Método analitico por el que se mide la emision de multiples
fluorescencias y la dispersion de luz (“light scatter”) de células o
particulas microscopicas, alineadas secuencialmente mediante una
corriente liquida laminar, cuando son presentadas de una en una y a
gran velocidad (hasta miles de células/segundo) frente a un haz de luz
laser de longitud de onda adecuada

* Proteinas extracelulares iivell nelecular

* Secuencias de ADN o ARN libres (o apfod de esforas flvanesesitss)

» Complejos inmunes circulantes

* Viriones individuales

* Liposomas

* Cromosomas aislados [Nivell sulbeellular
* Organulos aislados

* Nucleos aislados

 Bacterias

* Hongos unicelulares Niivell eelular

* Células humanas y animales
* Protoplastos vegetales

* Hibridomas y fusiones celulares

» Esferoides Nivell supracelular

* Organismos pluricelulares

Pared celular

Moléculas de superficie

Moléculas de superficie

Parametros de Superficie ‘

Proteinas secretadas
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A particle suspension is inserted

into the flow chamber. The particles
are direclted upward Lhrough the
center of the sheath fluid.

=]

Inyeccion de la muestra y camara de flujo

(OPTIONAL )

A fourth PMT is an
optional upgrade on
the XL. This allows
the detection of 4
colors simultaneously.

HEUTRAL

CENSITY
FILTER
(IF DESIRED )

Emision de fluorescencia y bancada optica

The PMT converts the light

to a voltage pulse which Electrons
rises and falls with the

amount of light entering it. Vollage Pulse

Amplificacion de las sefiales de fluorescencia




cation produces some unwanted
ually from debris. These pulses
i ing a minimum

pulse height (or lavel) for one of the
signals. This is called noise discrimination.

Minimum Pulse ____
Height

Eliminacion de senales no deseadas: Discriminador

Pulses that meet the discrimination requirement will now
be converted to numbers called channels (0 to 1023). This

process ie called Analog to Digital Conversion.

10 Volis
{1023 Channels)

Pulse Height
5 Volts =

Cuantificacion de las sefiales: Convertidor analdgico-digital

These converted pulses increment counters for each
channel. A plot of the counts versus the channels

is called a single parameter histogram.

Channel 512

100 counts \

o o o
[} Volts 10
0 Channels 1023

HISTOGRAM

Clasificacion de las senales: Histograma de frecuencias

A plot of the pulse heights of one measurement (e.g. e) vs
the pulse heighis of another measurement (e.g. granularity) is

called a 2 parameter histogram. An example is shown below:

TOP VIEW ISOMETRIC VIEW

FS ¥

Presentacion de datos: Dot-plots y proyecciones




The operator can isclate a population and
collect data based only on that population.
The process is called gating. There are two

steps. First. a gate is drawn. In the example
below, the gate is an amorphous region.

Amorphous

Acotamiento de subpoblaciones de interés: “gating”

Second, the gate is assigned
to the histograms so that
only data within the gate will
be included in the assigned
histograms.

Log FL1

A

Log FL1

Generacion de resultados: Dot-plots multiples
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EPICS PROFILE EPICS XL FACSCan

| -

FACSCalibur Cytoron

1

Un fotén de energia hvpy es absorbido
por la molécula fluorescente, creando un
estado excitado con un electrén en
singlete (S1").

2

El estado excitado tiene una duracion

5, de 1-10 x 10~ segundos
S,
hvy hvg,
3
Un fotén de energia hvg,, es emitido,
S, para devolver la molécula fluorescente
a su estado basal SO.

’

Energy




* Fluorocromo: Molécula capaz de absorber fotones y emitir fotones de menor
energia (mayor longitud de onda).

* Fluoréforo: Parte del fluorocromo responsable de la emision de fluorescencia.

* Marcador fluorescente o sonda fluorescente: Fluorocromo disefiado para unirse
a una region especifica de una muestra bioldgica o responder a un determinado
estimulo.

* Longitud de onda de excitacién: Longitud de onda a la que un fluorocromo
puede absorber fotones.

* Longitud de onda de emision: Longitud de onda a la que un fluorocromo
emite fotones de fluorescencia.

