los pares 9 a 12 en los que, a no ser que existan
polimorfismos importantes no se alcanza una separacion clara
entre ellos, ni por su DNA total (unidimensional) ni por sus pares de
bases mtosma/guamna o adenina/timina (bidimensional).



CARACTERISTICAS DEL
CARIOTIPO DE FLUJO

Con este método se consigue analizar en pocos minutos mas de
100.000 cromosomas permitiendo distinguir diferencias del
contenido de DNA de un cromosoma superior a 2 megabases

Inconvenientes:
Necesidad de obtener metafases

Debido al gran numero de polimorfismos si se detecta un patron
anomalo habria que hacer uso de otros métodos

Tiene aplicacion para:
Deteccion de alteraciones concretas

Separacion de cromosomas, para purificar cromosomas segun su
fluorescencia,(contenido de DNA, adenina/timina y/o
citosina/guanina), segun el fluorocromo empleado.

Mapeo genético como para la produccion de bibliotecas de DNA
recombinante.



CARIOTIPO DE FLUJO

Grafico de
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Cromosomas
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MUERTE CELULAR: NECROSIS Y
APOPTOSIS

Necrosis
* QOcurre por dano por agentes externos
« Hay perdida de la integridad de la membrana

« La célula se hincha y se rompe. Los restos celulares se
dispersan y aparece la inflamacion.
Apoptosis

« Se utilizan mecanismos fisiologicos. No se pierde la
integridad de la membrana

« Se afectan células individualmente, no de forma masiva

« Se producen roturas del DNA en fragmentos de bajo peso
molecular, la cromatina se condensa caracteristicamente,
la ceélula disminuye de volumen, los organulos
citoplasmaticos mantienen su integridad



METODOS PARA EL ESTUDIO
DE LA APOPTOSIS

 Deteccidon de cambios del contenido de
DNA

 Deteccion de células con zonas de rotura
del DNA por endonucleasas mediante la
tecnica de traduccion con mella («nick-
translation») utilizando la enzima
desoxinucleotidil transferasa terminal

* Estudio de los cambios de permeabilidad
de la membrana citoplasmatica.




DETECCION DE CAMBIOS DEL
CONTENIDO DE DNA

Las endonucleasas endogenas rompen el DNA en
pequenos fragmentos de DNA de doble hebra
(unos 200 pares de bases).

Durante la fijacion de las células, parte de estos
fragmentos de DNA salen al exterior y disminuye el
contenido celular global de DNA.

Después de marcar el DNA, estas celulas
aparecen como un pico seudodiploide debajo del
pico GO/G1

A veces y se ven tanto en GO/G1,como en S 0 en
G2/M

Se pueden distinguir porque presentan menor
FSC/SSC



APOPTOSIS, PICO
PSEUDOHIPODIPLOIDE




METODO DE LA TRADUCCION
CON MELLA

En la apoptosis aparecen zonas de DNA roto

Las células se fijan en etanol, se incubacion con la desoxinucleotidil
transferasa terminal o una DNA polimerasa, y con un nucleotido, el
dUTP, marcado con biotina o la digoxigenina,

Las células apoptdticas reparan de las zonas de rotura en las que se
incorpora el nucleotido

Después se revelan con avidina conjugada con un fluorocromo, o
con un AcMo anti-digoxigenina fluoresceinado

Se puede simplificar utilizando dUTP conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (la incorporacion del nucledtido y el revelado ocurren en
un solo paso)

Con este metodo se discrimina bien entre células vivas y células
apoptoticas,

Ademas permite el calculo del ciclo celular de las celulas vivas y de
las apoptoticas de forma separada.



CAMBIOS DE LA PERMEABILIDAD
DE LA MEMBRANA

* Se realiza un marcaje doble con yoduro de propidio y
Hoechst en células no fijadas.

* El yoduro de propidio excluye las células muertas y los
cambios en permeabilidad de la membrana facilitan la
entrada del Hoechst

* Esta técnica permitir distinguir entre células muertas,
normales y apoptoticas,

 Ademas es el unico en el que se preserva la viabilidad
celular

* Pero la tasa de incorporacion de Hoechst varia segun
los tipos celulares con esta técnica se necesita la
excitacion simultanea con dos longitudes de onda
diferentes



VIABILIDAD CELULAR

La pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica se puede demostrar con:

El yoduro de propidio (IP), que es excluido por
una membrana intacta

Algunos fluorocromos como la fluoresceina
diacetato (FDA) o diacetato carboxifluoresceina
permanecen en la célula soélo si la membrana
esta intacta

La FDA se difunde en las células donde se
convierte a fluoresceina



VIABILIDAD CELULAR

Verde: las células
vivas.

