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CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica analitica que permite la cuantificacion de
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas en suspension que producen

una senal individual al interferir con una fuente de luz.

ESQUEMA DE UN CITOMETRO DE FLUJO
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Citometros de flujo analizadores

0 FACScan equipado con un laser azul 488 nm
(3 detectores de fluorescencia)

OFACScalibur equipado con dos laseres: 488 y
630nm (4 detectores de fluorescencia)

O FACSAria lll equipado con 3 laseres: 488, 630 y

405 nm (11 detectores de fluorescencia)
*> N2 de fluorocromos

eandlisis de > N2 poblaciones

1 sensibilidad y resolucién




Aplicaciones de la citometria de flujo (Analisis):

Proliferacion

Fenotipaje
Caracterizacion celular

Viabilidad

Multiplex

Cuantificaciéon
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FACSAria lll sorting: >velocidad > Digitalizacion de la sefial en los detectores

Separa hasta 4 poblaciones
Unidad de clonaje en placa | 4 velocidad de procesamiento y facilita las
decisiones de “sorting”

CD3 BDCA3 CD56 CD123 MHCII

CD34 CD44

Células aisladas para:

e Cultivo:
- diferenciacion
- expresion de transgenes
- clonaje (single cell)
- lineas
- ensayos especificos

e DNA- RNA. Gendmica.
e Proteinas- protedmica.
¢ Imagen




Microscopia de fluorescencia

Zeiss Axioplan 2 (1999)

Campo claro, oscuro y fluorescencia
Permite adquirir imagenes en distintos planos focales (Platina motorizada en eje-z)

Cubos de fluorescencia para azul, verde, rojo y triple
2 Camaras digitales: B/N y color

Olympus BX61 TRF-1-5 (2013) para ESTEREOLOGIA:

permite la cuantificacion de parametros morfométricos mediante

muestreo aleatorio y sistematico, aplicando calculos estadisticos
Platina que permite hasta ocho portas
Software para adquisicién y tratamiento estereolégico de las imagenes NewCAST




Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy

Microscopia confocal multiespectral

lluminacion por laseres

Recoge fluorescencia en planos concretos

Permite eleqir la longitud
de onda que se quiera
utilizar usando cualquier
fluorocromo y sus
combinaciones
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Microscopia Confocal Multiespectral: Aplicaciones |

Secciones opticas




Microscopia Confocal Multiespectral: Aplicaciones Il
Proteinas fluorescentes y

autofluorescencia Luz Trasmitida
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FRAP: Fluorescence recovery after photobleaching
Colocalizacion

Proteina 2

Incubador células vivas: Cinéticas

CD3-mCherry

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Ys)

FRET: Fluorescence resonance energy transfer .
Interacciones moleculares

Sensitized Emission and Acceptor Photobleaching FRET




Microscopio Confocal Leica SP-2

= 9lineas de laseres

= |3ser multifotén

= 7 detectores

= Motorizacion completa
= Camara incubacion

Laser multifoton que ilumina solo un plano permitiendo mayor penetracion, analisis de
muestras mas gruesas y menos photobleaching
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Microscopio confocal Olympus FV1200

= 7 lineas de laseres

= 4 detectores

= Motorizacion completa

= Camara incubacion (T2, CO2)

= Modulo FCS con dos detectores

Madulo FCS (Fluorescence correlation spectroscopy)

Deteccion de las fluctuaciones que se producen en la
sefal cuando las particulas fluorescentes pasan por el

volumen confocal. Andlisis de movilidad de moléculas 0 K
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Software de analisis de imagen (IMARIS, Metamorph, Fluoviewy LCS )

Reconstruccién 3d 3 t{
Segmentacion ' ;
Aplicar filtros

Analisis morfométrico: Areas, particulas, nimero, etc
3D, Colocalizacion, FRET
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EQUIPAMIENTO COMPLEMENTARIO

LABORATORIO general

Centrifugas

Minifugas

Cabina de flujo laminar

Campana de extraccion de gases
Lector de placas ELISA
Espectrofotometro
Termocicladores

Transiluminador

Criostato (criocortes)

AutoMACS (separacién magnética)

SALA de CULTIVOS

Cabina de flujo laminar
Incubadores
Microscopio invertido con camara CCD




WCM

cclys

Centro de Citometria y Microscopia de Fluorescencia

Area biosanitaria

®Estudio de las diferentes poblaciones celulares de diferentes
drganos y tejidos

e Comportamiento de poblaciones celulares frente a la exposicidn a
agentes externos (contaminacién, nutricion, fdirmacos, materiales
artificiales, protesis, etc.)

®Crecimiento de distintos tipos celulares sobre diferentes
biomateriales

Area biotecnolégica

®Caracterizacion de poblaciones microbioldgicas de interés
industrial o ambiental (levaduras, bacterias, etc.), de
distintas muestras como cultivos, suelos, aguas, o
birreactores.

e Analisis del efecto sobre distintas poblaciones de agentes
externos (contaminantes, susceptibilidad a agentes
descontaminantes, etc)

®Reproduccién animal. Evaluacién de calidad de esperma ex
vivo y tras su almacenamiento, seleccidn de sexo, etc

e Analisis y biotecnologia de plantas como el estudio del
nivel de ploidia

PROYECTOS 2016 (94)

Odontologia===

Farmacia

6%

Odontologia &
2%

HORAS FACTURADAS 2016



https://www.ucm.es/citometriamicro

Centro de Citometria y Microscol ; ia de Fluorescencial

PERSONAL TECNICO DEL DIRECTOR DEL CCMF
CCMF

Agustin Zapata Gonzéalez
o » Catedratico de Biologia Celular
Amalia Vazquez Gutiérrez Facultad de Ciencias Bioldgicas

Licenciada en Farmacia Universidad Complutense de Madrid
Area de Citometria

Carmen Hernandez Lépez
Doctora en Biologia
Area de Citometria

Juan José Mufioz Oliveira
Doctor en Biologia

Area de Microscopia de
Fluorescencia

Alfonso Cortés Pefia
Licenciado en Biologia
Area de Microscopia de
Fluorescencia

Luis Miguel Alonso Colmenar
Doctor en Biologia

Area de Microscopia de
Fluorescencia

Carlos Pérez Martin 2 Técnicos en formacion:
Doctor en Biologia Empleo Juvenil MINECO (Licenciado)
Técnico PICATA CEl Empleo Juvenil CM (FP2)
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