* Desplazamiento de Stokes: Separacion entre las longitudes de onda de absorcion
y de emisién en un fluorocromo.

* Rendimiento cudntico: cociente entre el nimero de fotones de fluorescencia
emitidos y el nimero de fotones absorbidos

COMPLEJIDAD

>
LONGITUD DE ONDA DE EXCITACION

Argon 488nm He-Ne 630nm
L PE-Cy5 Conjugado

ECD

e

g

Propidio

4

} PE =RD1
] ¢ FITC

Indo 1; DAPI

Donor J(L) Acceptor
fluorescence absorption

Wavelength (4)




* REACTIVIDAD CON GRUPOS QUIMICOS

* UNION NO COVALENTE A ESTRUCTURAS

* INTERACCION CON IONES O RADICALES

* SUSCEPTIBILIDAD A REACCIONES ENZIMATICAS

* PERMEABILIDAD Y RETENCION A TRAVES DE MEMBRANA

* MOLECULAS CON REACTIVIDAD QUIMICA

* MOLECULAS CON ESPECIFICIDAD ESTRUCTURAL
* INDICADORES Y QUELANTES DE IONES

* SUSTRATOS DE ENZIMAS Y TRANSPORTADORES
* MACROMOLECULAS Y POLIMEROS SINTETICOS

* FLUOROCROMOS INTRACELULARES NATURALES

* REACTIVOS DE GRUPOS TIOL (SH-)
+ REACTIVOS DE GRUPOS AMINO (NH2-)
* REACTIVOS DE BASES NITROGENADAS

* ANTICUERPOS CONJUGADOS CON FLUOROCROMOS
* LECTINAS CONGUJADAS CON FLUOROCROMOS

+ MARCADORES DE ACIDOS NUCLEICOS

* MARCADORES DE LIPIDOS

* LIGANDOS FLUORESCENTES DE RECEPTORES




* INDICADORES DE pH

* QUELANTES DE CATIONES

+ SENSORES DE POTENCIAL DE MEMBRANA
« SENSORES DE ESTRES OXIDATIVO

* SUSTRATOS DE ENZIMAS HIDROLITICOS

+ SUSTRATOS DE ENZIMAS OXIDATIVOS

+ SUSTRATOS DE ENZIMAS REDUCTIVOS

+ SUSTRATOS DE ENZIMAS DE TRANSFERENCIA

+ SUSTRATOS DE P-GLICOPROTEINA

* ANALOGOS FLUORESCENTES DE BIOMOLECULAS

* PROTEINAS CONJUGADAS CON FLUORESCENCIA

* DEXTRANOS CONJUGADOS CON FLUORESCENCIA
« ESFERAS DE EMISION AMPLIA DE FLUORESCENCIA
+ ESFERAS CON FLUORESCENCIA ESPECIFICA

* ESFERAS FLUORESCENTES CALIBRADAS

+ ESFERAS RECUBIERTAS DE ANTICUERPO

* NUCLEOTIDOS DE NICOTINA REDUCIDOS (NADH, NADPH)
* NUCLEOTIDOS DE FLAVINA OXIDADOS (FMN; FAD)

* CLOROFILAS

* FICOBILIPROTEINAS

* PROTEINAS FLUORESCENTES (GFP)




* DIAGNOSTICO BASADO EN EL ANALISIS CELULAR
* PRONOSTICO BASADO EN EL ANALISIS CELULAR
* EVALUACION Y MONITORIZACION DE TRATAMIENTO

* ANALISIS DE LA LESION Y MUERTE CELULAR

* PARAMETROS ESTRUCTURALES:
» Tamafio
» Complejidad
* CARACTERIZACION DE LAS CELULAS NORMALES . ANTIGENOS DE SUPERFICIE:
* Identidad
« IDENTIFICACION Y DETECCION DE CELULAS ANORMALES * Linaje
* Funcién
« Activacion
+ ADN, ARN Y PARAMETROS RELACIONADOS:
* Ploidia
* Estado proliferativo
« Estadio de maduracion
* Expresién génica
* BIOQUIMICA INTRACELULAR:
» Condiciones basales
* Respuesta bioquimica a estimulos controlados




