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RESUMEN
Estudio de la estabilidad de la combinacién de anticuerpos de los tubos TCD4 y TCD8 para su uso en el estudio de la
monitorizacion del sistema inmune mediante técnicas de citometria de flujo multiparamétrica

-

RESUMEN

Introduccion: El reactivo Brilliant Stain Buffer (BSB), disefiado para reducir artefactos en
ensayos de citometria de flujo (CMF), causados por interacciones entre fluorocromos
conjugados a anticuerpos monoclonales, podria conferir mayor estabilidad a los

fluorocromos, y facilitar la preparacion técnica e interpretacion de resultados.

Objetivos: Evaluar la estabilidad de los cécteles de anticuerpos preparados con antelacién,
para el andlisis de poblaciones leucocitarias en sangre periférica (SP) por CMF y el beneficio

potencial del BSB para preservar el cdctel en el tiempo.

Meétodos: Se procesaron muestras de SP por CMF utilizando dos paneles (TCD4 y TCD8)
con y sin BSB, utilizando los cocteles preparados el dia de su uso, 24h y 5 dias antes de su

uso. La estabilidad de los anticuerpos se comparé mediante el Stain Index (SI).

Resultados: Se observé cierta variabilidad en la estabilidad de algunos fluorocromos con el
paso del tiempo, principalmente en el panel TCD8, aunque el SI no vario sustancialmente (vs

control sin BSB). En general, no habia diferencias entre los tubos con y sin BSB.

Conclusiones: La antigiedad del cdctel pre-preparado de anticuerpos no perjudica la
estabilidad del coctel y el uso de BSB no parece afectar de forma negativa a la estabilidad del

coctel.

PALABRAS CLAVE: citometria de flujo, Brilliant Stain Buffer, monitorizacién inmune,

estabilidad, anticuerpos, Stain Index.
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ABSTRACT
Analysis of antibody cocktail stability for CD4 and CD8 T-lymphocyte populations study in immune monitoring studies
by multiparametric flow cytometry techniques

-

ABSTRACT

Introduction: The use of the Brilliant Stain Buffer (BSB) reagent, designed to reduce
artifacts in multiparametric flow cytometry (MFC) assays caused by interactions between
antibody-conjugated fluorochromes, would contribute to the stability of fluorochromes, and

therefore would ease technical preparation and interpretation of results.

Objectives: To evaluate the stability of antibody cocktails for the analysis of leukocyte
populations in peripheral blood (PB) by MFC and the potential benefit of BSB to preserve

the cocktail over time.

Methods: PB samples were analysed by MFC using two antibody panels (TCD4 and TCDS8)
with and without BSB, using cocktails prepared on the day of processing samples, and 24
hours and 5 days before using. The stability of the antibodies was analysed by comparing the

Stain Index (SI) of the different assays.

Results: Some degree of variability was observed in the over-time stability of certain
fluorochromes, mainly in the TCD8 panel, although in general SI was not negatively affected.

Overall, there were no differences between tubes with and without BSB.

Conclusions: The age of the cocktail does not affect the stability of the cocktail, and the use

of BSB does not negatively impact on such stability.

KEY WORDS: flow cytometry, Brilliant Stain Buffer, immune monitoring, stability,

antibodies, Stain Index.
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INTRODUCCION
Estudio de la estabilidad de la combinacién de anticuerpos de los tubos TCD4 y TCD8 para su uso en el estudio de la
monitorizacion del sistema inmune mediante técnicas de citometria de flujo multiparamétrica

1. INTRODUCCION

La citometria de flujo multiparamétrica (CMF) es una técnica que mide multiples
caracteristicas fisicas y biolégicas de forma simultanea de particulas u otros componentes (p.ej.
células) a nivel individual, presentes en una suspension liquida. EI fundamento de la técnica radica
en medir la dispersion luminica (light scattering) y la intensidad de la emisién de luz de moléculas
fluorescentes, que ocurre cuando la luz de una fuente de excitacién (haz de luz laser) incide sobre
particulas que pasan una a una, a través de un flujo acuoso continuo. Para ello, los citdmetros de flujo
estan dotados de un sistema de flujo acoplado a un sistema 6ptico compuesto por laseres como fuente

de luz, y un sistema de filtros, espejos y detectores®?.

A modo de resumen, el sistema de flujo esta compuesto de un canal por el cual circula un
fluido (tampdn salino) a velocidad constante y homogénea. El sistema de flujo se comporta como una
vaina a través de la cual se inyecta la muestra en suspension a analizar, la cual pasara también de
forma constante y homogénea, haciendo que las particulas en suspension circulen lo suficientemente
separadas unas de las otras, permitiendo asi su identificacion y analisis a nivel individual por el
componente optico del citdbmetro; a medida que las particulas pasan por el componente oOptico, la luz
laser que incide sobre cada particula, se desvia alrededor de los bordes de las mismas resultando en
la dispersion de la luz, que serd recogida por detectores. De esta forma, se produce un tipo de
dispersion de luz frontal (forward scatter, FSC) cuya medida es proporcional al tamafio de la
particula, y otro de dispersion lateral (side scatter, SSC), que aporta informacion acerca de la
complejidad interna (“granularidad”) de la mismal?. Ademas de estos 2 parametros que dependen de
las propiedades fisicas de las particulas, la CMF permite estudiar las propiedades inmunofenotipicas
de las mismas (tipicamente en el caso de células u otros componentes de una muestra bioldgica)
mediante el uso de proteinas (anticuerpos) conjugadas con moléculas fluorescentes (fluorocromos)?,
que al ser excitadas por la energia de la luz laser (a una longitud de onda especifica para cada
fluorocromo), emiten luz (en un espectro de emision también caracteristico para cada fluorocromo)
que es recogida por el sistema dptico de los citometros®#; la emision de fluorescencia proveniente de
un anticuerpo conjugado es proporcional a la cantidad de antigeno (proteina de membrana,
citoplasmatica o nuclear a la cual se une el anticuerpo de forma especifica) presente en cada célula,
y por tanto permite medir la expresion diferencial de los mismos mediante la cuantificacion de la
intensidad media de emision fluorescente!?. De esta forma, es posible medir de forma simultanea
multiples parametros distintos (> 40 con los citdmetros de Ultima generacién), entre ellos el tamafio

