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DESCRIPCION

Procedimiento para la seleccién, cribado, de sangre y/o suero con respecto a anticuerpos antigranulocitarios en una
extensa poblacion de donantes

Campo técnico

La invencion se refiere a un procedimiento para la seleccion, cribado, de sangre y/o suero con respecto a
anticuerpos antigranulocitarios en una extensa poblacion de donantes.

Estado de la técnica

Es sabido que los anticuerpos asociados a leucocitos pueden producir graves reacciones transfusionales en
receptores de donaciones de sangre o plasma, en particular en el pulmén (TRALI; véanse: 1. Popovsky MA, Chaplin
HC Jr, Moore, SB. Transfusion-related acute lung injury: a neglected, serious complication of hemotherapy.
Transfusion 1992, 32: 589-592; 2. Silliman CC. Transfusion-related acute lung injury. Transfus Med Rev 1999, 13:
177-186) o a reacciones transfusionales febriles durante la administracion de donaciones de sangre o plasma, en
particular cuando dichas donaciones contienen anticuerpos HNA-3a especificos contra granulocitos. Algunos
estudios analiticos realizados a gran escala han demostrado la importancia de los anticuerpos antigranulocitarios, de
modo que debe conocerse su presencia 0 ausencia en la sangre de los donantes asi como en los productos
plasmaticos de donantes para excluir en lo posible la administracion de donaciones de sangre y/o plasma con
anticuerpos antigranulocitarios. Los granulocitos o micréfagos son leucocitos polimorfonucleares que, sin embargo,
una vez completamente diferenciados, ya no son capaces de dividirse y que contienen un citoplasma granular.

La patogénesis de la lesion TRALI incluye la infusion de anticuerpos especificos del donante dirigidos contra
antigenos, a saber, HLA de clase | o de clase Il, o especificos de granulocitos, que pueden estar presentes en los
leucocitos del receptor como resultado de activaciones del complemento, de secuestros y de activaciones de
neutréfilos (PMN) en el pulmén, lo que puede conducir a una destruccion endotelial y a falta de perfusion capilar, asi
como a lesiones pulmonares agudas (ALI). En la mayoria de los casos clinicos de TRALI se encuentran afectados
los anticuerpos HLA de clase Il y HNA, en particular HNA-3a.

Como procedimientos de diagndstico de granulocitos para el cribado de sangre y/o plasma para la deteccion de
anticuerpos antigranulocitarios, se conocen el ensayo de aglutinacion de granulocitos al microscopio, abreviado
GAT, asi como el ensayo de inmunofluorescencia de granulocitos al microscopio, abreviado GIFT (véanse: 1.
Lalezari P, Jiang A, Lee S: A microagglutination technique for the detection of leucocyte agglutinins; en Ray JG (ed.):
NIAID Manual of Tissue Typing Techniques, NIH Publication, Rockville. National Institutes of Health, 1979, 20-2; 2.
Verheugt FW, von dem Borne AE, Décary F, Engelfriet CP. The detection of granulocyte alloantibodies with an
indirect immunofluorescence test. Br J Haematol 1777, 36: 533-44). Si el ensayo de aglutinaciéon de granulocitos
(GAT) o el ensayo de inmunofluorescencia de granulocitos (GIFT) dan resultado positivo, se emplea la técnica
MAIGA para la especificacion de los anticuerpos detectados.

En los procedimientos conocidos se procede de la manera siguiente: en principio se analiza la sangre con EDTA de
al menos tres donantes tipificados con respecto a HNA, llevando a cabo un aislamiento de células mediante un
gradiente de densidad. A continuacion las muestras se lavan y se realiza una lisis de los eritrocitos residuales y
después se repite el lavado. Los procedimientos GIFT y GAT divergen después de estas etapas de lavado.

Con respecto al ensayo de inmunofluorescencia de granulocitos al microscopio, se lleva a cabo una fijacion con
PFA, asi como una etapa de lavado. A continuacion tiene lugar una incubacién con suero, asi como una incubacién
con anticuerpos marcados por fluorescencia. El resultado se somete a un andlisis microscopico. Con respecto al
ensayo de aglutinacién de granulocitos al microscopio, tiene lugar una incubacién con suero y después el resultado
se somete a un analisis microscopico. La desventaja de los procedimientos anteriores consiste en que requieren
mucho tiempo, necesitandose de cinco a seis horas para la conclusion del andlisis microscopico. Ademas, solo es
posible un bajo rendimiento, que va acompafiado de un gran consumo de células de prueba debido a grandes
pérdidas durante el aislamiento de las mismas. Con los procedimientos conocidos GIFT y GAT no es posible un
cribado de sangre o suero en una extensa poblacion de donantes.

Ademas, se ha dado a conocer una citometria de flujo como procedimiento sensible para la deteccion de

inmunoglobulinas unidas a granulocitos (Veys PA, Gutteridge CN, Macey M, Ord J y col. Detection of granulocyte
antibodies using flow cytometric analysis of leucocyte immunofluorescence. Vox Sang 1989, 56: 42-7). Sin embargo,
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este procedimiento requiere el aislamiento de los granulocitos, en lo que debe tenerse en cuenta que habra grandes
pérdidas de células.

Por lo tanto, en el estado de la técnica es necesario emplear los procedimientos estandar GIFT y GAT para detectar
todos los anticuerpos HNA relevantes, en particular los anticuerpos dirigidos contra HNA-3a, en que la mejor manera
de poder detectarlos es mediante el procedimiento GAT (véanse: 1. Bux J, Chapman J: Results of the Second
International Granulocyte Serology Workshop. Transfusion, 1997, 37: 977-83; 2. Lucas G, Rogers S, de Haas M y
col. Report on the Fourth International Immunology Workshop: progress toward quality assessment. Transfusion,
abril de 2002, 42: 462-8).