+ ALTERACIONES EN LA MORFOLOGIA CELULAR:
» Cambios en tamafio
» Cambios en granularidad
* ALTERACIONES EN EL INMUNOFENOQOTIPO:
* Inmunoproliferaciéon/ Inmunodeficiencia
* Inmunodisfuncién
+ ALTERACIONES EN EL GENOTIPO:
» Cambios en el contenido de ADN (ploidia)
» Cambios en la expresion de genes
* ALTERACIONES EN LA BIOQUIMICA INTRACELULAR:
» Cambios en la sintesis y concentracion de moléculas
» Cambios en la actividad de enzimas y en el flujo a través de rutas
* Alteraciones en el nimero y la funcion de organulos subcelulares
» Cambios en la respuesta bioquimica a estimulos controlados
+ DETECCION DE CELULAS INFRECUENTES (“CELULAS RARAS”)
* Deteccién de células tumorales circulantes
* Detecciodn de células fetales en sangre materna
» Deteccion de células activadas o antigeno-especificas circulantes

+ CORRELACION DE PARAMETROS CITOMETRICOS CON OTROS
PARAMETROS CLINICOS BIEN ESTABLECIDO:
« Estudios retrospectivos con material de archivo
* Estudios prospectivos
* PARAMETROS IMPLICADOS DIRECTAMENTE EN EL PROCESO
PATOLOGICO:
 Andlisis de muestras especificas de la patologia
 Andlisis de parametros especificos de la patologia
* PARAMETROS IMPLICADOS INDIRECTAMENTE EN EL PROCESO
PATOLOGICO :
* Anadlisis de muestras indicadoras (“reporter”)
* Andlisis de parametros indicadores de la patologia (“pathology-reporter”)
* Andlisis de parametros predictivos de riesgo

+ SELECCION DE CELULAS EN LA TERAPIA CELULAR:
 Analisis de progenitores en el transplante autélogo
* Pruebas cruzadas (“cross-match”) en transplantes heterélogos
* Deteccién y cuantificacion de leucocitos residuales en hemopreparados
* ANALISIS DE LA ACCION TERAPEUTICA A NIVEL CELULAR:
» Cambios en parametros estructurales
» Cambios en parametros funcionales
* ANALISIS DE LA ACCION TERAPEUTICA A NIVEL DEL PACIENTE :
* Deteccidn de recidivas y enfermedad minima residual
« Establecimiento de patrones prondsticos de éxito terapéutico
+ DETECCION Y ANALISIS DE RESISTENCIA A LA TERAPIA:
* Andlisis de la captacion y retencion de farmacos (fenotipo MDR)
* Analisis del metabolismo de farmacos

+ DETECCION DE LESION CELULAR SUBLETAL:
» Cambios en parametros estructurales
» Changes in functional parameters
* CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD CELULAR:
» Determinacién de efectos citotéxicos globales
* Control de calidad de las preparaciones celulares
+ CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE MUERTE CELULAR:
« Identificacion y anadlisis de células apoptoticas
« Identificacion de células necréticas




* ANALISIS DE ANTIGENOS:
* Inmunofenotipo de superficie
* Deteccidn de antigenos intracelulares
* Deteccion de antigenos circulantes
* ANALISIS DE ANTICUERPOS:
* Deteccion de anticuerpos circulantes
» Deteccion de anticuerpos unidos a células
» ANALISIS DE LA FUNCION CELULAR:
* Analisis de la proliferacion celular
* Analisis de la bioquimica intracelular
* Analisis de la muerte celular

* Identificacién de subpoblaciones celulares mediante anticuerpos
monoclonales de especificidad conocida
» Sistema CD: Clasificacién de grupos de anticuerpos
(“Clusters of Differentiation”) que reconocen los mismos
antigenos en los mismos tipos celulares
* Proporciona informacién sobre:
* Linaje celular
 Estadio de maduracion hematopoyética
* Implicacion en la respuesta inmunitaria
» Grado de activacion celular

* Identificacién de subpoblaciones celulares en la hematopoyesis
+ Diagndstico y clasificacion de enfermedades hematolégicas:
* Leucemias agudas y cronicas
* Linfomas
* Inmunodeficiencias
* Hemoglobinuria paroxistica nocturna
* Deteccién de enfermedad minima residual
* Enumeracion de precursores hematopoyéticos CD34*
* Diagnostico de enfermedades congénitas plaquetarias:
» Tromboastenia de Glanzmann
 Sindrome de Bernard-Soulier




