JUNTA DE EXTREMADURA

Consejeria de Economia, Ciencia y Agenda Digital

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y TRANSFERENCIA

EL SECRETARIADO DE INFRAESTRUCTURA CIENTIFICA Y DESARROLLO TECNOLOGICO

INFORMA

AMPLIACION Y MEJORA DE UN CITOMETRO ANALIZADOR DE IMAGEN
IMAGESTREAM-X MARKII.

El Grupo de Investigacion Biologia y Comunicacidon Celular ha incorporado en las
dependencias del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria un
sistema de “AMPLIACION Y MEJORA DE UN CITOMETRO ANALIZADOR DE IMAGEN
IMAGESTREAM-X MARK II” con cargo al proyecto EQC2019-006152-P concedido por
el Ministerio de Ciencia, Innovacion y Universidades a través de las Ayudas para la
Adquisicion de Equipamiento Cientifico-Técnico correspondientes al Subprograma
Estatal de Infraestructuras de Investigacion y Equipamiento Cientifico-Técnico (Plan
Estatal I+D+i 2017-2020) (convocatoria 2019), cofinanciado por la Agencia Estatal de
Investigacion (AEl) y el Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER), y la Junta de
Extremadura, cuyo Responsable Cientifico es el investigador José Antonio Tapia

Garcia.
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OBJETIVO Y FUNCIONALIDAD DEL EQUIPAMIENTO ADQUIRIDO

Proyecto EQC2019-006152-P: Ampliacion y mejora de un Citometro Analizador de

Imagen ImageStreamX Mark Il.

Caracteristicas del equipamiento adquirido

No se ha adquirido un equipo completo. Con este proyecto se ha mejorado un
citémetro analizador de Imagen preexistente, modelo Amnis ImageStreamX Mark Il
(ISX M11).
Este equipo se distingue de otros citdmetros de flujo en que sustituye los
fotomultiplicadores de los equipos tradicionales por un elemento generador de
imagen de tipo CCD lo que permite obtener hasta 12 imagenes de cada una de las
células analizadas, incluyendo imdgenes en campo oscuro (mediante dispersion de luz
lateral), luz transmitida (campo claro), y hasta 10 imagenes de fluorescencia.
Este equipo opera con un tamafio de pixel de 0.3 micras (magnificacién 60x) que
permite la visualizacién de la fluorescencia de la membrana, citoplasma, o nucleo, a la
vez que se caracteriza la intensidad de fluorescencia de cada célula con relacién a cada
fluoréforo. El modo de trabajo es equivalente al de un citometro de flujo convencional,
en el cual una suspensién celular se orienta mediante enfoque hidrodinamico sobre el
punto de andlisis, de modo que cada célula es observada y valorada individualmente a
una velocidad que oscila entre 300 y 4000 células por segundo.
Después de la actualizacidon el ISX Ml disponible en la UEx esta equipado con 4 laseres
de excitacion de fluorescencia (405nm, 488nm, 561 nm y 642nm) que trabajan en
modo co-lineal. Los 12 canales CCD de los que dispone el equipo tras la actualizaciéon
estan asignados del siguiente modo:

¢ 1 0 2 canales dedicados a campo claro (BrightField)

¢ 1 canal dedicado a campo oscuro (SSC) (DarkField)

® 9 0 10 canales para fluorescencia

Todas las especificaciones técnicas son detalladas a continuacion:
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Sistemas de lluminacion

- -

Laser de dispersion lateral 785 nm
Laser Azul 488 nm
Laser Violeta 405 nm
Laser Verde 561 nm ADQUIRIDO EN ESTE PROYECTO
Laser Rojo 642 nm

Canales de deteccion (12)

CANAL 01 420-480 nm Campo claro (FSC)

CANAL 02 480-560 nm

SISTEMA DE ADQUISICION 1 CANAL 03 560-595 nm
(Canales 1-6) CANAL 04 595-642 nm

CANAL 05 642-745 nm

CANAL 06 745-800 nm Campo oscuro (SSC)

