h ANALISIS COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN TEST EX-VIVO

MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO VS TEST TRAC.
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inducir apoptosis en células patologicas de leucemia linfatica crénica (LLC), puede ser testada ex-

. Figura 2
INTRODUCCION :
Plataforma ExviTech®
Bosanquet y col. (Br. J. Haematol,1999;106.71-77) disenaron un test de respuesta tumoral a BT NS —
compuestos antineoplasicos (TRAC) demostrando que la capacidad de los farmacos citotoxicos para Cyan ADP  Pipeteo - Agg‘égy
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vivo. Asi, el laboratorio de Vivia Biotech ha disefiado una plataforma de alto rendimiento llamada
Exvitech® (Ex-vivo Technology) que permite la deteccion rapida de apoptosis en muestras
bioldgicas, como médula 6sea 0 sangre periférica, una vez expuestas al efecto de diferentes farmacos
0 combinaciones. Este sistema permite evaluar mediante citometria de flujo (CMF) y en un corto
periodo de tiempo una gran cantidad de datos.

El objetivo de nuestro estudio fue validar la capacidad predictiva del test, comparando nuestros
resultados con los obtenidos mediante el test TRAC en muestras de pacientes con leucemia linfatica
cronica (LLC).
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Figura 1. Muestra el diseno de la ISTINA LONA
placa de ensayo utilizada en el test, ° -
usando un patron dosis-respuesta de o
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MATERIALY METODOS

El estudio se llevd a cabo en 32 muestras congeladas de linfocitos aislados a partir de sangre periférica de pacientes con diagndstico LLC. Estas células
fueron incubadas en placas de 96 pocillos a una concentracion de 10° células/pocillo con 13 farmacos citotoxicos utilizados en clinica para el tratamiento
de esta enfermedad , usando un patron dosis-respuesta de cinco puntos para cada farmaco (Figura 1). Tras una incubacion de 48h a 37°C y 5% de CO,
parte de las células fueron procesadas siguiendo el protocolo del test TRAC. Este test consiste en la preparacion de portaobjetos altamente concentrados
mediante el uso de una centrifuga cytospin, la cual deposita directamente una fina capa de células en un area circular sobre dichos portaobjetos a partir de
su suspension en una mezcla de medio y farmaco. Posteriormente se tinen con Hematoxilina-Eosina y se analiza el porcentaje de apoptosis con el
microscopio invertido (Figura 2). Sobre el resto de las células de la placa, se realizo un marcaje con Anexina V FITC/ CD19 PE / CD45 APC para su
nosterior adquisicion en la plataforma tecnoldgica Exvitech® (Figura 2), la cual consta de un citémetro de flujo Cyan ADP acoplado a un sistema de
nipeteo para formato de 96 pocillos. Los datos de apoptosis fueron analizados con el Software FCS-Analyzer y posteriormente procesados con nuestra
pase de datos Activity Base.
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Media de las Correlaciones Individuales

Figura 6. Representacion grafica de la
correlacion entre los dos metodos de
ensayo obtenida para cada farmaco de
__ forma individual. Se observa, que de los
" T - trece farmacos estudiados once
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Figura 3. Imagenes de los resultados del
ensayo ex-vivo realizado con el test TRAC

Pearson R

(A-D) y mediante CMF (E-F). A, By E ; presentan una buena correlacion con un
muestran la apoptosis de los linfocitos en los coeficiente R > 0.88., siendo mayor para
pocillos control y C, D y F, tras la incubacion SR ITFFILEES & aquellos farmacos que resultaron mas
con farmacos citotdxicos. & citotoxicos en el ensayo.
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CONCLUSION

L_os resultados obtenidos en nuestro estudio muestran que la
capacidad predictiva del test ex-vivo realizado mediante la
plataforma tecnoldgica Exvitech®, es equivalente a la del test
TRAC previamente validado.
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