Rojo: las células

muertas. Algunas =i

de las células de
color azul son
probablemente
apoptoticas.

fluorescein




HEMATURIA PAROXISTICCA
NOCTURNA

 Enfermedad clonal adquirida de la célula
hematopoyetica pluripotencial

* Mutacion somatica en el gen PIG-A (fosfatidil-
iInositol-glucano de clase A) implicado en la
sintesis de glucosilfosfatidilinositol (GPI)

— Carencia total o parcial de la expresion de
proteinas ancladas a la membrana a traves del

componente GPl en parte de Ila células
hematopoyeticas



HPN
Alteracion genética: Gen PIG-A

GP! Anchor
Bloqueo en la HPN

* Uno de los mas de 20 genes O/
implicados en la sintesis de las =io| 6 o K
4 sl a2 L — P
proteinas ancladas a GPI J -l
@ @ @:f 3 ?\\ i Phosphatidylincsitol

« Se encuentran mutaciones del
gen PIG-A en todos los casos
en que se ha interrumpido la g

R _= Phosphosthanclaming
R Phesphoslhanclaming

sintesis de GPI T

. Como consecuencia de la
mutacion se reduce o falta la
expresion de proteinas
ancladas a la superficie de la
célula por moléculas de GPI

PNH Masters. October 15-17, 2008. Leeds, UK



HPN
Proteinas ancladas a GPI

Enzimas: acetilcolinesterasa, fosfatasa alcalina
granulocitica

Moléculas de adhesion: CD48, CD58, CD66b-c

Proteinas reguladoras del complemento:

CD55: factor que acelera la degradacion de las convertasas
del complemento (DAF)

CD59: inhibidor de membrana de la lisis reactiva (MIRL)
Receptores: CD14, CD16, CD87, CD90
Antigenos de grupos sanguineos eritrocitarios
Antigenos del neutrofilo
Otros: CD24, CD52



Déficit de proteinas GPI:
hemolisis intravascular

La reduccion o ausencia de CD35 y CD39 en la
superficie de los eritrocitos los hace muy vulnerables a
la accion del complemento y provoca su destruccion

CD55 (DAF): previene la formacion de complejos C3-
Cb-convertasa esenciales para la amplificacion de la
secuencia de activacion de las proteinas del sistema de
complemento

CD59 (MIRL): inhibe la formacion del complejo de
proteinas del sistema del complemento C5b-C9 de
atague de membrana

Déficit de CD39: formacion de poros en la membrana y
muerte celular



HPN

Tipos de hematies segun
sensibilidad al complemento

 HPN tipo I: sensibilidad normal a la accion del
complemento

 HPN tipo ll: sensibilidad intermedia (3-5 veces
superior a la normal). Déficit parcial de CD59

« HPN tipo lll: sensibilidad elevada (15-25 veces
superior a la normal). Déficit total de CD59

Rosse WF, Dacie JV. J. Clin Invest 1966, 45: 736-748
Rosse WF, Dacie JV. J. Clin Invest 1966, 45: 749-757



HPN
Clasificacion

HPN clasica: hemdlisis intravascular, % elevado de
granulocitos deficientes en proteinas GPl y una
poblaciobn mayoritaria de hematies tipo lll. Sin otra
enfermedad medular asociada

HPN asociada a otras hemopatias: hemodlisis
intravascular en el contexto de otra enfermedad medular
como AAy SMD

HPN subclinica: sin evidencia clinica ni analitica de
hemolisis. Mediante citometria de flujo se detectan
pequenos clones de celulas de HPN. Asociacion
frecuente con insuficiencia medular (AA 'y SMD)

Parker C et al. Blood 2005:106:3699-709



Citometria de Flujo
Ventajas

Rapidez (1 hora)
Sensibilidad (clones <1%)

Marcaje multiparamétrico: con tres anticuerpos la
sensibilidad puede llegar a 0,01%

Analisis de diferentes lineas celulares
Deteccion de clones de hematies tipo I/1I/11I

Cuantificacion y monitorizacion del tamano del clon
HPN



Citometria de Flujo
Células

Analizar un minimo de dos lineas celulares:
e Hematies
* Neutrofilos y monocitos

 Linfocitos: discrepancias en el tamano
clonal respecto a los neutrofilos

* Plaquetas: expresion débil y variable de
proteinas GPI en controles sanos



Hematies: analisis
multiparametrico
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CD59: Identificacion y
cuantificacion de clones HPN
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Tipo I: células con expresion normal de CD59
Tipo II: células con deficiencia parcial de CD59
Tipo Ill: células con deficiencia completa de CD59