Objetivo técnico

La invencion se basa en el objetivo de conseguir un procedimiento para la seleccion, cribado, de sangre y/o plasma
con respecto a anticuerpos antigranulocitarios, con el fin de poder analizar rapidamente numerosas muestras de
sangre en una extensa poblacion de donantes, en particular en un procedimiento automatizado; asimismo, el
procedimiento solamente debera requerir un consumo reducido de células de prueba. En particular, el procedimiento
debera permitir la deteccion de aquellos anticuerpos antigranulocitarios que hasta ahora solo podian detectarse
mediante la combinacién de los procedimientos GIFT y GAT.

Segun la invencion, la consecucion del objetivo consiste en que para la seleccidn, cribado, de sangre y/o suero con
respecto a anticuerpos antigranulocitarios en una extensa poblacion de donantes se emplea una citometria de flujo
con inmunofluorescencia de granulocitos, en la que se usa sangre con EDTA de dos donantes tipificados con
respecto a HNA y se lleva a cabo un aislamiento de células mediante un gradiente de densidad y una lisis de sangre
completa, sin centrifugacion, seguido una etapa de lavado, después de la cual, para la realizacion del ensayo de
inmunofluorescencia de granulocitos, tiene lugar una incubacion del material celular aislado con suero, asi como una
incubacién con anticuerpos marcados por fluorescencia y el material celular incubado se somete a un analisis por
citometria de flujo.

En otra configuraciébn de la invencién, este andlisis por citometria de flujo se realiza en un procedimiento
automatizado.

La ventaja del procedimiento segun la invencion para seleccién, cribado, de sangre y/o plasma con respecto a
anticuerpos antigranulocitarios consiste especialmente en que se pone a disposiciéon un andlisis por citometria de
flujo mediante el cual pueden analizarse numerosas muestras de sangre de extensas poblaciones de donantes, en
particular en un procedimiento automatizado. Al evitar la etapa de centrifugacion, el consumo de células de prueba
es bajo, ya que especialmente la centrifugacion conduce a la destruccion e inutilidad de las células de prueba. Otra
ventaja del procedimiento segun la invencién consiste en que ahora se detectan también aquellos anticuerpos
antigranulocitarios que hasta el momento segun el estado de la técnica solo podian detectarse con la combinacién
de los procedimientos GIFT y GAT. Otra ventaja consiste en que el procedimiento segun la invencidon permite
realizar rapidamente numerosos andlisis sucesivos. Por ejemplo, para 50 andlisis se necesitan solamente de tres a
un maximo de cuatro horas, mientras que en el estado de la técnica se necesitan de cinco a seis horas para unos
pocos analisis.

En otra configuracion de la invencién, cada poblacién de células se separa por sedimentacion al llevar a cabo el
gradiente de densidad de Ficoll para el aislamiento de las células, con lo que se obtienen granulocitos, monocitos y
linfocitos en cantidad suficiente para analizar un gran niumero de muestras de sangre.

Otras configuraciones ventajosas del procedimiento se describen en las reivindicaciones subordinadas.

Breve descripcion de los dibujos, en los que muestran:

la figura 1: el protocolo para el andlisis de la fluorescencia unida a células para granulocitos (GRC), monocitos (MO)
y linfocitos (LY);

la figura 2: un ejemplo de un analisis por citometria de flujo de un suero con una IgG especifica para granulocitos
dirigida contra HNA-3a; y

la figura 3: un ejemplo de un analisis por citometria de flujo de un suero con anticuerpos citotdxicos y no citotéxicos
dirigidos contra HLA de clase |, que muestran un alto nivel de unién a granulocitos, monocitos y linfocitos;
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la figura 4: la determinacion del nimero de células de leucocitos, granulocitos, monocitos y linfocitos antes (columna
izquierda) y después del aislamiento por medio de un gradiente de densidad de Ficoll, inclusive centrifugacion
(columna media) y un gradiente de densidad de Ficoll sin centrifugacion (columna derecha);

la figura 5: el andlisis de 140 sueros;

la figura 6: una serie de diluciones de los sueros que presentan IgG humanas especificas dirigidas contra HNA-1a, -
1b, -2ay -3a;

la figura 7: determinaciones de variaciones intraensayo e interensayo para analizar la estabilidad del ensayo FLOW
GIFT;y

la figura 8: el principio segun la invencion del ensayo de inmunofluorescencia de granulocitos por citometria de flujo
(FLOW GIFT).

Segun la figura 1, los granulocitos GRC, monocitos MO y linfocitos LY se diferenciaron en el histograma 1, en el que
se muestran por la dispersién de luz lateral y frontal. Todas las células detectadas en el histograma 1 aparecen en el
histograma 2, formado a partir del cuarto canal de fluorescencia, asi como de la dispersion lateral. En este
histograma, las células muertas se examinaron mediante 7-AAD (espectro de emision de 650 nm), para analizar los
anticuerpos citotoxicos. Los granulocitos, monocitos y linfocitos se examinaron individualmente en cada histograma
con respecto a la fluorescencia unida a las células, la cual se compone del primer canal de fluorescencia (FITC), asi
como del niumero de células. En este ejemplo se analiz6 un suero con anticuerpos dirigidos contra HNA-2a (anti-
HNA-2a). Los anticuerpos especificos se encuentran Unicamente unidos a los granulocitos. El histograma muestra
una imagen tipica de los anticuerpos anti-HNA-2a, con un histograma bifasico.