y la complejidad, junto con las caracteristicas inmunologicas de interés, permitiendo asi la
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identificacion, cuantificacion y caracterizacion inmunofenotipica de distintas poblaciones celulares
coexistentes en una muestra (p.ej. poblaciones leucocitarias en sangre)?®. En vista de esto, no es de
extrafiar la amplia utilidad de la CMF en el ambito de la biomedicina, siendo extensamente aplicada
para el diagndstico de pacientes con enfermedades hematolégicas (p.ej. leucemias y linfomas) y su
seguimiento tras el tratamiento (p.ej. determinacion de la enfermedad minima residual)*®-8, asi como
en investigacion. En este sentido, en el marco del programa europeo PERISCOPE (PERtussIS
COrrelates of Protection Europe) se han desarrollado 4 combinaciones de anticuerpos (13-19
anticuerpos conjugados con fluorocromos en 14 colores/fluorescencias) para la identificacion de
>250 subpoblaciones inmunes de la sangre (células inmunes innatas, B, T y Natural Killer (NK))
mediante CMF, con el fin de estudiar la inmunidad frente a la infeccién y vacunacion contra la tos
ferina en humanos®'°. El desarrollo y estandarizacion de esta metodologia, ha permitido ademas el
estudio y monitorizacion del sistema inmune en un amplio espectro de condiciones patologicas —
mastocitosis, mieloma multiple, leucemia linfatica cronica, cancer de pancreas, inmunodeficiencias,
pacientes sometidos a terapia con células CAR-T, linfomas T periféricos, linfocitosis monoclonal de
células B y COVID-19, entre otras!*-’—, aumentando de forma notable el conocimiento de los
patrones de alteracion de las poblaciones inmunitarias circulantes en sangre en dichos modelos de

estudio.

Sin embargo, con el aumento en el nimero de marcadores (anticuerpos) utilizados en una
misma combinacién (panel), también aumenta la complejidad técnica y analitica de los estudios por
CMF. Dentro de las limitaciones analiticas, destacan la dificultad en la discriminacion de los patrones
de emision proveniente de aquellos anticuerpos usados de forma simultanea y que son excitados con
un mismo laser y/o de fluorocromos que presenten un espectro de emision similar; como
consecuencia, el detector de un fluorocromo recibird también la emision de otro/s fluorocromos
distintos contaminando las mediciones en los detectores individuales®®. Estos efectos no deseados son
cuantificables y se puede solventar matematicamente mediante la compensacion de la intensidad de
la sefial recogida en cada canal®*8. Ademas, a la complejidad analitica asociada al uso simultaneo de
un amplio namero de fluorocromos en los estudios por CMF, se afiade la dificultad asociada a las
posibles interacciones entre las moléculas fluorescentes conjugadas a los anticuerpos, que pueden
generar artefactos indeseados como marcajes inespecificos y/o el solapamiento de los patrones de
emision de distintos fluorocromos; para solucionar este problema, se ha desarrollado un reactivo,
conocido como Brilliant Stain Buffer (BSB) (BD Biosciences, San José, CA, EEUU)'®, para marcajes

celulares en los que se empleen dos 0 mas fluorocromos de tipo BD Horizon Brilliant™ y que facilita
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la resolucién de los picos de emisién, y por ende el aislamiento de las poblaciones leucocitarias

durante el analisis de los resultados obtenidos mediante CMF.

A las limitaciones antes mencionadas, se le afiade los potenciales errores humanos que puedan
ocurrir durante la preparacion de la mezcla (coctel) de anticuerpos (errores de pipeteo), asi como el
tiempo necesario que se requiere para esta etapa, especialmente cuando se estudia un amplio panel
de marcadores y el volumen en el niUmero de muestras a analizar es elevado. En este sentido, la
posibilidad de preparar el total de los cActeles de anticuerpos necesarios para usar durante un periodo
de tiempo (p.ej. los 5 dias laborables de una semana) previamente a los ensayos de CMF, en lugar de
mezclar todos los anticuerpos uno a uno para cada muestra, facilitaria enormemente el
funcionamiento de un laboratorio especializado en la técnica, en el que volumen de muestras
estudiadas a diario es muy elevado. Sin embargo, la estabilidad de los fluorocromos conjugados a los
anticuerpos puede verse afectada con el paso del tiempo, especialmente la de los fluorocromos que
son en realidad un tdndem, debido a la pérdida de intensidad de emision y las interacciones entre
ellos, problema que podria resolverse con el uso de determinados reactivos (p.ej. BSB) que estabilicen

los fluorocromos del coctel de anticuerpos.
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2. HIPOTESIS

La utilizacion del reactivo comercial BSB, disefiado especificamente para reducir los posibles
artefactos en el marcaje durante los estudios de CMF que puedan ser causados por las interacciones
entre distintos fluorocromos de tipo “Brilliant Violet” en una combinacidén de anticuerpos, podria
contribuir a mejorar la estabilidad de los mismos y optimizar la resolucién de los picos de emision de
los distintos fluorocromos, facilitando la preparacion técnica de los cocteles y la interpretacion de la

informacién obtenida de dichos experimentos.
3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

En el presente Trabajo de Fin de Grado, tenemos por objetivo evaluar el efecto del uso del
reactivo BSB en la estabilidad de la combinacion de anticuerpos para el analisis de la monitorizacion
inmune de las poblaciones linfocitarias T de la sangre periférica (SP) por CMF, y su impacto en la
discriminacion de las poblaciones celulares durante el analisis. Para llegar a este fin, nos planteamos

los siguientes objetivos especificos:
3.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar la capacidad de discriminacion de las poblaciones leucocitarias de la SP en el
analisis por CMF con el uso el reactivo BSB.

2.  Determinar la estabilidad del coctel de anticuerpos de los paneles TCD4 y TCD8 en el
tiempo (hasta 5 dias), comparando este parametro con los resultados obtenidos mediante
el uso de BSB.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Diseo experimental

Para poder evaluar el potencial uso del reactivo BSB en la optimizacion de la estabilidad de
los cdcteles de anticuerpos a lo largo del tiempo vy, por ende, el analisis de los resultados obtenidos

mediante CMF, nos planteamos el disefio experimental detallado a continuacién en la Figura 1:
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Figura 1. Diagrama del disefio experimental del estudio. El dia 1 del estudio se prepararon dos mezclas (céctel) de
anticuerpos por panel (TCD4 y TCDS8), en cantidad suficiente para 3 ensayos distintos (dia 1, 2 y 5), una de ellas en
conjunto con tampoén BSB (panel inferior) y otra sin BSB (PBS en sustitucién, panel superior). Cada uno de estos cocteles
se utilizaron sobre una muestra distinta, recogida cada dia: a dia 1 (sujeto A), dia 2 (sujeto B) y dia 5 (sujeto C). En
paralelo, en el dia 2 y 5 se prepard un céctel de anticuerpos “en fresco” (montado ese mismo dia), de forma tal que sirviera
de control en cada punto. PBS, Phosphate Buffer Saline; BSB, Brilliant Stain Buffer. Imagen creada con BioRender.com
(2021) (https://biorender.com/).

