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Analisis 3D de organulos tumorales derivados de
paciente

Las imagenes confocales de los organulos tumorales derivados de paciente (PDO)
fueron analizadas de forma cuantitativa usando el software 3D NoviSight™ para
evaluar las caracteristicas morfoldgicas y la unién al anticuerpo de los farmacos
moleculares estudiados.
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Introduccion

Los modelos de tejidos 3D suelen ser usados para el descubrimiento de farmacos debido a que
simulan el microentorno in vivo. Los PDO son una de las herramientas mas potentes para recapitular
la respuesta original del farmaco en el paciente. De hecho, un estudio reciente revela que el perfil
fenotipico y genotipico de los PDO cuentan con un alto grado de similitud con el tumor original del
paciente. Y, lo que es mas importante, los PDO pueden predecir la reactividad del fdrmaco con una

precisién superior al 80 %.

El uso combinado de los organulos tumorales derivados del paciente Fukushima, el microscopio de
escaneo laser confocal FLUOVIEW® FVV3000 de Olympus y el software de andlisis 3D NoviSight
favorece un novedoso flujo de trabajo para la morfologia de los PDO vy la distribuciéon del farmaco.
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Beneficios

« Visualice y analice los PDO sin perder la informacién sobre su estructura 3D.
« El software NoviSight puede identificar objetos 3D, clasificar los objetos y proporcionar datos
estadisticos.

Métodos
Preparacion celular

A continuacioén, los F-PDO se centrifugan, recopilan y fijan con paraformaldehido al 4% durante la
noche. Erbitux®, un inhibidor receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y Herceptin®, un
inhibidor del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2) se marcaron con HiLyte™
Fluor 555 (Chemical Dojin) y se incubaron con los modelos F-PDO durante tres horas.
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Inmunotincién y lavado

Se llevé a cabo el protocolo de inmunotincién de Hama et al. con algunas modificaciones (Fig. 2).
Cada P-PDO fijado se incubd durante la noche con un anticuerpo Ki67 (Abcam, 16667) y se diluyd
con una solucién AbScale (0,33 M Urea y 0,2% Triton-X100). Después del lavado con AbScale, los
modelos F-PDO se incubaron con un segundo anticuerpo durante tres horas y se les diluyé con
AbScale. Después del lavado con la solucién de enjuague AbScale durante una hora, los F-PDO
volvieron a ser fijados con paraformaldehido al 4 %. Después se lavaron con una solucién salina
amortiguada por fosfatos (PBS) y se incubaron durante la noche usando el reactivo de lavado
ScaleS4 con DAPI. Por dltimo, los modelos F-PDO aclarados fueron observados con el microscopio
de escaneo laser confocal FV3000 de Olympus.
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Figura 2: Esquema de inmunotincién y lavado de modelos F-PDO

Procesamiento de imagenes y analisis

Se utilizé una magnificacién de 10x o 30x con un paso Z de 2 um para capturar imagenes de los
modelos F-PDO aclarados para el andlisis 3D.

Determinar un ajuste de paso Z adecuado es importante para un andlisis celular 3D preciso. A
continuacion, las imagenes se importaron al software NoviSight™ y se reconstruyeron en 3D. El
software NoviSight puede reconocer objetos 3D, como nucleos, y convertirlos en datos
cuantitativos.

Resultados

Cuantificacién 3D de la morfologia F-PDO
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Figura 3 Cuantificacién 3D de la morfologia de los modelos F-PDO

A. Vistas originales de los tres lados del modelo RLUNZ21; reconocimiento nuclear 3D de NoviSight
(vista volumétrica, y tres lados) y reconocimiento estructural del NoviSight.

B. Las células positivas/negativas de Ki67 fueron ordenadas por intensidad de Ki67. El software
NoviSight puede visualizar las células ordenadas en una «Vista de galeria».