La figura 2 muestra un ejemplo de un analisis por citometria de flujo de un suero con IgG especificas para
granulocitos dirigidas contra HNA-3a (anti-HNA-3a). Este anticuerpo se une tanto a los granulocitos como también a
monocitos y linfocitos, ya que todas estas poblaciones de células presentan HNA-3a. El anticuerpo anti-HNA-3a
muestra un efecto citotdéxico débil (7,2% de células positivas para 7-AAD). Los anticuerpos dirigidos contra HLA se
excluyeron por medio de ELISA.

La figura 3 muestra un ejemplo de un analisis por citometria de flujo de un suero con anticuerpos citotdxicos y no
citotoxicos dirigidos contra HLA de clase |, que muestran un alto nivel de unién a granulocitos, monocitos y linfocitos.
La citotoxicidad de estos anticuerpos es la causa de la muerte celular. Las células muertas son positivas para 7-AAD
(31% de células positivas para 7-AAD).

La figura 4 muestra una determinacién del nimero de células de leucocitos o WBC, granulocitos, monocitos y
linfocitos antes (columna izquierda) y después del aislamiento por medio de un gradiente de densidad de Ficoll,
inclusive centrifugacion (columna media) y un gradiente de densidad de Ficoll sin centrifugacion (columna derecha).
Para los procedimientos estandar GIFT y GAT es necesario aislar los granulocitos eliminando los monocitos y los
linfocitos. En este caso pudo observarse una clara pérdida de todas las células remanentes después del aislamiento
con el gradiente de densidad de Ficoll, inclusive centrifugacion (*p<0,002, 0,02, 0,0002 y 0,003 en igual medida para
leucocitos (WBC), granulocitos, monocitos o linfocitos).

La figura 5 muestra en un andlisis de 140 sueros, la cantidad de los sueros de resultado positivo o negativo con
respecto a la unién de una IgG especifica contra granulocitos en el procedimiento FLOW-GIFT en comparacion con
los procedimientos GIFT estandar, GAT y GIFT estandar en combinacion con GAT.

La figura 6 muestra una serie de diluciones de los sueros que presentan IgG humanas especificas dirigidas contra
HNA-1a, -1b, -2a y -3a. Se representan los titulos correspondientes en los procedimientos FLOW GIFT, GIFT
estandar y GAT. A este respecto, FLOW GIFT se mostr6 mas sensible en comparacion con GIFT estandar y GAT.

En la figura 7 se determinaron las variaciones intraensayo e interensayo para analizar la estabilidad del ensayo
FLOW GIFT. Un suero AB, tres sueros con anti-HNA-1a, -1b, -3a y dos sueros con un anticuerpo fuerte y un
anticuerpo débil dirigidos contra HLA de clase | se examinaron por duplicado y en distintos tiempos para determinar
en cada caso las variaciones intraensayo e interensayo. Para cada uno de los sueros se calcul6 el coeficiente de
variacion (CV).

En la figura 8 se representa el principio segun la invencion del ensayo de fluorescencia de granulocitos por

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389335713

citometria de flujo (FLOW GIFT). Las células de prueba junto con el suero, por ejemplo Grz-GP + haGP, se marcan
por medio de anticuerpos secundarios marcados por fluorescencia, por ejemplo ahAK-FITC y, a continuacion, la luz
fluorescente producida por el anticuerpo secundario marcado por fluorescencia se detecta con un detector tras su
excitacion por un detector laser.

Segun la invencidn, a partir de 10 ml de sangre completa de un donante sano con un hemograma normal es posible
aislar un numero suficiente de células de prueba para la preparacion de aproximadamente 150 sueros.

En comparacion, al usar el procedimiento conocido segin los procedimientos GIFT estandar y GAT de la préactica
normal de los laboratorios, las células aisladas solo fueron suficientes para el analisis de cinco sueros. Este
procedimiento segun la invencion permite también una realizacion rapida del analisis, ya que se ha reducido el
numero de etapas de lavado y, en particular, también puede prescindirse de la fijacion de las células. De este modo
pudo conseguirse una realizacion completa del analisis en dos horas.

Como se demostro en la serie de diluciones de los sueros con distintos anticuerpos especificos contra granulocitos,
el procedimiento FLOW GIFT, segun la invencion, pudo detectar anti-HNA-1a, -1b, -2a y -3a en mayores niveles de
dilucién que los procedimientos GIFT estandar y GAT. En particular, llama la atencién que mediante FLOW GIFT se
detectaran tres sueros con IgG dirigidas contra CD16 (anti-CD16) y anticuerpos dirigidos contra HLA de clase I. Los
datos segun la invencion demuestran que el procedimiento FLOW GIFT es capaz de detectar anticuerpos
especificos con mayor sensibilidad en comparacion con el procedimiento GIFT estandar en combinacién con GAT.
Esta observacion puede explicarse porque en el procedimiento GIFT estandar se emplea PFA para la fijacion de las
células, con el fin de conseguir una mejor diferenciacion entre los resultados positivos y negativos en la evaluacién
microscopica. De hecho, como ya es sabido, la fijacion de células y tejidos con PFA ha de considerarse como critica
con respecto a la antigenicidad de las moléculas que se unen a la membrana. Con el procedimiento FLOW GIFT no
es necesaria una fijacion de las células con PFA para una mejor diferenciacion de los tipos de células mediante un
andlisis por citometria de flujo. Ademas, el uso de 7-AAD para la identificacion de anticuerpos citotoxicos a través del
examen de las células muertas, asi como la evaluacion simultdnea de la fluorescencia unida a las células en
monocitos y linfocitos resultd ser Util en algunos casos, Fig. 3. HNA-1 y -2 solamente se encuentran en granulocitos,
de modo que los anticuerpos individuales especificos contra estos antigenos solo pueden detectarse por medio de
un analisis por citometria de flujo en neutréfilos, Fig. 1. En cuanto a HNA-3a, este antigeno se encuentra tanto en
neutréfilos como en linfocitos. En el estudio segun la invencion, también pudo detectarse anti-HNA-3a en monocitos,
Fig. 2. Con frecuencia este anticuerpo esta relacionado con los anticuerpos antigranulocitarios en TRALI. Tres
sueros con este anticuerpo resultaron negativos con el procedimiento GIFT estandar. Mediante la evaluacion por
medio de FLOW GIFT se observé una mayor correlacion, tanto entre la MFI de las muestras sin diluir y los
correspondientes titulos, como entre las series de diluciones y la concentracién utilizada de las muestras
individuales. Estos resultados demuestran que el procedimiento FLOW GIFT es capaz de proporcionar una
informacién mas precisa sobre la intensidad del anticuerpo en relacion con la gran escala de MFI de cada poblacion
de células, en particular en el caso de anticuerpos con titulos altos. Una comparacién directa entre las muestras
(ensayos) ofrece resultados comparables. Para ello se examinaron 140 sueros. Un resultado discrepante entre los
procedimientos FLOW GIFT y GIFT estandar en combinacion con GAT pudo observarse solamente en tres sueros.
Este resultado demuestra que el procedimiento FLOW GIFT, sin el uso del ensayo de aglutinacién, es capaz de
identificar anticuerpos especificos contra granulocitos con una especificidad practicamente idéntica a la del
procedimiento GIFT estandar en combinacién con GAT. Por lo tanto, el procedimiento FLOW GIFT es perfectamente
adecuado para una automatizacién del analisis de anticuerpos antigranulocitarios en un gran nimero de muestras.
Para demostrar la estabilidad del procedimiento FLOW GIFT se determinaron las variaciones intraensayo e
interensayo. El bajo CV subraya la estabilidad y la precision del procedimiento FLOW GIFT.

