CURSO TEORICO-PRACTICO DE CITOMETRIA DE FLUJO
Del 07 al 10 de octubre de 2024
Organizado por:

Servicio de Citometria de Flujo del Hospital Nacional de Parapléjicos de
Toledo (CITF-SAI-HNP)

- A quién va dirigida la actividad:

- Investigadores de la Unidad de Investigacion del Hospital Nacional de

Parapléjicos (licenciados y doctores).

- Profesionales del campo de la biologia, bioquimica, biotecnologia y ciencias

afines, incluyendo veterinaria y medicina.
- Titulados técnicos y licenciados en Ciencias Biomédicas.
- Grados medios y grados superiores.

- Estudiantes de Master en Ciencias Biomédicas

- Fechas concretas de los dias y horas del curso:

Fechas: del 07 al 10 de octubre de 2024. 4 dias completos en horario de 9:30-18:00

(incluyendo descansos).

Duracidn: 25 horas totales repartidas en 12 horas tedricas (3 dias 4 horas/dia) + 13 horas

practicas (laboratorio/disefio experimental/analisis).

Horario (incluye descansos-ver tabla): 9:30-18:00



N2 horas tedricas: 12

N2 horas practicas: .

- Objetivo General:

La finalidad principal del curso es dotar

Horario | Dial Dia2 Horario | Dia3 Horario | Dia 4
9:30- Introduccidn Disefio 9:30- Analisis datos | 9:30-
11:00 experimental/ | 11:00 11:00
paneles

11:00- | PAUSA PAUSA 11:00- | PAUSA 11:00-
11:30 11:30 11:30
11:30- Aplicaciones y Compensacién | 11:30- Analisis datos | 11:30-
13:00 nuevos tipos 13:00 13:00

citometria
13:00- PAUSA PAUSA 13:00- PAUSA 13:00- PAUSA
13:15 13:15 14:00
13:15- Reactivos Controles 13:15- Casos 14:00-
14:15 14:15 practicos 15:30
14:15- PAUSA PAUSA 14:15- PAUSA 15:30- PAUSA
15:30 15:30 16:00
15:30-
17:45

a todos los participantes de

conocimientos y experiencias suficientes sobre la tecnologia de la Citometria de Flujo, y

su utilizacion como herramienta de investigacion y de diagnéstico. Ademads, a los

participantes se les proporcionaran suficientes recursos tanto tedricos como practicos,

qgue les permitirdn en un futuro planificar y llevar a cabo experimentos basados en la

Citometria de Flujo, asi como interpretar los datos que genera un citémetro de flujo.



- Objetivos Especificos:

La finalidad primordial de la formacién es dar a conocer la tecnologia de la Citometria

de Flujo. En concreto, los objetivos a alcanzar serian:

1) Comprender qué es la Citometria de Flujo y cudles son sus aplicaciones mds

comunes.

2) Conocer el funcionamiento del citdmetro analitico, capacitando a los alumnos

para su manejo a nivel de usuario independiente.

3) Conocer distintos tipos de reactivos de utilizacion comun en citometria de flujo

y elegirlos correctamente en funcién de la finalidad experimental.

4) Aprender a disefar y realizar protocolos experimentales de citometria,

incluyendo los controles necesarios de validacidn.

5) Disefiar paneles multiparamétricos y aprovechar recursos automaticos

disponibles en la red.

6) Comprender qué es la compensacion de fluorescencias y aplicarla en tinciones

multiparamétricas.

7) Conocer controles necesarios para la correcta adquisicion y analisis de los

datos obtenidos.

8) Entender las distintas formas de visualizacion de datos en citometria de flujo,

y conocer las herramientas de andlisis de datos basicas.

9) Disefiar y realizar estrategias de anadlisis de datos de citometria y obtener las

principales medidas estadisticas de las muestras.

10) Interpretar los datos generados por el citdmetro de flujo y el posterior

analisis que se hace de ellos.



CONTENIDOS

Dia 1 (07/10/2024)

MODULO 1:

FUNDAMENTOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO, INSTRUMENTACION, APLICACIONES Y
REACTIVOS

(Unidad de Citometria de Flujo-Lab 22 i1-Edificio Investigacidn / Aula de investigacion il-
Edificio Investigacion)

Docentes: Dra. Virginia Vila del Sol (teoria y practica)
Dfia. Angela Marquina Rodriguez (teoria y practica)
Docente invitado: D. Ignacio Martin (charla-seminario)
Horario: 9:30-14:15, 4 h teoria

15:30-17:45, 2h 15 min practica

9:30-9:45 Presentacion del curso y entrega de documentacion
9:45-11:00
1.1. INTRODUCCION
- ¢ Qué es la Citometria de Flujo?
- Preguntas que se pueden resolver con la Citometria de Flujo
- Aplicaciones mas conocidas
- ¢ Qué se puede medir?: Parametros y sondas.

