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CF_04- Determinacion cualitativa y cuantitativa de
dafos en el ADN mediante Citometria de Flujo

1. Fundamentos del método y ventajas.

Se trata de una técnica de caracterizacién cualitativa y cuantitativa de dafios en
el ADN muy utilizada en estudio de radio y quimiosensibilizadores, de agentes
antitumorales genotdxicos y en estudios de investigacidon oncoldgica basica. Se trata de
un método fundamentado en la Citometria de Flujo (que puede complementarse
mediante Microscopia Confocal, MC01) en el cual se estudia la activacion por
fosforilacién en la serina 139 de la histona H2AX (denomindndose en este momento
gamma-H2AX). Las roturas dobles de cadena dan lugar a la fosforilacién de dicha
histona, la cual se lleva a cabo por quinasas de la familia PI3-quinasas como ATM, ATR
y DNA-PKc. Esta activacion sirve para sefalizar y localizar los complejos de reparacién
originados tras una lesién en el ADN y que deben ser reparados con el objetivo de
mantener la integridad gendmica. El empleo de anticuerpos especificos frente a
gamma-H2AX conjugados con fluorocromos permite la monitorizacién y cuantificacién

de los foci de reparacion presentes en el nucleo de una célula dafiada.

Esta cartera de servicio tiene aplicabilidad en el estudio de la potenciacion de
los efectos citotdxicos de farmacos antitumorales en oncologia basica, asi como en el

estudio de dainos inducidos en el ADN por contaminantes ambientales.

Puede complementarse con el estudio de la fase del ciclo celular se encuentran

dichas células mediante la realizacion de la cartera de servicio CFO7.
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Figura 1. Determinacion del daio en el ADN (gamma-H2Ax) en funcion de la fase del ciclo celular
mediante citometria de flujo. Figura cedida por José Antonio Mufoz-Gamez y Sandra Maria Martin

Guerrero.

2. Descripcion de los equipos ofertados y tipo de
muestras analizadas.

a) Equipos de Citometria de Flujo y softwares disponibles:

e BD FACS Aria lllu: citdmetro de flujo analizador y separador celular.
Numero de laseres y detectores: 4 laseres. Laser violeta (405nm) y sus
detectores (octagono con filtros 450-40, 510-50, 575-26, 610-20,
660/20, 710-50, 780-50); Laser azul (488nm) y sus detectores (SSC,
FITC/Alexa488 y PerCP/PerCP-Cy5.5); Laser amarillo-verde (561nm)y
sus detectores (PE, PE-Texas Red/IP/Living Colors/mCherry, PE-Cy7/PE-
Cy5,5, PE-Cy7). Laser rojo (633 nm) y sus detectores (APC/Alexa 647,
Alexa 700, APC-Cy7/APC-H7). Software de adquisicion y analisis:
FACSDiva 8.0.1.

e Cytek Northern Lights: citémetro de flujo espectral. Con 3 lineas
laseres: violeta, azul y rojo. Cuenta con 38 detectores (16V, 14A y 8R),
siendo capaz de determinar mas de 30 colores de manera simultanea.
El rango de deteccidn oscila entre los 420 y los 829nm. Software de
analisis y control del equipo: SpectroFlo

b) Irradiador YXLON Maxishot E200. Sistema de irradiacion de rayos-X.
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c) Tipo de Muestra:
e Células en suspension procedentes de tejidos y de lineas celulares.

e Especies: Humano, ratdn, rata, primate, perro, felinos, equinos, porcinos

(Segun disponibilidad de los distribuidores de anticuerpos, puede que alguno de los

marcadores descritos no esté disponible en todas las especies).

e Tamafio muestral: Por cada panel descrito a continuacién, 5 x 10° células

en 100 uL de solucidn de ensayo o PBS.

3. Paneles Propuestos.

e Panel gamma-H2AX-APC

e Panel gamma-H2AX-APC y ciclo celular mediante tinciéon con Yoduro de
Propidio.

e Creacion de paneles a la carta (se ofrece el servicio de creacidon de nuevos

paneles).

4. Servicios ofertados.

e Irradiacion de muestras.

e Procesado de muestras (disgregacion tejidos, tinciones, fijaciones,
permeabilizaciones).

e Adquisicidon de datos por el citdmetro.

5. Analisis de resultados.

Se describira el nimero/porcentaje de células con dafos en el ADN, intensidad del
daino (RFU) y porcentaje de células dafiadas en cada fase del ciclo celular.
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6. Precios a convenir segin paneles y anticuerpos
seleccionados.

7. Contacto:

e Técnico Especialista Responsable Plataforma de Citometria
Dra. Sara Moreno San Juan
Mail: sara.moreno@ibsgranada.es
Teléfono: 958023494

e Coordinadora Laboratorios de Investigacion
Dra. Paloma Muiioz de Rueda
Mail: palomalancha@ibsgranada.es
Teléfono: 958023980

e Web: https://www.ibsgranada.es/plataformas/plataforma-de-citometria/

e Solicitud de recurso: https://www.ibsgranada.es/solicitud-de-recursos-de-la-

unidad-cientifico-tecnica-de-laboratorios-de-investigacion/

e Tarifas: https://www.ibsgranada.es/wp-content/uploads/2020/11/Lista-de-
Tarifas UCT-Lab-Investigacion 2022 v02.pdf

[1] Munoz-Gamez, J.A.; Lopez Viota, J.; Barrientos, A.; Carazo, A.;
Sanjuan-Nunez, L.; Quiles-Perez, R.; Munoz-de-Rueda, P.; Delgado, A.; Ruiz-
Extremera, A.; Salmeron, J., Synergistic cytotoxicity of the poly (ADP-ribose)
polymerase inhibitor ABT-888 and temozolomide in dual-drug targeted
magnetic nanoparticles. Liver Int, 2015, 35, (4), 1430-1441.
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