En resumen, el procedimiento FLOW GIFT ofrece un procedimiento sencillo y rapido para la determinacion de
anticuerpos asociados a granulocitos, en que dicho procedimiento presenta todas las ventajas del procedimiento
GIFT estandar en combinacion con el procedimiento GAT. Para realizar este ensayo se necesita una menor cantidad
de células. Este nuevo sistema permite la deteccion de anticuerpos antigranulocitarios en una mayor poblacion de
donantes.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS: en total se examinaron 140 sueros en cuanto a la presencia de anticuerpos
antigranulocitarios: 29 sueros, en los que previamente se habian detectado los antigenos HNA-1a, -1b, -1c, -2a, -3a,
-4a y -5a por medio de los procedimientos GAT y/o GIFT y 111 sueros asociados con sospecha de TRALI. Las
células de prueba se aislaron a partir de muestras de sangre completa de donantes tipificados con respecto a HNA
mediante sedimentacion celular en un gradiente de densidad de Ficoll. Los leucocitos se incubaron con el suero
correspondiente; la union de los anticuerpos a las células de prueba se determiné por medio de anticuerpos contra
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IgG humana conjugados con FITC. Como procedimientos de referencia se usaron GIFT estandar y GAT.
RESULTADOS: veintisiete de los sueros dieron resultado positivo en el procedimiento FLOW GIFT, mientras que
seis sueros, que contenian anti-HNA-3a (3x), anti-CD16 (1x) y anti-HLA de clase | (2x) resultaron negativos mediante
GIFT estandar. El nuevo procedimiento FLOW GIFT fue capaz de identificar todos los anticuerpos
antigranulocitarios, que de otro modo solamente habrian podido determinarse mediante una combinacion de GIFT
estandar y GAT. Mediante GAT no fue posible determinar ocho sueros con anti-HNA-2a (2x), anti-CD16 (2x) y anti-
HLA de clase | (4x). En una serie de diluciones sucesivas, el procedimiento FLOW GIFT pudo detectar los
anticuerpos en diluciones mas altas que los procedimientos de referencia GIFT y GAT. CONCLUSION: el
procedimiento FLOW GIFT permite una rapida identificacion de anticuerpos antigranulocitarios, en lo que se requiere
una menor cantidad de células de prueba de los donantes. Probablemente, este procedimiento abrira el camino para
un analisis (cribado) de anticuerpos antigranulocitarios en grandes poblaciones de donantes.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS:
Muestras de sangre:

Ciento cuarenta sueros de donantes congelados, que estaban relacionados con reacciones transfusionales
anteriores se examinaron en cuanto a la presencia de anticuerpos reactivos con granulocitos. Los granulocitos de
prueba se obtuvieron a partir de sangre completa en Na;EDTA extraida recientemente de donantes sanos, en los
que previamente se habian tipificado los antigenos neutrofilicos HNA-1a, -1b, -1c, -2a, -3a, -4a y -5a. Como
controles normales se usaron sueros del grupo sanguineo AB de donantes sanos sin anticuerpos especificos contra
leucocitos. Todos los sueros de prueba examinados se analizaron mediante los procedimientos convencionales GAT
y GIFT en comparacion con FLOW GIFT.

Ensayos de inmunofluorescencia (GIFT) y de aglutinacion (GAT) de granulocitos:

Los ensayos estandar GIFT y GAT se realizaron como se describe. Brevemente, se analizaron granulocitos de
sangre anticoagulada en EDTA de tres donantes sanos. Los granulocitos se aislaron del sobrenadante de plasma
rico en leucocitos mediante centrifugacion de un gradiente de densidad de Ficoll (Polymorphprep, Axis-Shield, Oslo,
Noruega). Después de efectuarse la lisis de los eritrocitos por medio del tampon PeliLyse Al (Sanquin, Amsterdam,
Paises Bajos), la suspension de células se lavd dos veces en PBS, compuesto de BSA al 0,2% y Nay-
etilendiaminotetraacetato (EDTA) al 0,5%. Para el procedimiento GIFT, las células se fijaron con paraformaldehido al
1% en placas de microtitulacion y de nuevo se lavaron dos veces. Después de 30 minutos de incubacion a 37°C se
afnadieron los sueros correspondientes y se volvio a lavar (cuatro veces); las células se incubaron después con
anticuerpos F(ab’), de conejo dirigidos contra IgG humana y marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(Dako, Hamburgo, Alemania), se lavaron de nuevo tres veces y se examinaron mediante un microscopio de
fluorescencia.

