CONICET ?”1’

oo ((uBA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
HTAL. DE CLINICAS “JOSE DE SAN MARTIN"

I N I G E M
“1983/2023-40 afios de Democracia”

“DE LA MESADA AL CITOMETRO. OPTIMIZACION DE LA
INMUNOCITOMETRIAMULTICOLORIMETRICAY CELL SORTING”

Programa analitico

Unidad 1: Reglas para optimizar la elecciéon de fluoréforos en una combinacion
multicolorimetrica.

Parte tedrica: duracion 2:30 h.

a)
b)

c)
d)
€)
f)
9)

h)

Casos

Definicion de inmunocitometria multicolorimetrica

Configuracion optica del citometro de flujo, su influencia en la sensibilidad de
resolucion.

indice de tincion del fluorocromo: concepto y aplicacion.

Nivel de expresion de la proteina blanco y su relacion con dichas reglas.

Sensibilidad de resolucion y poblaciones brillantes.

Fluorocromos en tandem y sus limitaciones.

Superposicion espectral en la emision de fluorescencia. Su influencia en la resolucion
de poblaciones.

Matrices en Citometria de Flujo; Matriz de derrame o solapamiento espectral (visores
espectrales), matriz de compensacion, matriz de dispersion del derrame y su uso en el
disefio de paneles.

Problema: Se evallan distintas muestras: biopsia endometrial humana, células

mononucleares totales de sangre periférica humana, ganglio linfatico de rata en las cuales se
valora la sensibilidad de resolucién frente a distintos esquemas de combinacién de fluoréforos.
Uso préctico de los visores espectrales (Duracion: 2 h).

Docente a cargo: Biog. Luis Ariel Billordo
Docente moderador: Lic. Soledad Collado

Unidad 2: Controles en la citometria de flujo.
Parte tedrica: duracion: 2:00 h.

a)

b)

c)
d)

Controles negativos en inmunofluorescencia directa e indirecta, con anticuerpos
monoclonales y policlonales.

Autofluorescencia, FMO, controles isoclonicos, controles isotipicos y sus limitaciones.
Controles de compensacion. Las 4 reglas de oro.

Controles positivos. (control de desempefio del ensayo)
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e) Estandarizacion de lecturas citométricas intrainstrumental: Ejemplo con microesferas
comerciales de application setting vs. voltaje fijo. Optimizacion de voltajes de
adquisicién: Los distintos métodos.

Casos Problemas: Buenas practicas del uso del control isotipico en muestra de celulas
mononucleares totales de sangre periférica. Limitaciones del uso de control isotipico
(Duracion: 1:30 h)

Docentes a cargo: Biog. y Farm. Placida Baz y Lic. Soledad Collado
Docente moderador: Biog. Ariel Billordo

Unidad 3: Artefactos citométricos.
Parte tedrica: duracion 1.30 h.

a) Agregados celulares: dobletes, tripletes. Detritos.

b) Células muertas: su influencia y su exclusion.

c) Corrimientos inespecificos del tubo de reaccidn respecto a sus controles negativos.

d) Unién no deseada de los anticuerpos (principalmente via Fc-rFc). Su bloqueo
experimental.

Casos Problema: Exclusion de células apoptdticas por niveles de autofluorescencia y por
tincion con sondas de viabilidad resistentes a la fijacion/permeabilizacion. Exclusion de
agregados celulares en forma analitica (graficos de puntos de FSC-A vs FSC-W, SSC-A vs.
SSC-W, FSC-H vs. FSC-A). Buenas practicas del uso de control isotipico, consecuencias de su
uso incorrecto en una muestra de mononucleares totales derivada de sangre periférica humana.
Blogueo de RFc con CD16/CD32 en muestra de tumor mamario para inhibir la unién
inespecifica de anticuerpos monoclonales a células mieloides infiltrantes (Duracion: 1 h).

Docente a cargo: Biog. y Farm. Placida Baz
Docente moderador: Lic Soledad Collado

Unidad 4: Inmunomarcacion de fosfoproteinas (Vias de sefializacion).
Parte Tedrica: duracién: 2 h.

a) Comparacion entre las distintas estrategias de deteccion de fosfoepitopes.
b) Factores experimentales influyentes en los resultados.

c) Metodos secuenciales y no secuenciales de inmunomarcacion.

d) Protocolos y reactivos comerciales de permeabilizacién/fijacion.
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e) Marcadores de superficie celular humanos/murinos validados para inmunoanélisis de
fosfoproteinas.

Casos Problema: Simulacion de los pasos a evaluar para la inmunomarcacion de
pStatl(pY701), CD4 y CD56 con la utilizacion de la base de datos Cytobank
(www.Cytobank.org) y la eleccion del protocolo mas adecuado para esta combinacion.
Duracién: 1 h.

Docente a cargo: Biog. Luis Ariel Billordo
Docente moderador: Lic Soledad Collado

Unidad 5: Vesiculas extracelulares
Parte tedrica: Duracion: 1:00 h.

a) Definiciones y clasificacion.

b) Biogénesis y secrecion.

c¢) Estudio comparativo de distintos métodos de deteccion, aislamiento y caracterizacion
de microvesiculas. Nuevas tecnologias. Aplicaciones clinicas.