En el primer dia del experimento (dia 1), se prepararon dos coOcteles de anticuerpos (uno
correspondiente al panel TCD4 y otro al panel TCD8, Tabla 1) en un volumen suficiente para 6
ensayos, y que son posteriormente divididos en 12 tubos (en total) para su uso en 3 dias distintos (dia
1, 2 y 5 del experimento); a la mitad de las preparaciones (3 tubos por cada panel) se agregaron 50
uL/tubo de tampon salino de uso habitual en ensayos de CMF (Phosphate Buffer Saline — PBS —

Na+/K+ 1X) mientras que en los 3 tubos restantes se reemplazo el PBS por 50 uL de BSB.

~0~
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Una vez preparados los reactivos, a continuacién, se realizaron los ensayos de CMF
correspondientes al dia 1, utilizando 2 cécteles de anticuerpos/panel a estudiar (TCD4 y TCD8)
preparados “en fresco” (< 24h), uno diluido en PBS y otro en BSB; de esta forma pudimos evaluar el
efecto del reactivo BSB en el andlisis al compararlo con las muestras de SP control (PBS).
Posteriormente, al dia siguiente (dia 2 del experimento) y en el dia 5, se repitieron los experimentos
del dia 1, esta vez, utilizando cocteles almacenados en oscuridad y a 4°C durante 24 h y 4 dias (todos
preparados el dia 1), respectivamente, para evaluar la estabilidad en el tiempo de dicho coctel de

anticuerpos tras 1 y 4 dias de haber sido preparado.

Con el fin de evitar la variabilidad y los artefactos debidos al uso de muestras envejecidas
(ensayadas en >24 h tras la extraccion de la muestra) cada dia se realizaron los ensayos de CMF
utilizando muestras de SP de donantes adultos sanos extraidas en <24 h hasta su procesamiento; por
este motivo, al disefio experimental detallado anteriormente, afiadimos dos ensayos a modo de control
(uno para el panel TCD4 y otro para TCD8) en los que utilizamos cdcteles de anticuerpos preparados
“en fresco” y diluidos en PBS, ademas de los ya detallados para los dias 2 y 5; de este modo, las
muestras que se compararon entre si en el analisis tenian el mismo tiempo tras su extraccion,
eliminando asi variables de confusion de nuestro experimento.

Tabla 1. Panel de anticuerpos de los tubos TCD4 y TCD8 para la monitorizacién inmune en sangre.

Combinacién de anticuerpos conjugados con fluorescencia de los tubos TCD4 (izquierda) y TCD8

(derecha), disefiados, desarrollados y estandarizados por el consorcio europeo EuroFlow!?2324 para el

estudio de la monitorizacién del sistema inmune, especificamente de las subpoblaciones circulantes en

sangre de linfocitos T.

Panel del tubo TCD4 Panel del tubo TCD8
Anticuerpo Fluorocromo Anticuerpo Fluorocromo
CD27 BVv421 CD27 BV421
CD45RA BV510 CD45RA BV510
cyCD154* BV605 cyCD154* BV605
CD62L BV650 CD62L BV650
CD127 BV711 CD16 BV711
CD3 BV786 CD3 BV786
CD25 VioBright FITC CD57 FITC
CCR10 PerCPCy5.5 CD28 PerCPCy5.5
CD183 (CXCR3) PE Granzima B* PE
CD196 (CCR®6) PECF594 CD8 PE CF5%4
CD194 (CCR4) PECy7 TCRyS PECy7
CD185 (CXCR5) APC CD45 AF700
CD45 AF700 CD56 APC-Vio770
CD4 APCH7

Todos los anticuerpos se emplean para marcaje de membrana, excepto aquellos marcados con un
asterisco, que se utilizan para marcaje intracitoplasmatico (*).

~10 ~
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4.2. Muestras

Para el estudio planteado, se han utilizado muestras de SP obtenidas de tres donantes adultos
sanos anonimos provenientes del Centro de Hemodonacion de Castilla y Ledn (Valladolid), que
fueron extraidas en 3 dias distintos: dia 1 (voluntario A), dia 2 (voluntario B) y dia 5 (voluntario C)
(Figura 1). En los 3 casos, las muestras fueron recogidas en tubos con EDTA como anticoagulante y

procesadas para su estudio en <24 h tras su extraccion.
4.3. Ensayos de citometria de flujo multiparamétrica

El procesamiento y preparacion de las muestras de SP para su estudio por CMF, fue realizado
de acuerdo con los protocolos desarrollados por el consorcio europeo EuroFlow?®?l, y que se
esquematiza en la Figura 2. En este caso, para el estudio de los paneles TCD4 y TCD8, utilizamos el
protocolo de “Fix & Perm” que permite el analisis simultaneo de marcadores expresados a nivel de
la membrana plasmatica y del citoplasma celular; mediante el mismo se consigue, ademas de la union
especifica de anticuerpos a la membrana plasmatica de los leucocitos, la creacion de poros en la
membrana celular que permite la entrada de los anticuerpos al interior de la célula 'y su posterior unién

especifica a los antigenos correspondientes expresados en el citoplasma.

Protocolo de “Fix & Perm” (“Fijacién y Permeabilizacion”).

1) Montaje de los cocteles de anticuerpos: se realiza la mezcla de anticuerpos para el marcaje
de membrana correspondientes a cada panel de marcadores a estudiar (Tabla 1), siguiendo
los volliimenes de reactivos a usar previamente establecidos por EuroFlow??.

2) Marcaje de la muestra e incubacion de los anticuerpos (30 min): A continuacion, se agregan
entre 100-150 pL de SP (segun el recuento leucocitario de la muestra, de forma tal de procesar
aproximadamente 10° células) a cada coctel preparado (anticuerpos para el marcaje de
membrana); se homogeniza la muestra con los anticuerpos en vortex durante 1-3 segundos y
se deja incubar durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente (T.A), para que los
anticuerpos se unan a los antigenos de la membrana celular de los leucocitos de la SP.

3) Lavado y centrifugacion: una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realiza un lavado
de la muestra marcada con los anticuerpos con el fin de eliminar el exceso de anticuerpos no
unidos o unidos de forma inespecifica y la eliminacion de restos celulares. Para ello se
resuspende la mezcla en 2 mL de PBS/BSA, se mezcla en el vortex (1-2 s) y se centrifuga
(T.A) durante 5 min a 540 g.