El ensayo GAT se realizé en placas Terasaki (Greiner, Frickenhausen, Alemania). Se incubaron 2 pl de granulocitos,
obtenidos como se describe anteriormente, con 2 pl de suero durante 120 minutos a 37°C y después se evaluaron
con el microscopio. Los resultados se calcularon con los valores siguientes: una escala de 0 a 4 puntos para el
procedimiento GIFT y porcentajes (0-100%) para el procedimiento GAT.

Diferenciacion de los anticuerpos especificos contra granulocitos y deteccién de anticuerpos dirigidos contra HLA:

La diferenciacién de los anticuerpos especificos contra granulocitos en los procedimientos GIFT y GAT se llevé a
cabo por medio del ensayo de inmovilizacidon especifica de antigenos de granulocitos por anticuerpos monoclonales
(MAIGA) con los AcMo dirigidos contra: CD16, clon 3G8; CD18, clon 7E4; CD11a, clon 25,3; CD11b, clon Bearl,
todos ellos de Immunotech, Marsella, Francia; y CD177, clon MEM 166 (Becton Dickinson, Heidelberg, Alemania).
Para la determinacion de los anticuerpos dirigidos contra HLA se empled el enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA,; Biotest, Dreieich, Alemania) o un ensayo Flow PRA de One Lambda (Canoga Park, EE. UU.).

Inmunofluorescencia de granulocitos por citometria de flujo (FLOW GIFT):

Para aislar leucocitos para el procedimiento segun la invencion FLOW GIFT, se afiadieron 9 ml de sangre
anticoagulada en EDTA de dos donantes sanos a un gradiente de densidad de Ficoll de 15 ml, sin una etapa de
centrifugacion (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare, Uppsala, Suecia). Después de un tiempo de espera de 20 minutos
a temperatura ambiente, los leucocitos se separaron automaticamente por sedimentacion del sobrenadante de
plasma rico en leucocitos. Los eritrocitos (RBC) remanentes en el sobrenadante se lisaron por la adicion de cloruro
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de amonio al 10%. A continuacion, las células se lavaron en PBS, compuesto de BSA al 0,2% y Na,-EDTA al 0,5%,
y se resuspendieron en 7 ml de PBS. Una cantidad de 50 pl de las células resuspendidas se incubd con 50 pl del
suero correspondiente durante 30 minutos a 37°C; después siguieron dos etapas de lavado, asi como una
incubaciéon con anticuerpos F(ab’),; de conejo dirigidos contra IgG humana y marcados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Dako, Hamburgo, Alemania). Para excluir las células muertas se afiadi6 7-AAD (Beckman
Coulter, Krefeld, Alemania). Después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente siguié una etapa de
lavado, asi como una resuspension en 300 pl de PBS que contenia paraformaldehido (PFA) al 0,1%; la
fluorescencia unida a las células se determind mediante un analisis por citometria de flujo.

Todos los analisis por citometria de flujo se llevaron a cabo por medio de un aparato FC500 (Beckman-Coulter,
Krefeld, Alemania). La regulacion del citdmetro de flujo se ajustéd para la amplificacion lineal de la dispersion de la luz
y la amplificacion logaritmica de cinco canales de fluorescencia. Los valores limite se definieron en una dispersiéon
frontal para excluir residuos celulares.

Los granulocitos, monocitos y linfocitos se mostraron como dispersion lateral y frontal. Después de la retroseleccion
(“backgating”) en el cuarto canal de fluorescencia frente a la dispersion lateral, se analizaron las células muertas
(células positivas para 7-AAD). La fluorescencia unida a las células se analizd por separado para los granulocitos,
monocitos y linfocitos (Figs. 1 y 2). Se midieron al menos 5.000 sucesos por cada poblacién de células. Como valor
se tomo¢ la intensidad de fluorescencia media (MFI). El valor de corte se definié6 como la razén entre el MFI del suero
de prueba y del suero AB. El suero se considerd positivo cuando esta razén fue >2.

Analisis de las células restantes después del aislamiento a partir de sangre completa:

Para analizar las células remanentes después del aislamiento con el gradiente de densidad de Ficoll, con o sin etapa
de centrifugacion, se prepararon 10 ml de muestras de sangre completa en EDTA de diez donantes sanos como
corresponde segin los dos procedimientos de aislamiento. El hemograma diferencial antes y después del
aislamiento se determind por medio del analizador hematoldgico automatico Cell Dyn 3700 (Abbott, Wiesbaden-
Delkenheim, Alemania). Se analiz6 el nimero total de leucocitos (WBC), granulocitos, monocitos y linfocitos.

Titulacién de sueros con anticuerpos de unién especifica a granulocitos y comprobacién de la estabilidad del
procedimiento FLOW GIFT:

Se prepararon diluciones seriadas de sueros con anticuerpos dirigidos contra HNA-1a, -1b, -2a y -3a con suero AB.
Para investigar la estabilidad del procedimiento FLOW GIFT se analiz6 la variacion intraensayo e interensayo. El
suero AB y cinco sueros mas con anticuerpos anti-HNA-1a, -1b, -3a y anti-HLA de clase | (dos sueros, uno con un
anticuerpo fuerte y el otro con un anticuerpo débil) se analizaron por duplicado para determinar la variacion
intraensayo. Para la variacion interensayo se analizaron los mismos sueros en distintos tiempos.