» Deteccidn de proteinas intracelulares con anticuerpos
fluorescentes
* Requiere el ajuste de procedimientos metodologicos clave:
» Suspension de células individuales e intactas
* Preservacion de los epitopos a determinar
* Fijacion
* Permeabilizacion
» Marcaje con los anticuerpos
* Analisis multiparamétrico

* Deteccion de citokeratinas en muestras heterogéneas:
« Identificacidon especifica de las células tumorales
* Deteccion de células metastaticas en nédulos linfaticos
* Deteccion de células tumorales circulantes

* Fenotipo intracelular de leucemias y linphomas:
» Cadenas ligeras de Ig intracelulares: K y A
*» Antigenos de superficie aun no expresados: CD3, CD22
* Enzimas intracelulares: TdT, MPO

» Expresién de reguladores del ciclo celular: Ciclina D1

» Expresion de proteinas antiapoptéticas: Bcl-2, Rb

» Expresion de proteinas supresoras de tumores: p53

* Analisis de citokinas intracelulares: Fenotipo ThO, Th1y Th2

*» Deteccidn de autoanticuerpos circulantes:
* Anticuerpos antiplaquetarios
* Anticuerpos antineutrofilos
* Deteccion de aloanticuerpos circulantes :
* Pruebas cruzadas pre-transplante
* Uso de esferas recubiertas con HLA especificos
* Deteccién de anticuerpos unidos a células de la sangre

* Analisis monoparameétrico del ciclo celular: Contenido de ADN
* Analisis multiparamétrico del ciclo celular:

* Fenotipo de superficie y contenido de ADN

» Contenido de ADN y antigenos relacionados con el ciclo
* Analisis de la historia de division celular:

* Trazadores celulares (“Cell-tracking dyes”:PKH-1, CFSE)

* Trazadores celulares y fenotipo de superficie




* Funciones bioquimicas de la inmunidad especifica:
» Sintesis y secrecion de citokinas
» Expresion de moléculas de adhesion
» Movimientos idnicos tras la activacion celular
» Funciones bioquimicas de la inmunidad innata:
* Fagocitosis y destruccidn de microorganismos
» Generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno
* Actividad proteolitica intracelular
* Respuestas quimiotacticas:
* Expresion de moléculas de adhesion
* Explosion oxidativa (“Oxidative burst”)
* Funciones bioquimicas de las plaquetas:
* Activacion y agregacion plaquetarias

» Analisis de células efectoras citoliticas:
« Identificacién fenotipica de subpoblaciones CD8 y NK
* Analisis de la citotoxicidad mediada por células:
* Andlisis de la interaccion entre células efectoras y dianas
* Analisis de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos:
» Monitorizacion de la terapia con anticuerpos monoclonales
* Analisis del proceso y mecanismo de muerte celular:
* Identificacion y cuantificacion de células apoptéticas
* |[dentificacion y cuantificacion de células necréticas
* Analisis de parametros celulares durante la apoptosis

Acceso no invasivo

! Multiples procesos
a parametros celulares

funcionales analizables

T Integracion de respuestas
“ y mecanismos
Analisis multiparamétrico s 5
—— Resolucién de
_ heterogeneidad celular
s dd
Analisis de gran o oomee
nuimero de células - 4

— Seleccion fenotipica
de subpoblaciones
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* Analisis de poblaciones unicelulares en su entorno:
* Identificacion y taxonomia
* Estimacion de biomasa
* Deteccion de contaminaciones
» Deteccion de toxicidad in situ:
» Marcadores de exposicion
» Marcadores de efecto bioquimico
* Uso de microorganismos naturales o de laboratorio como
indicadores de toxicidad
+ Analisis gendmico en células procedentes de organismos
superiores

EPICS V A BORDO DE
UN BARCO OCEANOGRAFICO




E Detector de FS

Detector de
fluorescencia

Placas cargadas

Células separadas
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1. ANTIGENOS DE SUPERFICIE:

« Caracterizacion de nuevas moléculas de superficie (CD)