CANAL 07 430-505 nm

CANAL 08 505-570nm

SISTEMA DE ADQUISICION 2 CANAL 09 570-595 nm
(Canales 7-12)
ADQUIRIDO EN ESTE PROYECTO | CANAL 10 595-642 nm

CANAL 11 642-745 nm

CANAL 12 748-800 nm Campo oscuro (SSC)
Limite de deteccion en Fluorescencia
< 50MESF

Apertura Numérica

Tamaiio de Pixel

60x 0.3x0.3 um
Ancho de Campo

60x 40 x 170 um
Analisis de Datos, Software IDEAS

Compensacion de Automédtica en tiempo real y post-adquisicién
Fluorescencias

Manejo de Muestra

Toma de muestra, vaciado, limpieza y purgados automaticos.

Enfoque y tracking automaticos.

Esterilizacién automatica.

Calibracion y control de calidad automatico.

Alineado de laser automatico.

Tabla con las especificaciones técnicas del equipo (incluyendo la configuracién previa y
las actualizaciones obtenidas con el proyecto, estas ultimas en color rojo)
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Esquema con las especificaciones técnicas del equipo (incluyendo las actualizaciones

obtenidas con el proyecto)
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Universidad de Exiremadura
Inventario Bienes Mueble

L LR T

EX 62105

Fotografias del equipo Amnis ImageStreamX Mark Il disponible en la UEx
A) Vista general del equipo en su ubicacion en la facultad de veterinaria.
B) Detalle de uno de los ordenadores de control de equipo.
C) Detalle del numero de inventario (corresponde con su adquisicion en 2015)

D) Detalle del segundo ordenador de control del equipo.
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Valor afiadido e impacto cientifico-tecnoldgico de la adquisicion

Actualmente la deteccidn y analisis experimental de gran cantidad de procesos
celulares se fundamentan en el marcaje de diversas estructuras y organelas
intracelulares y/o extracelulares con compuestos de naturaleza fluorescente. La
deteccion de estos fluoréforos permite determinar en la célula eventos tan dispares
como procesos de seializacién intracelular (movimientos idnicos, concentracion de
nucledtidos,...), identificacién y caracterizacion de estructuras (proteinas intra- y
transcelulares, organelas...), colocalizaciéon proteica, morfologia celular, estado
metabdlico, fenotipado celular inmunoldgico, viabilidad celular y autofagia, contenido
gendmico, dafo gendmico, respuesta a estrés de diversos origenes, activacién de
fenédmenos de supervivencia y muerte celular, interacciones celulares, andlisis de ciclo
celular y mitosis, etc.

Algunas de estas técnicas estdn enormemente facilitadas por el empleo de Ia
citometria de flujo, que permite analizar de forma rdpida y precisa gran cantidad de
células y caracterizar el estado de las poblaciones y subpoblaciones celulares
considerando diversos pardmetros en funcién de los fluoréforos empleados. A pesar
de sus ventajas, una de las limitaciones de estas técnicas radica en que no se dispone
de informacion acerca de la localizacion subcelular del fluoréforo(s) testado ni de sus
interacciones cuando se utiliza mas de mas de uno.

En otras situaciones las técnicas de eleccion para caracterizar distintos pardmetros
bioldgicos utilizando fluoréforos implican la utilizacién de microscopia de fluorescencia
(clasica o confocal), mediante aproximaciones que permiten obtener informacion
precisa de localizacién subcelular de los fluoréforos testados y sus interacciones. En
este caso la limitacidon estd representada por el escaso numero de eventos que se
pueden analizar, en comparacidén con la citometria de flujo, y la lentitud del andlisis en
la mayoria de las situaciones experimentales.