Analisis estadistico y célculos:

Los valores medios, desviaciones estandar y coeficientes de variacion se calcularon como corresponde. Las
diferencias entre los datos se consideran estadisticamente significativas para un valor de p<0,05. Todas las pruebas
se llevaron a cabo mediante software comercial para ordenadores personales (SPSS para Windows NT, SPSS
Software GmbH, Munich, Alemania).

RESULTADOS:

Obtencidon de granulocitos, monocitos y linfocitos después del aislamiento mediante gradiente de densidad de Ficoll,
con o sin centrifugacion:

Se analizé el nimero total de células remanentes después del aislamiento mediante el gradiente de densidad de
Ficoll, con o sin etapa de centrifugacion. Antes del aislamiento, el nimero total de leucocitos fue de 73 + 16,9 (55-
100) x 10°, con 43 + 17 (25-72) x 10° granulocitos, 5 + 2 (2,6-8,5) x 10° monocitos y 27,7 + 16,6 (16,2-72,8) x 10°
linfocitos. Después del aislamiento de células mediante un gradiente de densidad de Ficoll, con o sin etapa de
centrifugacion, el nimero de leucocitos fue de 18 + 11 (1,33-42,1) x 10° frente a 45 + 13 (30-63) x 108, con1l1,5+10
(1,1-36,3) x 108 frente a 27,5+ 9 (16-43) x 10° granulocitos, 0,22 + 0,1 (0,1-0,45) x 10° frente a 4,4+1,7(2,1-7,74) x
10° monocitos y 2,22 + 1,56 (0,14-5,81) x 10° frente a 10,3 + 6,1 (2,1-19,6) x 10° linfocitos. Por consiguiente,
después del aislamiento con un gradiente de densidad de Ficoll y una etapa de centrifugacion pudo observarse una
considerable pérdida de células de cada una de las poblaciones celulares remanentes (p<0,02) (Fig. 4).
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Especificidad

Para determinar la especificidad del procedimiento FLOW GIFT en comparacién con los procedimientos GIFT
estandar y GAT, se investigaron 140 sueros de donantes que habian sido asociados con reacciones transfusionales
o de pacientes con distintas enfermedades primarias. De los 140 sueros, 29 sueros, que contenian anticuerpos
especificos para granulocitos dirigidos contra HNA-1a (4x), -1b (4x), -1¢ (1x), -2a (3x), -3a (11x), CD16 (2x) y HLA de
clase | (4x), se analizaron en un ensayo interlaboratorios y se confirmaron por medio de FLOW GIFT. La
especificidad de los anticuerpos se confirmd en el marco de un analisis detallado de granulocitos tipificados
mediante las técnicas MAIGA y HLA-ELISA. De los 29 sueros con resultado positivo en el procedimiento FLOW
GIFT, 23 sueros se identificaron mediante el procedimiento GIFT estandar. Ciento once sueros dieron resultado
negativo en los dos ensayos (Fig. 5). Seis sueros que contenian anti-HNA-3a (n = 4), anti-CD16 (n = 1) y anti-HLA
de clase | (n = 2) solamente resultaron positivos en el procedimiento FLOW GIFT, pero dieron resultado negativo en
el procedimiento GIFT estandar. Con respecto a los resultados del procedimiento GAT, 21 sueros resultaron
positivos y 119 sueros, negativos. Ocho sueros que contenian anti-HNA-2a (n = 2), anti-CD16 (n = 2) y anti-HLA de
clase I (n = 4), no se identificaron mediante GAT. De los 29 sueros con resultado positivo en FLOW GIFT, tres dieron
resultado negativo en el procedimiento GIFT estandar y también en el procedimiento GAT (1x anti-CD16 y 2x anti-
HLA de clase I). Cuatro sueros contenian anti-HNA-3a y solamente se identificaron en el procedimiento GAT. En el
andlisis por citometria de flujo, los anticuerpos dirigidos contra HLA de clase | y cuatro muestras con anti-HNA-3a
dieron resultado positivo en las poblaciones de linfocitos y monocitos.

Sensibilidad y estabilidad del procedimiento FLOW GIFT:

Para determinar la sensibilidad del procedimiento FLOW GIFT, cuatro sueros, en cada caso con anticuerpos
conocidos de unidn especifica a granulocitos (anti-HNA-1a, -1b, -2a, -3a), se diluyeron con suero AB y se analizaron
en el procedimiento FLOW GIFT, asi como en los procedimientos GIFT estandar y GAT. La figura 6 muestra la serie
de diluciones de los sueros. Todos los valores medidos de la serie de diluciones disminuyen proporcionalmente en
relacion con la concentracion empleada. En todos los sueros, el procedimiento FLOW GIFT pudo detectar los
anticuerpos especificos contra granulocitos en una dilucién mas alta que los procedimientos GIFT estandar y/o GAT.
Pudo observarse una alta correlacién entre la MFI de las muestras sin diluir y los correspondientes titulos, asi como
entre la serie de diluciones y la concentracion correspondiente empleada de cada uno de los sueros (p<0,01).

Para confirmar la estabilidad del procedimiento FLOW GIFT se determinaron las variaciones intraensayo e
interensayo. El suero AB, asi como cinco sueros mas con anti-HNA-1a, -1b, -3a y anti-HLA de clase | (dos sueros,
uno de los cuales con un anticuerpo fuerte y el otro con un anticuerpo débil) se analizaron por duplicado para
determinar la variacion intraensayo. Se calcul6 el promedio de la desviacién estandar (coeficiente de variacion) de
cada suero. El coeficiente de variacién intraensayo fue de 4,5 + 3,43% (2,04-10,98). Para la variacion interensayo se
analizaron los mismos sueros, pero en distintos tiempos. Para cada suero se calcul6 el coeficiente de variacion, que
fue de 5,5 + 5,2 (0,6-14,46)% (Fig. 7).