PNH Masters. October 15-17, 2008. Leeds, UK



HPN clasica: hematies
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Citometria de Flujo
Neutrofilos y monocitos

Seleccién de la poblacion: CD15, CD33

Se debe incluir un control

Neutrofilos: CD16, CD24, CD55, CD59 y CD66b
Monocitos: CD14, CD52, CD55, CD59

Analisis inicial de neutréfilos y monocitos (CD16/CD14), si
compatible con HPN analizar hematies



Estrategia de analisis:
neutrofilos y monocitos
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TRANSFORMED S5C -
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Neutrofilos: CD55
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Monocitos:
CD14
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Monocitos:
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PLAQUETAS
Trombastenia de Glanzmann

Las plaguetas son CD41 y CD61 negativas
por lo tanto no tienen el complejo GPIIb /
llla

Pero si tienen CD42b, normal Gp1b

(128X128)

o =
= =
& &
- ~ -

N

- -

= >,

€3 s

o
L |
s

-1 1888
chel

(128x128)



PLAQUETAS
Sindrome de Bernard Soulier

En un grafico hay expresion de CD41y CD61 (GPllib-llla
normal). En la otra imagen hay dos pool de plaquetas:

uno normal que une CD61 y CD42 (53% de las

plaquetas ) y otro (47%) con union normal de CD61, pero
defectuosa de CD42B por ausencia del receptor Gp1B r
Son plaquetas de un paciente con sindrome de Bernard T
Soulier después de una transfusion de plaquetas e
(plaquetas transfundidas y del paciente) s
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Se hace el gating en el
plot con CD45

Blastos en rojo y células
residuales en negro

Se ve expresion de los
antigenos mieloides y
CD34

El patrén con bajo SSC
es tipico de blastos de
LMA, M1 o MO.

Hay expresion parcial de
CD7 en los blastos pero
su patron de expresion
es diferente del CD7 de
linfocitos normales
Existe CD7 en algunos
casos de LMA. Para
distinguir de LLA-T es
util la CD3 cyrtoplasmica
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LMA, M2

El gating es este caso es dificil, tal vez no se puede distinguir las células
leucémicas de residual granulocitos normales

El patron de SSC amplio se refleja también en la expresiéon amplia y
heterogénea de varios antigenos mieloides

Se demuestra los diferentes patrones de expresion antigeno con la
maturacion

En este caso, el patron de diferenciacion es tipico de M2 y no se ve en el
MA1.

Los antigenos asociados con maduracion como CD15y CD11b tienden a
ser mas intensos en las células mas diferenciadas por SSC(azul), mientras
que el CD33 que se pierde en granulocitos maduros se expresa mas fuerte
en las células mas primitivas(rojo)

Es necesario tener en cuenta la autofluorescencia o tinciones no
especificos en las distintas poblaciones

Diagnéstico: LMA de tipo FAB M2

Positivo para CD71, CD33, HLADR, CD 7, CD38, CD13, en parte positivo
CD11b, CD15.






LMA, M5

En el CD45/SSC se ve un grupo de eventos en la zona de blastos y
unos eventos que se extienden en la regidon de monocitos.

En la gate de color se ver la diferente expresion de antigenos entre
los blastos mas immaduros (rojo) y los mas diferenciados (verde)

Existe una poblaciéon de blastos mieloides "indiferenciada®y junto
con otra de monoblastos mas evidentes ,

Probablemente es que una M5, debido a ausencia de la falta
diferenciacion granulocitica

Leucemi aguda monocitica, FAB M5

Positivaos CD33, HLADR, CD4, CD64, CD11b y CD15



LMA, LEUCEMIA MONOCITICA




LMA, LEUCEMIA MONOCITICA

Aunque el CD14 es negativo, la naturaleza monocitica se ve por otros
rasgos fenotipicos ademas de la apariencia de CD45/SSC

El CD4 es un marcador monocitico sensible, aunque no es especifico
El CD64 se expresa con relativa intensidad en los monocitos
La diferenciacion monocitica también se puede ver en CD15y CD11b

El CD15 es mas brillante que en los monocyrtes normales, aunque un
grupo de residual granulocitos madurantes (en negro) tiene un CD15 aun
mas brillante. Ademas, pocos monocitos maduros tienen CD15 intermedio
de CD15 y escaso CD11b

Parece haber expresion de CD61 (GPllla). No es la expresion verdadera
expresion, se debe a que las plaquetas tienden a adherirse a los
monoblastos. No es adherencia de las plaquetas a monocitos normales,
porque las células son CD14 negativa.

Las leucemias monociticas pueden ser muy heterogéneas en su fenotipo
como en este caso