Mediante la citometria de flujo con andlisis de imagen se puede asociar ambas
técnicas, permitiendo combinar la rapidez y cantidad de eventos analizados mediante
citometria de flujo, con la determinacion subcelular en cada una de las subpoblaciones
de los fluoréforos empleados y sus interacciones mediante el analisis de imdagenes, tal

y como se desarrolla mediante microscopia de fluorescencia.
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Técnicas o investigaciones que el equipo permitird desarrollar o abordar

Las ventajas que ofrece el equipo son muchas, con caracteristicas y versatilidad muy
superiores a la citometria o microscopia convencionales. Aunque existen muchas otras,
a continuacidon indicamos algunas aplicaciones que se podrian utilizar de forma
inmediata, todas ellas determinables mediante este sistema en poblaciones vy
subpoblaciones celulares con determinadas caracteristicas funcionales:

- localizacién subcelular de estructuras
- colocalizacién intracelular de proteinas
- translocacién de proteinas

- organizacion del citoesqueleto

- interacciones célula a célula

- internalizacidn y fagocitosis

- morfologia celular

- gquimiotaxis

- muerte celular y autofagia

- analisis de teldmeros

- analisis de ciclo celular y mitosis

- presencia intracelular de parasitos

- presencia intracelular de bacterias

Equipo responsable y potencial de utilizacion por parte de otros grupos de investigacion

El citdmetro ImageStreamX Mark Il de la UEx esta localizado en el laboratorio in vitro
del Grupo de Investigacion BIOLOGIA Y COMUNICACION CELULAR (BICOMCEL),
localizado en el Edificio de Departamentos de la Facultad de Veterinaria.

El investigador responsable del equipo se ocupa de establecer un cronograma para
evitar el solapamiento en la adquisicidn y andlisis de datos y un control por escrito del
uso del equipo donde cada investigador que lo utilice debe indicar (1) el grupo al que
pertenece, (2) el tiempo de uso de cada experimento y (3) las condiciones
experimentales empleadas.

Para garantizar el buen funcionamiento de la unidad es necesario realizar un curso de

formacidén impartido por el fabricante, tras lo que se facilita el acceso al equipo a los

investigadores interesados.
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El curso requerido informa sobre la adquisicion de muestras y sobre los
procedimientos relacionados con los analisis posteriores a la adquisicion para
cuantificar los pardmetros de interés (colocalizacidn, translocacion,...).

Respecto a la adquisicion de las muestras, el equipo es de utilizacion intuitiva y

sencilla e incorpora los mecanismos necesarios para realizar automaticamente las
siguientes rutinas de trabajo:

- aspirado de muestra

- limpieza y purgado del circuito

- ajuste del foco y monitorizacion continua del flujo
- autocalibracion

- control de calidad

- alineado de laser

- esterilizaciéon

- apagado

Respecto al analisis de los resultados, el software de analisis es libre y puede ser

instalado en cualquier equipo, por lo que los investigadores pueden analizar las
muestras adquiridas de forma independiente.
El investigador responsable del equipo ha puesto a disposicién de los usuarios un

procedimiento de especificaciones técnicas y manual de uso que es entregado a

todos los investigadores que hacen uso del equipo. En este manual se describen las
especificaciones y el manejo general del equipo. Los usuarios deben seguir
estrictamente los procedimientos de uso descritos en este manual.

Finalmente, las condiciones de uso prevén que los gastos comunes del equipo
(incluyendo las revisiones periédicas y posibles reparaciones) seran abonadas por los
responsables de los grupos de investigacidn proporcionalmente a la intensidad de uso
del equipo por parte de los investigadores de su grupo. Los gastos especificos de cada
experimento (sondas fluorescentes, y obtencién, tratamiento y preparacién de las
muestras), corren a cargo del investigador principal del proyecto para el que se realiza

el experimento.
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Produccion Cientifica

Ortiz-Rodriguez JM, Martin-Cano FE, Gaitskell-Phillips G, Silva A, Tapia JA, Gil MC,
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