La citometria de flujo segin la invencion demostré ser un procedimiento sensible para la deteccion de
inmunoglobulinas que se unen a leucocitos. La citometria de flujo permite la diferenciacion de distintos analitos en
una muestra individual con respecto a su tamafio y color. Los procedimientos empleados hasta ahora para el
aislamiento de células conducian en cada caso a grandes pérdidas de células. Por lo tanto, para analizar un gran
nimero de muestras de sangre se necesitaba una gran cantidad de sangre completa de donantes sanos para el
aislamiento de las células de prueba. En este aspecto, se ha conseguido establecer un procedimiento mediante el
gue puede realizarse una rapida detecciéon de anticuerpos antigranulocitarios y en el que el nimero de células
necesarias para ello se mantiene lo menor posible. Ademas, se ha conseguido obtener méas informacién sobre la
union de anticuerpos a otros tipos de células, como los monocitos y linfocitos, asi como sobre la muerte celular a
causa de posibles anticuerpos activadores del complemento.

Para evitar grandes pérdidas de células, el procedimiento de aislamiento actual segun el estado de la técnica se ha
modificado segin la invencion de modo que se usa el procedimiento del gradiente de densidad de Ficoll sin
centrifugacion. Las poblaciones de células se separan por sedimentacién. Con este procedimiento pueden obtenerse
granulocitos, monocitos y linfocitos en una cantidad suficiente para poder analizar una gran cantidad de muestras de
sangre. De esta manera, es posible obtener una cantidad suficiente de células de prueba para el analisis de un
minimo de 150 sueros a partir de 10 ml de sangre completa de un donante sano con un hemograma normal. En
comparacién, al usar el procedimiento conocido segun los procedimientos GIFT estandar y GAT de la practica
normal de los laboratorios, las células aisladas solo son suficientes para el analisis de cinco sueros. Este
procedimiento permite también una realizacion rapida del analisis, ya que se ha reducido el nimero de etapas de
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lavado y, en particular, se prescinde también de la fijacion de las células. De este modo puede conseguirse una
realizacién completa del andlisis en dos horas.

Como se ha demostrado en la serie de diluciones de los sueros con distintos anticuerpos especificos contra
granulocitos, el procedimiento FLOW GIFT puede detectar anti-HNA-1a, -1b, -2a y -3a en mayores niveles de
dilucion que los procedimientos GIFT estandar y GAT. Llama especialmente la atencién que mediante FLOW GIFT
se detecten tres sueros con IgG anti-CD16 y anticuerpos dirigidos contra HLA de clase I. Los datos presentados
demuestran que el procedimiento FLOW GIFT es capaz de detectar anticuerpos especificos con mayor sensibilidad
en comparacion con el procedimiento GIFT estandar en combinacion con GAT. Esta observacion puede explicarse
porque en el procedimiento GIFT estandar se emplea PFA para la fijacion de las células, con el fin de conseguir una
mejor diferenciacion entre los resultados positivos y negativos en la evaluacion microscopica. De hecho, la fijacion
de células y tejidos con PFA ha de considerarse como critica con respecto a la antigenicidad de las moléculas que
se unen a la membrana. Con el procedimiento FLOW GIFT no es necesaria una fijacion de las células con PFA para
una mejor diferenciacion de los tipos de células mediante un analisis por citometria de flujo. Ademas, el uso de 7-
AAD para la identificacion de anticuerpos citotoxicos a través del examen de las células muertas, asi como la
evaluacion simultanea de la fluorescencia unida a las células en monocitos y linfocitos resulté ser Util en algunos
casos (Fig. 3). HNA-1 y -2 solamente se encuentran en granulocitos, de modo que los anticuerpos individuales
especificos contra estos antigenos solo pueden detectarse por medio de un andlisis por citometria de flujo en
neutréfilos (Fig. 1). En cuanto a HNA-3a, este antigeno se encuentra tanto en neutréfilos como en linfocitos. En el
estudio presentado, también pudieron detectarse anti-HNA-3a en monocitos (Fig. 2). Este anticuerpo esta
relacionado frecuentemente con anticuerpos antigranulocitarios en TRALI. Tres sueros con este anticuerpo dieron
resultado negativo con el procedimiento GIFT estandar. Mediante la evaluacion por medio de FLOW GIFT se
observd una mayor correlacién, tanto entre la MFI de las muestras sin diluir y los correspondientes titulos, como
entre las series de diluciones y la concentracion utilizada de las muestras individuales. Estos resultados demuestran
que el procedimiento FLOW GIFT es capaz de proporcionar una informacion mas precisa sobre la intensidad del
anticuerpo en relacién con la gran escala de MFI de las poblaciones de células, en particular en el caso de
anticuerpos con titulos altos. Estos resultados demuestran que el procedimiento FLOW GIFT es capaz de
proporcionar una informacion mas precisa sobre la intensidad del anticuerpo en relacion con la gran escala de MFI
de las poblaciones de células, en particular en el caso de anticuerpos con titulos altos.