~11 ~
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4)

5)

6)

7)

8)

monitorizacion del sistema inmune mediante técnicas de citometria de flujo multiparamétrica

Fijacion de la membrana celular: se desecha el sobrenadante dejando 100 nL
aproximadamente de boton celular, se resuspende en 100-150uL (segin el volumen de
muestra utilizado) de solucion fijadora de membrana (solucién A; Cytognos, Salamanca,
Espafia), se agita en el vortex (1-2 s) y se incuba durante 15 min en oscuridad a T.A. Con este
paso, se consigue mantener las estructuras celulares lo mas intactas posible reduciendo al
maximo la pérdida de leucocitos durante la etapa de permeabilizacién (ver paso 6), y por
ende manteniendo la integridad celular.

Lavado y centrifugado: para el lavado de la solucién de fijacion, se resuspende la mezcla en
2 mL PBS/BSA, se agita en vortex (1-2 s) y se centrifuga de nuevo (540 g, 5 min, T.A)).
Permeabilizacion de la membrana celular y marcaje con anticuerpos citoplasmaticos: luego
de la centrifugacion, se remueve el sobrenadante dejando 100 pL de botdn celular, que se
resuspende en 100 pL de la solucion permeabilizante de membrana (solucion B, Cytognos);
con este paso se crean poros en la membrana celular que serviran posteriormente para la
penetracion de los anticuerpos citoplasmaticos en la célula. Inmediatamente después, se
prosigue afiadiendo los anticuerpos citoplasmaticos (Tabla 1), se agita en vortex (1-2 s) y se
deja incubar por 15 min en oscuridad a T.A, mientras que los anticuerpos se unen a antigenos
intracitoplasmaticos.

Lavado y centrifugado: luego de finalizar el marcaje citoplasmatico, para lavar la solucién
de permeabilizacion y concentrar la muestra, se resuspende la mezcla en 2 mL de PBS/BSA,
se homogeneiza en vortex (1-2 s) y se centrifuga una Gltima vez (540 g, 5 min, T.A). Una vez
finalizada la centrifugacion se retira el sobrenadante dejando aproximadamente 200 uL de
botdn celular y se agregan 2-3 gotas de PBS 1X.

Adgquisicion de la muestra en el citometro de flujo: inmediatamente después de finalizado el
protocolo de procesamiento y marcaje de la muestra, se adquieren las células marcadas con

anticuerpos en el citometro de 14 colores LSRFortessa™ X-20 (BD Biosciences).
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Figura 2. Esquema del protocolo de CMF utilizado para el marcaje simultaneo con anticuerpos de membrana y
citoplasmaticos (protocolo Fix & Perm). (1) Preparacion del cdctel de anticuerpos marcados con fluorescencia, buffer
(*BSB o PBS) y mezcla con muestra (SP); (2) incubacion de la mezcla (30 min); (3) lavado; (4) tratamiento con solucion
fijadora de membrana (15 min); (5) lavado; (6) tratamiento de permeabilizacion (15 min); (7) lavado; (8) adquisicion de
la muestra marcada con anticuerpos en citémetro de flujo de >14 colores; y (9) analisis de los datos. Imagen creada con
BioRender.com (2021) (https://biorender.com/).

4.4. Andlisis de los resultados

Para evaluar la resolucion de los picos de emision de fluorescencia se realizo el calculo del Stain
Index (SI) de cada anticuerpo conjugado con fluorescencia empleado en los paneles TCD4 y TCDS;
mediante este calculo se normaliza la intensidad relativa de una sefial de fluorescencia positiva con
aquella procedente de una sefial fluorescente no especifica (ruido)?, siguiendo la ecuacion que
aparece en la Figura 3, panel B. Para ello, para cada anticuerpo estudiado, se mide la media de
intensidad de fluorescencia (MIF) proveniente de wuna poblacion celular que expresa
significativamente el antigeno contra dicho anticuerpo (poblacion control positiva), que se
normalizara con la MIF de otra poblacion que no lo expresa (poblacién control negativa) (Tabla 3 y
4) y, ademas, tiene en cuenta la dispersion de la expresion en la poblacion negativa. De esta manera,
el Sl aporta informacion acerca de la resolucion de los picos de emision de fluorescencia para cada
anticuerpo conjugado (Figura 3, panel A), y por tanto proporciona una medida de la resolucién con

la que un determinado marcador fluorescente permite la identificacién de la poblacion celular.

De esta forma, se han comparado los valores de Sl de cada anticuerpo conjugado con un
fluorocromo de la siguiente manera (Tabla 2): i) para la evaluacién del efecto del BSB en la

estabilidad del coctel de anticuerpos comparamos los valores de SI obtenidos en los experimentos del
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Figura 3. Calculo del Stain Index (SI). EI SI mide la separacién de picos positivos y negativos en el citdmetro de flujo
basandose en la formula mostrada a la derecha; (A) se ejemplifica los picos de emision un anticuerpo conjugado con el
fluorocromo ficoeritrina (PE) en una poblacion control negativa (izquierda) y otra positiva (derecha); (B) formula

matematica para el calculo del SI. MFI: intensidad media de fluorescencia; SD: desviacion estandar 2.
dia 1 (dia 1 PBS vs dia 1 BSB) (Figura 1); ii) para la evaluacion de la estabilidad de los fluorocromos
a lo largo del tiempo, los valores calculados de Sl de los cdcteles diluidos en PBS y almacenados
durante 24 h (dia 2) y 4 dias (dia 5) se compararon con los obtenidos de los ensayos utilizando cocteles
control (PBS) preparados en el mismo dia de su uso (“en fresco”) y en paralelo los dias 2 y 5,
respectivamente; iii) para la estimacion del efecto del BSB en la estabilidad en el tiempo de los
cocteles de antecuerpos se compararon las muestras con BSB y almacenadas durante 24 h y 4 dias,
con coctel de anticuerpos “frescos” (PBS), respectivamente. Finalmente, iv) para la evaluacion del
efecto del reactivo BSB en la estabilidad de cdctel de anticuerpos con cierta antigiiedad comparamos
los resultados obtenidos de los ensayos con cocteles almacenados durante 24 h y 4 dias, diluidos en
PBS y BSB, correspondientes al dia 2 y dia 5, respectivamente.

