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Comprender la técnica de citometria de flujo y sus
aplicaciones, principalmente aquellas que son
desarrolladas en el Instituto Pasteur.

Reproducir las técnicas existentes y estudiar la posibilidad
de realizar alguna mejora.



CITOMETRIA DE FLUJO

Meétodo analitico por el cual se mide la emisidn de multiples
fluorescencias y la dispersion de luz de células o particulas
microscopicas, alineadas secuencialmente mediante una
corriente de flujo laminar, cuando son presentadas de unay a
gran velocidad frente a un haz de luz laser de longitud de
onda adecuada.



APLICACIONES CLINICAS GENERALES

Diagnostico basado en el analisis celular.
Prondstico basado en el analisis celular.
Evaluacion y monitoreo de tratamiento.

Analisis de lesion y muerte celular.



CAMPOS DE APLICACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

eHematologia eToxicologia
e[nmunologia eMicrobiologia
ePatologia eParasitologia
eTrasplantes eCitogenética
eFarmacologia eVirologia

e|nvestigacion eControl de calidad



PUBLICACIONES ANUALES
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Fundamentos de
Citometria de Flujo



COMPONENTES PRINCIPALES DE UN CITOMETRO DE FLUJO

Fluidos Optico Electrénicoy software



Enfoque hidrodindamico

eiiide d Muestra
iquidode ‘

valna

q;

G
a

Flujo
laminar

Punto de interrogacion

.-'1, - - - ag%%ag




Difraccion AN\

-
S
s
/ |
Voltaje

Dispersion luminica

N

Voltaje

Luz difractada en direccidon

frontal

tiempo

tiempo

‘_/_\_)

Reflexion
0\

Pulso B on
generado Refraccion
Laser *
L
°
>
> ~
-~ . -
tiempo
N
i'!’ a
~ )
Laser .
-
Pl
d | tiempo
- |

Luz refractada y reflejada en
direccion lateral



Numero de eventos

Representacion grafica de los datos
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Anadlisis de la expresion de proteina verde fluorescente en una linea celular. Histograma
(A), dot plot (B), contour plot (C).



Analisis de Ciclo
Celular



CICLO CELULAR'Y CONTENIDO DE ADN
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PLOIDIA
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EXCLUSION DE CELULAS PARA EL ANALISIS
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DEGRADACION DE ADN
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Analisis de datos del
Instituto Pasteur



Objetivos

Comprender el funcionamiento de la técnica.

Comprender y tratar de reproducir los pasos llevados a cabo
por el software de analisis.

Comprender la problematica propuesta y plantear una posible
solucion.
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Warning: 7% of events are on the chart edges!
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MODELO DE JAMES WATSON (1987)

Ajuste de GO/G1y G2/M Ajuste de S
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ANALISIS DE DATOS DEL INSTITUTO PASTEUR

Células: HEK (Human Embryonic Kidney 293 cells)
Tincidn con IP: 50ug/mLy Metil Green 50ug/mL
Adquisicion 24 horas post coloracion.
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RESULTADOS PASTEUR — CASO CONTROL
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RESULTADOS HISTOGRAMAS 1D - CASO CONTROL
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AJUSTE MANUAL DE GAUSIANAS
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ESTIMACION AUTOMATICA DE DENSIDADES de G1Y G2

¥ 10

2 4 B 5 10 12 14

FL3-A ¥ 10°



1

0.8}

0.6r

0.4r

0.2r

ESTIMACION GAUSSIAN MIXTURE MODEL

6
x 10

=4 ]

2 4 6 8 10 12 14

x10°
Expectation-Maximization



RESULTADOS PASTEUR — CASO TRATADO
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CONCLUSIONES

Se logré comprender la técnica y sus aplicaciones.

Se reprodujo la técnica existente (Algoritmo de Watson).
Se espera aportar una solucién en cuanto al modelado de
Sub-G1.