Una comparacion directa entre las muestras (ensayos) ofrece resultados comparables. Para ello se examinaron 140
sueros. Un resultado discrepante entre los procedimientos FLOW GIFT y GIFT estandar en combinacion con GAT
pudo observarse solamente en tres sueros. Este resultado demuestra que el procedimiento segun la invencion
FLOW GIFT, sin el uso del ensayo de aglutinacion, es capaz de identificar anticuerpos especificos contra
granulocitos con una especificidad practicamente idéntica a la del procedimiento GIFT estandar en combinacion con
GAT. Por lo tanto, el procedimiento FLOW GIFT es perfectamente adecuado para una automatizacién del andlisis de
anticuerpos antigranulocitarios en un gran nimero de muestras. Para demostrar la estabilidad del procedimiento
FLOW GIFT se realizaron variaciones intraensayo e interensayo. El bajo CV subraya la estabilidad y la precisién del
procedimiento FLOW GIFT.

En resumen, el procedimiento FLOW GIFT ofrece un procedimiento sencillo y rapido para la determinacion de
anticuerpos asociados a granulocitos, en que dicho procedimiento presenta todas las ventajas del procedimiento
GIFT estandar en combinacion con el procedimiento GAT. Para realizar este ensayo se necesita una menor cantidad
de células. Este nuevo sistema permite la deteccidon de anticuerpos antigranulocitarios en una mayor poblacién de
donantes.

La invencion puede usarse comercialmente para la seleccion, cribado, de sangre y/o suero con respecto a
anticuerpos antigranulocitarios en una extensa poblacién de donantes. La ventaja especial consiste en que mediante
la invencion se pone a disposicién un procedimiento sencillo, rdpido y sensible con bajo consumo de células de
prueba. Mientras que con los procedimientos anteriores del estado de la técnica podian realizarse de seis a ocho
andlisis con 10 ml de sangre con EDTA, la invencion permite realizar aproximadamente 150 analisis con 10 ml de
sangre con EDTA.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la seleccion, cribado, de sangre y/o suero con respecto a anticuerpos
antigranulocitarios en una extensa poblacion de donantes, caracterizado porque se emplea una citometria de flujo
con inmunofluorescencia de granulocitos, en la que en la que se usa sangre con EDTA de dos donantes tipificados
con respecto a HNA y se lleva a cabo un aislamiento de células mediante un gradiente de densidad y una lisis de
sangre completa, sin centrifugacion, seguido de una etapa de lavado, después de la cual, para la realizacion del
ensayo de inmunofluorescencia de granulocitos, tiene lugar una incubacion del material celular aislado con suero,
asi como una incubacion con anticuerpos marcados por fluorescencia y el material celular incubado se somete a un
andlisis por citometria de flujo.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque cada poblacién de células se separa
por sedimentacion mediante un gradiente de densidad de Ficoll para el aislamiento de las células.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque la sedimentaciéon se facilita
mediante sacudidas.

4, Procedimiento segun la reivindicacion 1, 2 o 3, caracterizado porque se prescinde de una fijacion de
las células.
5. Procedimiento segun la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, caracterizado porque se usa 7-AAD para la

identificacion de anticuerpos citotéxicos mediante el examen de las células muertas, asi como la evaluacion
simultanea de la fluorescencia unida a las células en monocitos y linfocitos.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el ensayo
de inmunofluorescencia de granulocitos por citometria de flujo (FLOW GIFT) tiene lugar en un procedimiento
automatizado por medio de un robot.

7. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque las células
de prueba se marcan junto con el suero por medio de anticuerpos secundarios marcados por fluorescencia y, a
continuacion, la luz fluorescente producida por el anticuerpo secundario marcado por fluorescencia se detecta con
un detector tras su excitacion por un detector laser.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque, para el
aislamiento de leucocitos, se afiade sangre anticoagulada a un gradiente de densidad de Ficoll, sin una etapa de
centrifugacién, a continuacion, después de un tiempo de espera de 10 a 30 minutos, preferentemente de
aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente, tiene lugar una separacion automatica mediante
sedimentacion de los leucocitos del sobrenadante de plasma rico en leucocitos, a continuacion, los eritrocitos (RBC)
remanentes en el sobrenadante se lisan, preferentemente por la adicion de cloruro de amonio al 10%, después, las
células se lavan, preferentemente en PBS, compuesto de BSA al 0,2% y Na,-EDTA al 0,6%, y se resuspenden,
preferentemente en PBS, luego tiene lugar una incubacion de las células resuspendidas con el suero
correspondiente, preferentemente durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 37°C; después sigue,
dado el caso, una etapa de lavado, en particular dos etapas de lavado y una incubacién, preferentemente con
anticuerpos F(ab’), de conejo dirigidos contra IgG humana y marcados con FITC, en lo que, para excluir las células
muertas se afiade 7-AAD y se espera un tiempo de incubacion, preferentemente de aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente, al que sigue, dado el caso, otra etapa de lavado, asi como, dado el caso, una resuspension,
preferentemente en PBS con paraformaldehido (PFA) preferentemente a aproximadamente el 0,1%; finalmente se
determina la fluorescencia unida a las células mediante un andlisis por citometria de flujo.
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Variaciones intraensayo

15

Sueros Analisis 1 | Analisis 2 cV
MFi

Suero AB 5,63 5,92 3,55

anti-HNA-1a 34 29,1 10,98

anti-HNA-1b 61,2 58 3,80

anti-HNA-3a 20,3 19,6 2,48

anti-HLA de 21,1 20,5 2,04

clase I {fuerte)

anti-HLA de 10,1 104 2,07

clase i (débil) .

Variaciones interensayo
Sueros Analisis 1 | Analisis 2 oV
MF|

Suero AB 4,04 4,22 3,08

anti-HNA-1a 67,2 76,2 '8,_88

anti-HNA-1b 86,4 89,8 2,73
| anti-HNA-3a 23,5 23,7 0,60

anti-HLA de 39,5 48,5 14,46

clase | (fuerte)

anti-HLA de 8,6 8,2 3,37

clase | (débil)

Figura 7
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