CURSO TEORICO-PRACTICO DE CITOMETRIA DE FLUJO
(42 Edicién)

Dia 1 (02/10/2023)

MODULO 1:

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

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

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

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

9:30-9:45Presentacion 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 més conocidas
- ¢ Qué se puede medir?: Pardmetros y sondas.

- Los comienzos: microscopia y citometria

1.2. FUNCIONAMIENTO DEL CITOMETRO
- Vision general
- Sistema de fluidos
- Sistema 0ptico

- Optica de excitacion
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- Optica de coleccion
- Sistema electronico
- 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
- Expresion 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
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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 &cidos nucléicos
- Sondas de viabilidad celular
- Anexina V y loduro de propidio
- Proteinas fluorescentes

- Sondas para proliferacién celular

14:15-15:30 Descanso comida

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

Investigacion)

- Demostracion funcionamiento de citometros FACS Canto Il (BectonDickinson) y

CytoFLEX S(BeckmanCoulter) y practica basica de adquisicién y optimizacion “settings”
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Dia 2 (03/10/2023)
MODULO 2:
DISENO EXPERIMENTAL, COMPENSACION Y CONTROLES

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

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

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

9:30-11:00
2.1 DISENO EXPERIMENTAL
- Establecimiento de hipétesis
- Instrumentacién disponible
- Conocimiento de los antigenos y de los fluorocromos
- Disefio del panel multiparamétrico
- Optimizacion de reactivos:
- Titulacion
- Bloqueo
- Especificidad
- Optimizacién del equipo
- Compensacioén
- Controles experimentales
11:00-11:30 Descanso
11:30-13:00
2.2 COMPENSACION
- Spillover: Espectros de excitacion y emision
- Sistema de recoleccion de fluorescencia
- Métodos de compensacion

- Reglas y mitos de la compensacién
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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 bioldgicos
- Controles de analisis
- Controles Positivos
- Control “Fluorescenceminusone” 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,eleccién de
fluorocromos.

- Disefio de paneles automatico: uso recursos online
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Dia 3 (04/10/2023)
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)
Dfa. 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 gréficos
- Tipos de regiones

- Tipos de “gating”

3.2 DISENO ESTRATEGIA DE ANALISIS
- Disefio de estrategia de analisis
- Aplicacién matriz de compensacién
- Uso del parametro 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
3.4INTRODUCCION A PROGRAMAS DE ANALISIS DE DATOS
- programa de andlisis FlowJo
- programa de analisis FACS Diva

- programa de analisis Kaluza

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
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- Practica de titulacién, bloqueo, compensacién y optimizacion de equipos CytoFLEX S

y FACS Canto Il.
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Dia 4 (05/10/2023)
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 FlowJocon casos practicos
11:00-11:30 Descanso

11:30-13:00 Manejo del programa de andlisis FlowJocon casos practicos

13:00-14:00 Descanso comida

14:00-15:30 Manejo del programa de andlisis FlowJocon casos practicos

15:30-16:00 Descanso

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