Docente a cargo: Biog. y Farm. Placida Baz
Docente moderador: Lic Soledad Collado

Unidad 6: Interpretacion y analisis de datos
Parte te6rica: duracion 2 h.

a) Validacion interpretativa holistica de los datos citométricos.

b) Validacion de la compensacion. Las limitaciones de la compensacion manual y la
importancia de las 4 reglas de oro de la compensacion.

¢) Numero de eventos adquiridos; un abordaje estadistico.

d) Meétodos de andlisis de datos: manual (Booleano) y automatizado. Introduccién a las
técnicas de Reduccion de la dimensionalidad y algoritmos de Clustering (tSNE,PCA,
FlowSOM, etc).

Casos Problema: Compensacion y validacion en una muestra de lavado hepéatico con una
combinacion de 7 colores. Infiltrado linfocitario en mdsculo cardiaco, la subjetividad del
citometrista en la compensacién. Técnicas de analisis en una muestra de espermatozoides
humanos en un ensayo de Tunel, su comparacion de desempefio analitico. La importancia de la
multiparametria para la identificacion de LT regulatorios en una muestra de ganglio linfatico
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de rata. Uso de cuadrantes ortogonales en el analisis de muestras, sus limitaciones (Duracion:
2 h).

Docente a cargo: Biog. Luis Ariel Billordo
Docente moderador: Lic. Soledad Collado

Unidad 7: Separacion celular por Citometria de Flujo
Parte tedrica: duracion: 2 h.

a) Comparacion entre los distintos métodos de Separacion de Flujo- Mecanico y deflexion
electroestética.

b) Separacion de Flujo aséptico y no aséptico.

c) Desempefio de la separacion celular de flujo por deflexion electroestatica: Rendimiento,
Recuperacion, eficiencia y Pureza.

d) Puesta a punto de la separacion celular de Flujo electroestatico: Factores afectantes del
desempefio de la separacion celular; consideraciones de la citometria analitica, calculo
de Drop-delay, tamafio del nozzle, temperatura de la mezcla celular, umbral de lectura,
modos de precision del sorting, tipo celular, etc.

Casos problema: Estimacion del namero de células por muestra a separar de acuerdo con el
namero de células purificadas requeridas, concentracion celular requerida, estimacion del
tiempo de procesamiento. Discusion de diferentes muestras separadas para interpretar el
calculo de Rendimiento, Recuperacion y pureza. Discusién de casos problematicos;
poblaciones poco frecuentes, células adherentes, etc.(Duracion: 1:30 h).

Docentes a cargo: Biog. Luis Ariel Billordo y Biog y Farm Pléacida Baz
Docentes moderadores: Biog y Farm Placida Baz y Biog. Ariel Billordo

Unidad 8: Nuevas tecnologias
Parte tedrica: duracién: 3:00 h.

a) Citometria de flujo espectral: Nuevas tecnologias para anélisis en High parameters.

b) Nuevos fluorocromos para potenciar paneles en Citometria de flujo espectral

c) Tecnologias de Analisis Multiomico de célula dnica (Single Cell multiomics) para
analisis multiparamétrico.

d) Citometria de Flujo de imagen, espectral con cell-sorting.

Docente a cargo: Dra. Bernarda Ganem, Biog. Ariel Billordo
Docente moderador: Biog. Ariel Billordo
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Unidad 9: Taller de Flow Jo
Practico: duracién: 8 h.

Se definira de acuerdo con el nivel de conocimiento y experiencia multiparamétrica de los
alumnos inscriptos. (Evaluado a través de la encuesta de preinscripcion)

Docente a cargo: a confirmar
Docente moderador: Biog. Ariel Billordo y Lic. Soledad Collado

/ ve
Vo ) B
\\__u R / B = 1
Dra. Liliana G. Bianciotti Dr. Guillermo H. Giambartolomei
Directora del Curso Director del Curso
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Analysis of Cell Suspensions Isolated from Solid Tissues by Spectral Flow Cytometry.
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Multispectral Flow Cytometry: Unaddressed Issues and Recommendations for
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14. Spectral Cytometry Has Unique Properties Allowing Multicolor Analysis of Cell
Suspensions Isolated from Solid Tissues. Schmutz S, Valente M, Cumano A, Novault
S. PL0S One, 11(8): e0159961, 2016.

15. Data reduction for spectral clustering to analyze high throughput flow cytometry data.
Zare H, Shooshtari P, Gupta A, Brinkman RR. BMC Bioinformatics, 28;11:403, 2010.

Unidad 9:
1. Introduction to FlowJo. Version 10.6.

INSTITUTO DE INMUNOLOGIA, GENETICA Y METABOLISMO
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad de Buenos Aires
Hospital de Clinicas “José de San Martin”

Av. Cérdoba 2351 (C1120AAR) Buenos Aires, Republica Argentina
Tel (54) 11 5950-8810, e-mail: inigemconicet@yahoo.com.ar
Web: www.inigem-uba.conicet.gov.ar