Tabla 2. Comparacién de los valores de Stain Index (SI) para cada condicion experimental. En la tabla se

muestran numeradas los cuatro tipos de comparaciones que se realizaron en el estudio, seguido del dia de andlisis

de la muestra (DIA 1, 2, 5) y las muestras a comparar: reactivo usado (PBS, BSB); dia de preparacion del coctel

de anticuerpos (dia 1, 2, 5); voluntario del que procede la muestra de SP (A, B, C). BSB: Brilliant Stain Buffer
(BD).

Comparaciones: condicién basal vs. condicion experimental

i) DIA 1: PBS céctel dia 1 (“en fresco™) vs. BSB cactel dia 1 (“en fresco”) (voluntario A)

g,
>
N

: PBS coctel dia 2 (“en fresco™) vs. PBS coctel dia 1 (24 h de preparado) (voluntario B)
: PBS coctel dia 5 (“en fresco™) vs. PBS coctel dia 1 (4 dias de preparado) (voluntario C)

A
>
a1

g,
>
N

: PBS coctel dia 2 (“en fresco™) vs. BSB cdctel dia 1 (24 h de preparado) (voluntario B)
: PBS coctel dia 5 (“en fresco™) vs. BSB cdctel dia 1 (4 dias de preparado) (voluntario C)

A
>
a1

=
=
>
N

: PBS coctel dia 1 (24 h de preparado) vs. BSB cdctel dia 1 (24 h de preparado) (voluntario B)
: PBS coctel dia 1 (4 dias de preparado) vs. BSB cdctel dia 1 (4 dias de preparado) (voluntario C)

A
>
a1
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Una vez obtenidos los valores de SI, se calcula el ratio de Sl para cada una de las
comparaciones que se muestran en la Tabla 2 segtn: “SI de la condicion experimental (Sle) / Sl de la
condicion basal (Sly)”, y considerando valores de SI significativamente diferente aquellos en los que
el ratio Sl (Sle/Slp) es menor que 0,6 0 mayor que 1,5; considerando, por tanto, iguales aquellas ratios
0,6 < SI (Sle/Slp) < 1,5. Estos limites se han determinado mediante el analisis de las imagenes de los
tubos obtenidas por CMF y los Sl de los fluorocromos asociadas a ellas, de tal forma que se determind
que cuando la ratio SI (Sle/Sly) era menor de 0,6 0 mayor de 1,5 la diferencia entre la imagen en
condicion basal y la imagen en condicion experimental era lo suficientemente significativa como para

afirmar que las imagenes sin diferentes en ambos tubos.

En el anélisis de los resultados, no se calcularan los valores de SI para CD45 ni para cyCD154
puesto que para CD45 no tenemos en nuestra muestra ninguna poblacion control negativa al expresar
todas las poblaciones leucocitarias este antigeno y porque para cyCD154 la poblacion control positiva

son linfocitos T activados, los cuales no estan presentes en nuestra muestra tampoco.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Anélisis del efecto de BSB en la estabilidad de la combinacion de anticuerpos preparados

en el mismo dia de su utilizacién

En relacion con los efectos de afiadir BSB a la mezcla de anticuerpos preparados en el
momento (“en fresco”; Tabla 2, i), se encontraron diferencias en los valores de SI Unicamente para
2/23 anticuerpos estudiados de la combinacién de los paneles TCD4 y TCD8 (sefialados en negrita
(dia 1) en la Tabla 3). En este sentido, el anticuerpo CD127-BV711 presentaba un mayor Sl (ratio
Sle/Slp=1,6) mientras que el valor de SI para CD4-APCH7 en combinacion con BSB disminuy6 0,4
veces respecto a la condicién basal sin BSB (Tabla 5, i); sin embargo estos resultados no se alejan
excesivamente de los valores basales (ratios Sle/Sl, cercanos a 0,6 y 1,5), lo que nos sugiere que no
existe en general un beneficio significativo en la resolucion e identificacion de las poblaciones
leucocitarias mediante CMF con estos paneles de marcadores cuando se afiade BSB a la mezcla de
anticuerpos preparados y utilizados en el mismo dia. Por el contrario, no se encontraron diferencias

mayores a lo establecido para el resto de los anticuerpos incluidos en el panel TCD8 (Tabla 4 y 6, 1).

Estos resultados concuerdan con lo esperado por la casa comercial del reactivo BSB (BD)
para su uso en cocteles con 2 o mas fluorocromos Brilliant Violet, puesto que CD127 esta conjugado
con uno de estos fluorocromos. Segun BD, el BSB es compatible con otros marcadores conjugados
con fluorocromos tradicionales, como fluoresceina, ficoeritrina o Alexa Fluor®; sin embargo no hacen
mencion a ningun efecto indeseado en fluorocromos de la familia de las aloficocianinas (APC) como
la disminucion del SI encontrado en el marcador CD4-APCH7*°. Por este motivo, se deberia hacer
varias réplicas méas de este ensayo para confirmar el efecto negativo del BSB en el marcador CD4-
APCHY.
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Tabla 3. Valores calculados de Stain Index (SI) para los distintos anticuerpos conjugados con fluorocromos incluidos
en el panel TCD4 disefiado y estandarizado para la monitorizacion inmune en muestras de sangre periférica.

Valores de Stain Index para las condiciones:

Poblacion Poblacion DiA1 DIA2 DIA5
Anticuerpo  Fluorocromo control negativa  control positiva PBS BSB PBS PBS* BSB* PBS PBS* BSB*
CD3 BV786 LB LT 12,1 13,9 19,6 38,4 20,2 23,6 23,5 19,6
CD4 APCH7 LB LT CD4+ 10,1 42 10,2 9,2 10,0 9,6 9,5 9,0
VioBright - LT CD4+
CD25 FITC Monocitos reguladores 11,1 11,3 11,5 135 13,6 8,8 10,7 12,0
CD27 BVv421 Baséfilos LT CD4+ naive 4477 53,7 64,1 1089 792 65,3 63,2 58,2
CD45RA BV510 Baséfilos LT CD4+ naive 72,2 60,9 57,7 93,4 62,8 61,1 63,6 50,1
LT CD4+
CD62L BV650 UHITHD 5 Basofilos 361 230 241 278 264 312 274 280
memoria
transicional
CD127 BV711 NK LT CD4+ naive 2,4 3,7 2,8 3,1 2,4 2,1 2,0 1,7
CD183 . LT CD4+ TH1 de
(CXCR3) PE Monocitos i p——" 33,6 27,1 47,0 479 38,6 35,8 35,6 34,9
D185 APC Monocitos LB 93 88 123 122 125 153 151 149
(CXCR5) il il il il il 1 1 ’
CD194 "
(CCR4) PECy7 LT CD4+ naive LT CD4+ TH2 17,3 14,2 12,7 12,4 11,1 14,8 15,0 14,3
CCR10 PerCPCy5.5 LT CD4+ naive LT CD4+ TH22 51 48 53 54 59 6,5 6,9 7,0
CD196 .
(CCR6) PECF594 LT CD4+ naive LB 62,2 58,2 49,4 49,5 53,5 48,4 48,1 439

*Combinacién de anticuerpos preparados en el dia 1. Se resaltan en negrita los anticuerpos para los cuales se observaron diferencias.
LB: linfocitos B; LT: linfocitos T; NK: Célula Natural Killer; bright: brillante; dim: débil; +: positividad para la expresion del antigeno; -: negatividad
para la expresion del antigeno; TH: Linfocito T Helper.

