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Los tejidos como fuente de informacion

N

Disgregacion del tejido=pérdida de la

DNAseq, RNAseq, single-cell, informacioén del contexto espacial

OMICAS

A 4

La arquitectura de los tejidos normales y enfermos
influye fuertemente en el desarrollo y progresiéon de la
enfermedad, asi como en la respuesta y resistencia a
tratamientos

Inmunofluoresencia vs transcriptomica especial- La
protedmica refleja lo que esta sucediendo en el
fendbmeno biolégico




carcinoma

healthy tissue

El microambiente
tumoral

Un ejemplo claro de la importancia
del tejido es el cancer
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El microambiente tumoral

La integracion de diferentes elementos en la respuesta a tratamiento
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La patologia clasica -

Ha sido y seguird siendo una de las herramientas mas utilizadas en diagndstico y
eleccion de tratamiento
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Fundamentos: Inmunofluorescencia

Fluorophore / Enzyme

Fluorophore / Enzyme Secohdaty antibody

Primary antibody

Primary antibody

Direct Indirect
immunofluorescence assay immunofluorescence assay




éPor qué usar inmunofluorescencia multiplex?

Pregunta de investigacion :

«  Fenotipificacion compleja

« Caracterizacién de funcionalidad
« Interaccidn celular

Muestras limitadas

N
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Inmunofluorescencia
multiplex

Técnica que permite generarimdgenes
multidimensionales de un tejido a través de
un proceso iterativo (ciclo).

Obtencidén repetida de imdagenes de
fluorescencia de baja complejidad que
posteriormente se ensamblan en una
imagen mdas compleja
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Ejemplo

First stainin

e Tincibn con un ciclo de
apagado

First bleachin
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Second bleachin
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Highly multiplexed immunofluorescence
imaging of human tissues and tumors

using t-CyCIF and conventional optical
microscopes tissue-based cyclic immunofluorescence (t-CyCIF)
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Desparafinizaciéon de
tejido

Adquisicion de
TUETEES

Bleaching

Protocolo

Recuperacion
antigénicay
permeabilizacion

Tincion de nucleos

Incubacién con
anticuerpos acoplados
y tincién de nucleos

Incubacion con
anticuerpos primarios

Incubacion con
anticuerpos
secundarios




Adquisicion de las
imagenes

No requerimos equipo
especializado: Confocadl,
Epifluorescencia
Imdagenes desde
especimenes completos
hasta microscopia de
resoluciéon

Montaje con PBS 1x Glicerol
10%

White light illumination B. Slide scanner

H&E staining (9.5 x 11 mm) 165 stiched 700 x 800 pm fields
e S <

age

X

in A/C NUP98

C. Slide scanner
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Bleaching de anticuerpos

Fluorescencia: fendbmeno fisico de emisiodn de luz de una molécula debido a la excitacidn de sus
electrones.

La fluorescencia es la propiedad de algunos dtomos y moléculas de absorber luz a una longitud
de onda determinada (la excitacién: Ex) seguido por la emision (Em) de luz de corta duraciéon a
una longitud de onda mas larga.

Excited state
Ex Em
£ N\
L \ /! Loss of
- energy

Ground state
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Bleaching de anticuerpos

El fotoblanqueamiento es el proceso por el cual un fluoréforo pierde su capacidad
para fluorescer de manera permanente debido a la exposicion prolongada a la luz
O reacciones quimicas que alteran su estructura.

0 o- Luz, medio rico en oxigeno, medio basico
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Bleaching de anticuerpos

Solucion oxidante H202 4.6% y NaOH 24mM en presencia de luz blanca 1h, reduce
102 to 103-fold la fluorescencia

A. Images during bleaching B. Intensity distribution vs. bleach time C. Mean intensity vs. bleach time
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Bleaching de anticuerpos

Recambio de solucién blanqueadora a los 30 minutos.
Paso critico: Lavados posteriores al bleaching

~
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Integridad del tejido

« Robustez es la arquitectura del tejido

- Areas con baja celularidad pierden
ndcleos con facilidad

« Tiempo de fijacién

* Vejez de los bloques y de las laminillas.

Piel normal, glioblatomas, cancer de ovario
melanoma mds de 15 ciclos

Tejidos labiles buscar reducir la
manipulacién del tejido

D. Cycle 1 (red) vs. Cycle 10 (green)
Breast

Bladder

Prostate
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Ventajas y desventajas

En una sola laminilla puedo evaluar
una gran cantidad de marcadores

Facil implementacion

Fenotipificacién profunda

~

Requiere mas tiempo experimental

Requiero de anticuerpos acoplados a
altas concentraciones $$$

No todas las muestras son candidatas
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Consideraciones practicas

« También puede aplicarse a cultivo celulares 3% H202 and 20 mM NaOH
https://doi.org/10.1038/ncomms9390

« Asesoramiento patolégico es esencial.
» Soluciones frescas.

« Planeacion del experimento, tanto paneles como tiempos.
ej. 12 marcadores llevarian una semana continua de experimento



https://doi.org/10.1038/ncomms9390

—

Diseno de paneles

Estandarizacién de titulos y bleaching antes de realizar experimento.
La mIF permite utilizar inmunofluoresencia indirecta en un ciclo.

Considerar abundancia del antigeno- Saturacion de epitopos y degradacion del
tejido.

~
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Diseno de paneles EJERCICIO

CD8 CD4 VIMENTINA TUMOR

Opcién 1
CD8-raton
CDS8-FITC ratén CD8-Ratéon AF488 Vimentina-cabra AF594
CD4-AF488 cabra
VIMENTINA-cabra CD4-Ar48s
TUMOR-conejo
Opcién 2
CDA4-AF488 Vimentina-cabra AF594
CDS8-FITC

~

TUMOR-conejo AF647

TUMOR-conejo AF647

.
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Diseno de paneles EJERCICIO

CD4 Conejo

CD4 AF488-Cabra
CDS8 rata

CD8 AF488-Ratoén
CD20-APC-Raton
CDllc-conejo
CDIllc-AF594-conejo
HLADR-rata

CD56 cabra
CD68-APC-Raton
CD66b —PE
TUMOR-conejo
TUMOR-APC-conejo
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El melanoma es un tumor altamente inmunogénico

Trafficking of
T cells to tumors

Priming and
activation
(APCs & T cells)

Infiltration of
T cells into tumors

B) Melanoma

Cancer antigen
presentation
, (dendritic
= S8 cells/ APCs)
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Release of
cancer cell antigens
(cancer cell death)

Replicacion
descontrolada

Recognition of
cancer cells by T cells

Killing of cancer cells
(Immune and cancer cells)
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Resultados: analisis grandes
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Resultados: construccion de bases de \
datos

G  PCA & Biplot
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Resultados: evaluacion de espresion de marcadores

C

i\

FLOWIO |

Gated on TCF1+ PD1+ TRM
IFN-y

MFI
379
183

)

Ki67

MFI
/ 1612
1059

IFN-y
IFN-y+
Ki67.
" KI67+

DF M

D

Gated on TCF1- PD1+ TRM
IFN-y

MFI
176

155

B Gated on PD1+TRM
wd TCF1+ i
| TCF1- '

1530
" Kie?

% of TCF1-PD1+TRM

IFN-y
IFN-y+
Kig7
KI67+




Resultados localizacion
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Resultados expresion de marcadores
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Resultados evaluacion funcional
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Sesiones practicasdia2y 3
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Gracias!

Contacto
sara.g.deleonr@gmail.com
5568745474
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https://bit.ly/3A1uf1Q
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr
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