- Los comienzos: microscopia y citometria

1.2. FUNCIONAMIENTO DEL CITOMETRO
- Visién general
- Sistema de fluidos
- Sistema optico
- Optica de excitacion

- Optica de coleccion




- Sistema electrénico
- Pulsos: creacion y cuantificacion
- Conversion digital
11:00-11:30 Descanso
11:30-13:00
1.3 ADQUISICION DE DATOS
- Parametros
- Fluorescencia y fluorocromos
- Obtencidn de datos
- Tipos de representacion
1.4 APLICACIONES
- Fenotipaje
- Expresién génica
- Andlisis de ADN
- Proliferacion
- Apoptosis
- Cambios en estado redox, potencial de membrana, calcio intracelular.
- Sefializacion intracelular
- Ensayos multiplex
- Endocitosis/fagocitosis
- Vesiculas extracelulares
- Separacion celular
1.5 OTROS TIPOS DE CITOMETRIA
- Nanocitometria

- Citometria espectral. Charla impartida por Ignacio Martin (Palex)

13:00-13:15 Descanso

13:15-14:15



1.6 REACTIVOS UTILIZADOS EN CITOMETRIA DE FLUJO

- Fluorescencia y fluoréforos:
- ¢, Qué es la fluorescencia?
- Tipos de fluoréforos
- Autofluorescencia
- Tipos de reactivos fluorescentes:
- Anticuerpos
- Tincién de acidos nucléicos
- Sondas de viabilidad celular
- Anexina V y loduro de propidio
- Proteinas fluorescentes

- Sondas para proliferacion celular

14:15-15:30 Descanso comida

15:30-17:45 Practicas en laboratorio (Unidad de Citometria de Flujo-Lab 22 il-Edificio

Investigacion)

- Demostracion funcionamiento de citometros FACS Canto Il (Becton Dickinson) y

CytoFLEX S (Beckman Coulter) y practica basica de adquisicion y optimizacion “settings”



Dia 2 (08/10/2024)
MODULO 2:
DISENO EXPERIMENTAL, COMPENSACION Y CONTROLES

(Aula de investigacion i1-Edificio Investigacion/ Aula de informatica-HNP)

Docentes: Dra. Virginia Vila del Sol (teoria y practica)
Dfia. Angela Marquina Rodriguez (préactica)

Docente invitada: Dia. Irene Martinez (charla-seminario)

Horario: 9:30-14:15, 4 h teoria

15:30-17:45, 2h 15 min practica

9:30-11:00
2.1 DISENO EXPERIMENTAL

- Introduccion al disefio de paneles multicolor para citometria de flujo. Charla

impartida por Irene Martinez (Becton Dickinson).
- Optimizacion de reactivos:
- Titulacion
- Bloqueo
- Especificidad
- Optimizacién del equipo
- Compensacién
- Controles experimentales
11:00 — 11:30 Descanso
11:30-13:00
2.2 COMPENSACION
- Spillover: Espectros de excitacion y emision
- Sistema de recoleccién de fluorescencia
- Métodos de compensacion

- Reglas y mitos de la compensacion




13:00 — 13:15 Descanso

13:15-14:15
2.3 CONTROLES

- Conceptos clave
- Fuentes de variabilidad
- Optimizacién de detectores
- Controles de tincion
- Controles de referencia
- Controles Isotipicos
- Controles biolégicos
- Controles de analisis
- Controles Positivos
- Control “Fluorescence minus one” o FMO

- Controles de Compensacion

14:15-15:30 Descanso comida

15:30-17:45 Practicas de disefio (aula de informatica-HNP)

- Uso de recursos online para conocer antigenos y fluorocromos
- Disefio de paneles: Categorizacion de pares antigeno-anticuerpo, eleccion de
fluorocromos.

- Disefio de paneles automatico: uso recursos online



Dia 3 (09/10/2024)
MODULO 3:
ANALISIS DE DATOS

(Aula de investigacion i1-Edificio Investigacion/ Unidad de Citometria de Flujo-Lab 22 i1-
Edificio Investigacidn)

Docentes: Dra. Virginia Vila del Sol (teoria y practica)
Dfia. Angela Marquina Rodriguez (préactica)
Horario: 9:30-14:15, 4 h teoria

15:30-18:00, 2h 30 min practica

9:30-11:00
3.1 VISUALIZACION Y ANALISIS DE DATOS
- Archivos FCS
- Escalas lineal, logaritmica y biexponencial
- Tipos de graficos
- Tipos de regiones

- Tipos de “gating”

3.2 DISENO ESTRATEGIA DE ANALISIS
- Disefio de estrategia de analisis
- Aplicacién matriz de compensacion
- Uso del pardmetro tiempo
- Eliminacion de dobletes
- Discriminacion muerte celular

- Controles: FMO

11:00-11:30 Descanso



11:30-13:00
3.3 ANALISIS ESTADISTICO
- Andlisis estadistico
- Principales medidas estadisticas
- Andlisis de grupos

3.4 INTRODUCCION AL ANALISIS DE DATOS MULTIDIMENSIONAL

13:00-13:15 Descanso

13:15-14:15

3.5 CASOS PRACTICOS

14:15-15:30 Descanso comida

15:30-17:45 Practicas en laboratorio

- Préctica de titulacion, bloqueo, compensacion y optimizacion de equipos CytoFLEX S
y FACS Canto Il.



Dia 4 (10/10/2024)
PRACTICAS ANALISIS DE DATOS

(Aula de informatica-HNP)

Docentes: Dra. Virginia Vila del Sol

Dfia. Angela Marquina Rodriguez

Horario: 9:00-17:30 6 horas practicas

9:30-11:00 Manejo del programa de analisis FlowJo con casos practicos
11:00-11:30 Descanso

11:30-13:00 Manejo del programa de analisis FlowJo con casos practicos

13:00-14:00 Descanso comida

14:00-15:30 Manejo del programa de analisis FlowJo con casos practicos

15:30-16:00 Descanso

16:00-17:30 Manejo del programa de analisis FlowJo con casos practicos