Tabla 4. Valores calculados de Stain Index (SI) para los distintos anticuerpos conjugados con fluorocromos incluidos
en el panel TCD8 disefiado y estandarizado para la monitorizacién inmune en muestras de sangre periférica.

Valores de Stain Index para las condiciones:

Poblacion Poblacion DIA1 DIA2 DIAS
Anticuerpo  Fluorocromo control negativa  control positiva PBS BSB PBS PBS* BSB* PBS PBS* BSB*
CD3 BV786 LB LT 18,2 15,4 24,4 28,4 22,7 11,8 25,2 18,8
cD27 BV421 Basofilos LTCD8+de — gy1  go9 912 937 845 471 431 498
memoria central
CD45RA BV510 Basofilos LT CD8+ naive 1439 1429 167,1 164,55 156,3 101,2 156,0 129,7
LT CD8+ de
CD62L BV650 memoria Basofilos 25,5 21,8 19,3 12,9 15,2 14,1 11,6 111
transicional
CD8 PE CF594 LB LT CD8+ 78,9 48,6 64,0 60,5 1329 47,1 57,3 68,6
CD16 BV711 Basofilos Neutréfilos 34,2 23,2 735 1813 805 33,1 91,1 93,1
LT CD8+ de
CD28 PerCPCy5.5 NK memoria central 18 16 0,7 15 1,8 2,0 2,9 2,5
CD56 APC-Vio770 LB NK CD56dim 2,4 2,7 3,8 3,7 3,5 2,3 2,3 2,4
NK CD56dim
CD57 FITC LB CD57+ 10,2 9,3 19,2 141 10,1 9,3 8,1 9,3
TCRyd PECy7 LT CD8- LT TCRydé+ 9,2 8,4 9,8 9,9 6,7 4.4 9,1 6,9
Granzima B PE LT CD8- NK CDS6dim 24,5 32,0 34,9 27,4 33,1 11,0 15,5 14,0

Granz+ CD57-

*Combinacion de anticuerpos preparados en el dia 1. Se resaltan en negrita los anticuerpos para los cuales se observaron diferencias.
LB: linfocitos B; LT: linfocitos T; NK: Célula Natural Killer; bright: brillante; dim: débil; +: positividad para la expresion del antigeno; -: negatividad
para la expresion del antigeno; TH: Linfocito T Helper.

~17 ~



RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio de la estabilidad de la combinacién de anticuerpos de los tubos TCD4 y TCD8 para su uso en el estudio de la
monitorizacion del sistema inmune mediante técnicas de citometria de flujo multiparamétrica

5.2. Efecto de la antigliedad del coctel de anticuerpos en la estabilidad de los anticuerpos

conjugados con fluorocromos

Llama la atencidn que en su mayoria, los fluorocromos que son excitados con el laser violeta
(= 405 nm), CD3-BV786, CD27-BV421 y CD45RA-BV510 del panel TCD4 (Tabla 3) y CD16-
BV711 (Tabla 4, Figura 4.B) del panel TCDS8, tras 24h y 4 dias de almacenado en PBS, mostraron un
incremento en el valor del SI de entre 1,6-2,0 y 2,5-2,8 veces mayor, respectivamente, respecto a la
condicion basal (coctel de anticuerpos “fresco”) (Tabla 5 y 6, ii). Este fendmeno también se vio en
alguno de los anticuerpos marcados con CD28-PerCPCy5.5 y TCRy3-PECyY7 con una ratio de 2,1 en
ambos casos (Tabla 6), por lo que no esta claro que exista necesariamente una asociacién entre el
canal de excitacién del fluorocromo y el incremento del valor Sl con la antigliedad del cdctel.
Ademas, en el resto de fluorocromos del panel TCD4, el SI se mantuvo en dicho coctel de > 24h y
PBS, lo que supone que fluorocromos como aquellos excitados por laseres de altas longitudes de onda
(ej. FITC, PE, PerCP, APC) (Tabla 5, ii) mantengan su Sl (ratio por debajo de 1,5y encima de 0,6
(Figura 4)) con el paso del tiempo hasta un minimo de 4 dias. Este efecto puede deberse a que los
fluorocromos de la familia Brilliant Violet tienen un brillo alto y una sensibilidad extremadamente
alta en comparacion con otros marcadores fluorescentes, lo que podria explicar estas variaciones del

Sl en estos fluorocromos?®.

Estos resultados no estan dentro de lo esperado, es decir, que en lugar de empeorar la
resolucién de los picos de emision de fluorescencia y el Sl, lo que ocurre es no solo se mantiene el Sl
en todos los fluorocromos, sino que aumenta considerablemente en algunos de ellos. Esto
posiblemente se deba a la formacion de artefactos con el tiempo e interacciones entre los
fluorocromos!®2%; sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que se deba a cambios en la
capacidad de emision de fluorescencia en el fluorocromo en si (ej. “fotoblanqueo”
(photobleaching))? .
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Tabla 5. Ratios calculadas de Stain Index (SI) para los distintos anticuerpos conjugados con fluorescencia incluidos en
el panel TCD4 disefiado y estandarizado para la monitorizaciéon inmune en muestras de sangre periférica.