» Marcaje con 4-5 colores de fluorescencia

* Implementacion de software de autoajuste y autocompensacion
* Preparacion automatica de muestras para inmunofluorescencia
2. ANTIGENOS INTRACELULARES:

* Desarrollo de técnicas reproducibles de permeabilizaciéon

* Desarrollo de anticuerpos contra citokinas y enzimas

* Desarrollo de sistemas para detectar proteinas secretadas

3. ACIDOS NUCLEICOS:

* Analisis multiparamétrico del DNA y componentes celulares

+ Desarrollo de anticuerpos contra productos génicos especificos
+ Desarrollo de anticuerpos contra proteinas reguladoras del ciclo
 Implementacion de software para ajuste del ciclo celular




1. ASPECTOS FUNCIONALES DE LA INMUNIDAD:
* Desarrollo de reactivos (“tetrameros”) para detectar linfocitos antigeno-
especificos
* Desarrollo de métodos para el analisis de la activacion leucocitaria
* Desarrollo de anticuerpos contra moléculas de adhesién leucocitarias
* Desarrollo de fluorocromos sensibles al burst oxidativo
* Desarrollo de métodos para el analisis de fagocitosis
* Desarrollo de métodos para el analisis de citotoxicidad
2. FUNCIONALIDAD DE LA HEMOSTASIA:
* Desarrollo de anticuerpos contra antigenos estructurales
y dependientes de activacion en superficie de plaquetas
+ Desarrollo de técnicas en sangre entera para el estudio
de la activacion de plaquetas
3. ANALISIS DEL METABOLISMO CELULAR:
* Desarrollo de sustratos fluorogénicos para enzimas intracelulares
* Desarrollo de métodos para Citoenzimologia de Flujo
* Desarrollo de fluorocromos con especificidad subcelular

1. MECANISMO DE RESISTENCIA A FARMACOS:

* Desarrollo de anticuerpos contra glicoproteina P

+ Desarrollo de técnicas cinéticas para el estudio de la captacién/eflujo de
farmacos o analogos

* Desarrollo de técnicas para la cuantificacion de glutation intracelular y de
glutation-S-transferasa

2. DETECCION DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL:

* Desarrollo de métodos de inmunofluorescencia multiple

* Implementacion del andlisis de eventos infrecuentes

3. INMUNOLOGIA DEL TRANSPLANTE/TRANSFUSION:

* Desarrollo de técnicas para el estudio de histocompatibilidad

* Implementacién de la deteccidon de anticuerpos circulantes

* Implementacion de la cuantificacion de células CD34*

* Desarrollo de métodos para detectar células contaminantes infrecuentes

1. ESTABLECIMIENTO DE CONSENSOS METODOLOGICOS :
* Inmunofenotipo de leucemias y linfomas

* Ploidia de DNA e indice de proliferaciéon en tumores sélidos
 Deteccion y cuantificacion de activacion de plaquetas

* Andlisis del fenotipo MDR

2. ESTABLECIMIENTO DE CONTROLES DE CALIDAD:

* Inmunofenotipo de superficie

* Ploidia de DNA e indice de proliferacion en tumores solidos

+ Cuantificacion de células CD34+

3. VALOR PRONOSTICO/PREDICTIVO DE LA CITOMETRIA:

* Inmunofenotipo en leucemias y linfomas

* Ploidia de DNA e indice de proliferacion en algunos tumores

» Expresion de genes relacionados con apoptosis en neoplasias
» Expresién de proteinas reguladoras del ciclo celular en neoplasias
* Indice de madurez reticulocitaria en hematopoyesis

1. AVANCES EN EL ESTUDIO FUNCIONAL CELULAR:

* Desarrollo de técnicas para la cuantificacion de sustratos

* Desarrollo de técnicas de citoenzimologia de flujo

* Desarrollo de métodos de activacion celular in vitro

2. AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR:

* Desarrollo de técnicas de deteccion y cuantificacién de apoptosis

* Desarrollo de métodos para el estudio de los mecanismos
moleculares de la apoptosis

« Establecimiento del valor predictivo/pronéstico de la apoptosis
en neoplasias e inmunodeficiencias

« Establecimiento del valor predictivo/pronéstico de la apoptosis
en la respuesta a la terapéutica