C. Las células positivas y clasificadas de Ki67 pueden ser visualizadas 3D con un circulo rojo.

D. Datos cuantitativos de los modelos F-PDO.

Andlisis de distribucion de farmacos 3D

Cuando se afnadié Erbitux o Herceptin etiquetado como HylLight-555 para cada modelo F-PDO,
Erbitux se unié de forma uniforme al modelo RLUN21 desde su superficie, mientras que Herceptin
se unié de forma irregular al modelo RLUN21. El médulo de reconocimiento volumétrico del
software NoviSight™ permitié cuantificar el indice de volumen positivo del farmaco de anticuerpos
(Fig. 4A). A continuacion, se usé el software NoviSight para cuantificar la diferencia en los estilos de
unién, ya que puede modificar la regién destinada al andlisis. Para ello, se crearon dos regiones
focalizadas: una regién de volumen reducido a partir de la superficie con un porcentaje especifico y
una regién de volumen de contorno de cualquier ancho/anchura. Se calculd la intensidad del
farmaco de anticuerpos durante los volumenes. Se observé una gran diferencia cuantitativa entre el
volumen reducido y el volumen de contorno con el Erbitux, mientras que la diferencia era pequena
con el Herceptin. Esto significa que el Erbitux se une fuertemente a la regién de contorno del
modelo RLUN21 mientras que el Herceptin se une al modelo RLUN21 sin sesgos. Este método nos
permitid mostrar cuantitativamente la distribucién del farmaco de anticuerpos.

A
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Reconocimiento volumétrico del farmaco de anticuerpos

Erbitux

Copyright 2024 EVIDENT, All rights reserved. Page 7 /11


https://www.olympus-lifescience.com/applications/novisight-analysis-software
https://www.olympus-lifescience.com/
https://www.olympus-lifescience.com/
https://www.olympus-lifescience.com/contact-us/

Reconocimiento volumétrico del farmaco de anticuerpos

Herceptin
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Figura 4 Cuantificacién 3D de la distribucion del farmaco
de anticuerpos

A. Imagenes de los tres lados de los modelos F-PDO con Erbitux o Herceptin, y reconocimiento de
las uniones del farmaco de anticuerpos con el NoviSight. El grafico muestra el volumen de unién de
los anticuerpos en toda su medida.

B. Médulo de modificacion de la region con NoviSight. NoviSight puede modificar la region dedicada
al andlisis para proporcionar datos cuantitativos en una regién limitada.

Conclusién

A través de este estudio, se ha revelado que el software NoviSight puede analizar de forma
cuantitativa modelos PDO a nivel morfolégico y farmacolégico respaldado por imagenes capturadas
con el microscopio de escaneo ladser confocal FV3000 de Olympus. La combinacién de las imagenes
en alta resolucién del microscopio FV3000 con la alta precision de reconocimiento del software
NoviSight, se pudieron generar resultados cuantitativos mas fiables.
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Reconocimiento

Este estudio ha sido apoyado por el Profesor Takagi de la Universidad Médica de Fukushima. Para
obtener mas informacién sobre los modelos F-PDO (orgénulos derivados de paciente de
Fukushima), visite https://www.fmu.ac.jp/home/trc/en/contract-research-provision/f-pdo/

Producto Relacionado

Software de anélisis celular 3D
NoviSight

El software de andlisis de células 3D NoviSight proporciona
datos estadisticos para esferoides y objetos 3D a partir de
experimentos con microplacas. Uselo para cuantificar la
actividad celular 3D, capturar de forma mas facil los eventos
celulares extranos, obtener recuentos celulares precisos, y
mejorar la sensibilidad de la deteccién. El software NoviSight
funciona con una amplia gama de técnicas de
procesamiento de imagenes como el de escaneo puntual,
bifotdnico, confocal de disco giratorio y superresolucion
para células vivas.

* Rapido reconocimiento de imagenes 3D desde
estructuras completas hasta estructuras de
caracteristica subcelular

o Andlisis estadisticos precisos

« Variedad de ensayos predeterminados e integrados,
listos para ser usados o disenados por usted

Mas informacién » https://www.olympus-lifescience.com/software/novisight
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