Ratios de Stain Index para las comparativas:

i) BSB/PBS ii) PBS*/PBS iii) BSB*/PBS iv) BSB*/PBS*

Anticuerpo Flurocromo DIA1 DIA2 DIA5 DIA2 DIA5 DIA2 DIA5
cD3 BV786 11 2,0 10 10 08 05 08
CD4 APCH7 0,4 0,9 10 10 0,9 11 0,9
CD25  VioBright FITC 10 12 12 12 14 10 11
CcD27 BV421 12 17 10 12 0,9 07 0,9
CD45RA BV510 08 16 10 11 0.8 0.7 0.8
CcD62L BV650 0,6 12 0,9 11 0,9 10 10
cp127 BV711 16 11 10 0,9 0.8 0.8 0.8
(cc>[<)é§33) PE 08 10 10 0.8 10 0.8 10
(chégz) APC 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
CD194 (CCR4)  PECy7 08 10 10 0,9 10 0,9 10
CCR10 PerCPCy5.5 0,9 1,0 11 11 11 11 10
CD196 (CCR6)  PECF504 0,9 10 10 11 0,9 11 0,9

*Combinacion de anticuerpos preparados el dia 1.
En verde ([]) se muestran aquellas ratios de Sl que superen el punto de corte establecido para determinar si dos valores de Sl son similares (0,6 <
Ratio Sl < 1,5) o diferentes (0,6 > Ratio SI > 1,5). Se resaltan en negrita los anticuerpos para los cuales se observaron diferencias.

Tabla 6. Ratios calculadas de Stain Index (SI) para los distintos anticuerpos conjugados con fluorescencia incluidos en
el panel TCD8 disefiado y estandarizado para la monitorizacién inmune en muestras de sangre periférica.

Ratios de Stain Index para las comparativas:

i) BSB/PBS ii) PBS*/PBS iii) BSB*/PBS iv) BSB*/PBS*

Anticuerpo Flurocromo DIA1 DIA2 DIA5 DIA2 DIA5 DIA2 DIA5
CD3 BV786 08 1,2 21 0,9 1,6 08 0,7
CcD27 BV421 1,0 1,0 0,9 0,9 11 0,9 1,2
CD45RA BV510 1,0 1,0 15 0,9 13 1,0 08
CD62L BV650 0,9 0,7 08 08 08 1,2 1,0
CD8 PE CF594 0,6 0,9 1,2 21 15 2.2 1,2
CD16 BV711 0,7 25 28 1,1 238 0,4 1,0
CD28 PerCPCy5.5 0,9 21 15 26 13 1,2 0,9
CD56 APC-Vio770 11 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0
CD57 FITC 0,9 0,7 0,9 05 1,0 0,7 11
TCRY$ PECy7 0,9 1,0 21 0,7 16 0,7 08
Granzima B PE 1,3 08 1,4 0,9 13 1,2 0,9

*Combinacion de anticuerpos preparados el dia 1.
En verde ([]) se muestran aquellas ratios de SI que superen el punto de corte establecido para determinar si dos valores de SI son similares (0,6 <
Ratio Sl < 1,5) o diferentes (0,6 > Ratio SI > 1,5). Se resaltan en negrita los anticuerpos para los cuales se observaron diferencias.
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Figura 4. Imagenes ilustrativas de la capacidad de discriminacion de distintas poblaciones leucocitarias de la
sangre periférica durante el analisis por CMF para tres marcadores incluidos en el panel TCD8 (CD3, CD16 y
TCRYyd) v los valores de Stain Index (S1) asociados en cada una de las condiciones. En el panel A no se observa una
diferencia en los valores de SI que consideramos significativa (0,6 > Ratio de SI > 1,5) para el anticuerpo CD3-BV785
por lo que consideramos que este marcados tiene la misma expresion en ambos tubos por tener un ratio entre 0,6 y 1,5
(A), mientras que para los anticuerpos CD16-BV711 y TCRy5-PECy7 (B y C) la expresion es diferente en los tubos

comparados por tener un ratio mayor que 1,5. LB: Linfocito B; LT: Linfocito T. Sly: valor de Sl en la condicién basal de
la comparativa; Sle: valor de Sl en la condicion experimental de la comparativa.
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5.3. Efecto del reactivo BSB en la estabilidad de los anticuerpos marcados con fluorocromos

tras el paso del tiempo

Al determinar si el reactivo BSB compensa el posible deterioro por el tiempo de la mezcla de
anticuerpos, en el andlisis de las ratios de BSB* (coctel de < 24h o 4 dias de antigiiedad) contra PBS
(coctel “fresco”) se encontré que, para el panel TCD4, Gnicamente cambiaba el valor de Sl para un
anticuerpo (CD3-BV786), decreciendo el valor a la mitad cuando comparamos con el obtenido con
un céctel montado en el mismo dia sin BSB (Tabla 5, iv). Ya que los fluorocromos Brilliant Violet
tienen una alta sensibilidad®® que puede afectar en la variabilidad del SI seria conveniente realizar
minimo 2 réplicas mas del experimento para confirmar este efecto en CD3-BV786. Sin embargo, el
resto de los anticuerpos de esta combinacién mostraban valores similares de Sl respecto a la condicion
basal, hallazgo que sugiere que el reactivo BSB no incrementa la resolucién ni la separacion de los
picos de fluorescencia cuando se utiliza en combinacion con una mezcla de anticuerpos del panel
TCD4 antigua (Tabla 5, iii y iv).

En cambio, para la combinacion de anticuerpos del tubos TCD8 aparecieron tres casos
distintos de fluorocromos con un mayor SI que la muestra con PBS y céctel de anticuerpos “fresco’:
en el primer caso, los fluorocromos mostraban un mayor Sl solamente en el tubo con cdctel de > 24
h de antigliedad y reactivo BSB (dia 2), este es el caso de CD28-PerCPCy5.5 (valores de Sl 2,6 veces
mayores) (Tabla 6, iii); en el segundo caso, los fluorocromos mostraban un mayor Sl solamente en el
tubo con coctel de > 4 dias de antigiiedad y reactivo BSB (dia 5), este es el caso de CD16-BV711y
CD3-BV786 (2,8 y 1,6 veces mas Sl); y, en el ultimo, los fluorocromos mostraban un mayor Sl en
ambos dias, con coctel de > 24 h de antigliedad (dia 2) y con coctel de > 4 dias de antigtiedad (dia 5)
y reactivo BSB, en ambas, cuyo ejemplo es CD8-PECF594 (2,1 (dia 2) y 1,5 (dia 5)).

Sorprendentemente, existe un Unico caso de un fluorocromo que en el tubo con PBS y cdctel
“fresco” mostraba mayor Sl que en el tubo con BSB y coctel antiguo (<24 h) (BSB*), que es CD57-
FITC, y tiene hasta 2 veces mas Sl que en el tubo con BSB*; sin embargo, este efecto no se repetia
en el coctel de 4 dias de antigliedad, sugiriendo que el reactivo BSB disminuye la resolucion de los
picos de fluorescencia en un coctel de antigliedad > 24h pero no en un coctel de 4 dias de antigliedad,
lo que resulta algo contradictorio (Tabla 6, iii y iv). Por este motivo, es necesario realizar al menos 2

réplicas mas del experimento para comprobar esta afirmacion.

Las diferencias de Sl a lo largo del tiempo pueden deberse a un posible efecto del reactivo
BSB por el cual estabilice los cécteles de anticuerpos realizados con al menos >24h de antelacion

evitando la aparicion de artefactos indeseados, y/o que la variabilidad en los valores de Sl se deba a
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las posibles interacciones entre los fluorocromos a lo largo del tiempo®©282°, En este sentido, se
observa que los valores de Sl obtenidos mediante el uso de mezclas de anticuerpos “envejecidas” con
y sin el reactivo BSB (Tabla 2, iv) tenian las ratios de comparacion por debajo del limite de
significatividad (menores que 1,5), lo que significa que el SI no varia practicamente al afiadir el
reactivo BSB a la muestra con coctel de anticuerpos antiguo (ni > 24h, ni > 4 dias) y, por tanto, no

aumenta ni disminuye el SI de ningun anticuerpo del panel TCD4 (Tabla 5).

No obstante, existen dos fluorocromos en el panel TCD8 (Tabla 6, iv) que mostraban un valor
de Sl distinto: el fluorocromo CD8-PE CF594 tenia un Sl 2,2 veces mayor en BSB y c6ctel antiguo
(>24h) que con ese mismo cdctel sin BSB; mientras para CD16-BV711 sucedia lo contrario, pues el
valor de SI con BSB era 0,4 veces el de la muestra con PBS y céctel antiguo (>24h). De este modo,
para CD8-PE CF594 el reactivo BSB incrementd el Sl en el cdctel antiguo (>24h), lo cual no ocurrio
en su ausencia (PBS). Sin embargo, en el caso de CD16-BV711 sucedia lo contrario, pues el valor de
SI del tubo con el coctel “fresco” y PBS era igual al del coctel antiguo (>24h) y BSB (ratio PBS*/PBS
1,1, Tabla 6, iii). Esto sugiere que con el reactivo BSB el SI de CD16-BV711 (panel TCD8)
disminuye cuando se utiliza un coctel de >24h de antigliedad. Sin embargo, la gran variabilidad en
los resultados de este marcador requeriria de realizar 3 réplicas de este experimento, puesto que, los
datos de CD16-BV711 del dia 5 (y también los de otros fluorocromos) sugieren que la antigtiedad del
coctel de anticuerpos no afecta negativamente a la resolucién de los picos de fluorescencia, lo cual se
debe corroborar. No obstante, en caso de que exista realmente esa variabilidad de CD16-BV711 en
los cocteles “envejecidos”, un alternativa podria ser preparar el coctel TCD8 a usar durante la semana
y agregar CD16 en el momento de afadirle la muestra.

De este modo, el Gnico incremento de Sl (2,2) encontrado debido, aparentemente, a la
presencia de BSB en coctel antiguo es el ocurrido con el cdctel de >24h de antigliedad (dia 2) en el
fluorocromo CD8-PE CF594 (Tabla 6, iv). Este incremento no se observo en el tubo con el coctel de
> 24h, lo que sugiere que este incremento de Sl se debe al reactivo BSB; no obstante, para corroborar
esta afirmacion es recomendable hacer varias réplicas del experimento para ver si este incremento de
Sl sigue apareciendo.

Por otro lado, el resto de fluorocromos del panel TCD8 (ej.: PE, PECy7, FITC, APC) tenian
el mismo Sl en las muestras de coctel antiguo (>24h o 4 dias) con BSB y sin BSB (con Sl iguales o
cercanos al 1,0) (Tabla 6, iv) confirmando que dicho reactivo no tiene ningun efecto en el Sl de estos
fluorocromos en cocteles antiguos; aungue en algunos fluorocromos en cuyo tubo de PBS con coctel

antiguo (>24h o > 4 dias) haya un incremento en el SI.
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6. CONCLUSIONES

1. Eluso del reactivo BSB afadido a las combinaciones de los paneles de anticuerpos TCD4y TCD8
no aporta una ventaja adicional a la hora del andlisis de las poblaciones leucocitarias en SP cuando
las mezclas de anticuerpos son preparadas en las condiciones experimentales de uso habitual

(cocteles preparados en el mismo dia de su uso).

2. Es posible utilizar mezclas de anticuerpos (TCD4 y TCD8) preparados con hasta 4 dias de
antelacion — almacenados a 4°C y en oscuridad — ya que el tiempo de “envejecimiento” del cOctel
no parece afectar negativamente a la estabilidad de la mayoria de los fluorocromos en estas
combinaciones de anticuerpos. En términos generales, el tiempo de almacenamiento de los
cocteles de anticuerpos afecta en menor medida a la estabilidad del panel TCD4 que a la de TCD8.
Ademas, no existen grandes diferencias entre los cocteles preparados desde 24h y 4 dias, lo que
supone que la estabilidad de los cocteles “envejecidos” es la misma durante la semana para la que

se prepara el coctel.

De este modo, la mezcla de anticuerpos del tubo TCD4 se podria preparar con antelacion, bien
con BSB o con PBS, aunque no seria necesario usar BSB, pudiéndose usar el coctel hasta 4 dias
después de haberse preparado. Por otro lado, el tubo TCD8 también podria realizarse con
anticipacion; sin embargo, seria necesario confirmar los resultados obtenidos, ya que no es
esperable que con el tiempo el SI sea mayor, aunque si que se pueda mantener. En caso de
confirmarse los resultados para el tubo TCD8, no existiria algun beneficio adicional al incluir

BSB en ninguno de los cdcteles.

3. Existe cierta variabilidad en los valores obtenidos del parametro Sl para algunos anticuerpos del
panel TCD8 (especialmente para CD16-BV711) y que parece estar asociada con el tiempo de
“envejecimiento” de la mezcla de anticuerpos, pero no con el uso del reactivo BSB; estos

resultados necesitan confirmarse en nuevos experimentos.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO I. Reactivos y soluciones

Los reactivos y soluciones empleados durante el procesamiento y adquisicion de las muestras

son los siguientes?:

e Tampon Fosfato Salino (PBS) filtrado (1X) Na*/K*: KCI 2.68 mM + KH2PO4 1.47 mM +
NaCl 137 mM + Na;HPO4 7.98 mM.

e Albumina de Suero Bovino (BSA); > 98% de pureza.
e Solucion de lavado (PBS/BSA): PBS filtrado (1X) Na*/K* + 0.09% NaNs3 + 0.2% BSA + 2
mM solucion EDTA.
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