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CONTENIDOS*

*En este modulo se daran los dosieres de practicas para cada una de las asiganturas /bloques al
inicio de la docencia.

PCR

Tema 1 y 2. PCR: Introduccion y conceptos generales. PCR semicuantitativa: ventajas e
inconvenientes. La PCR a tiempo real. Fundamento tedrico y practico. Aplicaciones.

Tema 3. PCR cuantitativa a tiempo real. Cuantificacion mediante intercalantes de DNA.
Uso del SYBERGREEN. Cuantificacion de la expresion de IFNy en cultivos celulares
estimulados en diferentes condiciones. Normalizacion mediante cuantificacion previa de un
gen de expresion constitutiva (GAPDH). Analisis estadistico de los resultados.

Tema 4. PCR cuantitativa a tiempo real. Cuantificacion mediante sondas de hidrolisis
(TagMan). Cuantificacion del niUmero de circulos de escision del TCR (TRECs) en gDNA de
sangre periférica de individuos de edades diferentes. Normalizacion mediante
cuantificacion previa de un gen de copia Unica (B-globina). Analisis estadistico de los
resultados.

Tema 5. PCR a tiempo real. Genotipificacion mediante el uso de sondes FRET.
Genotipificacion y analisis de B27 en pacientes homocigotos y heterocigotos.

Tema 6. PCR cuantitativa multiplex con sondas FRET. Cuantificacion del nUmero de copias
de un gen que codifica para la expresion de una quimiocina inflamatoria (CCLA4) en
relacion con la B-globina (gen de copia Unica). Comparacion entre individuos.

Tema 7. Disefo de encebadores y de sondas para la cuantificacion y la genotipificacion.
Citometria de flujo

Fundamentos I. Fluidos y dispersién de luz. Fundamentos II. Optica y electrénica.

Aspectos practicos |. Tincion de membrana e intracelular. Aspectos practicos II.
Compensacion y programario.

Calibrado y adquisicion de muestras. Practicas. Analisis de datos. Separacion celular por
citometria de flujo. Estudio de la especificidad de linfocitos T CD4+.

Deteccion de células dendriticas. Diagndstico de hemopatias. Ensayos funcionales para
citometria de flujo.

Cuantificacion de moléculas en membrana celular por CMF. Medida de la muerte celular
por CMF. Aplicacion al estudio de los procesos patologicos (SIDA).

Analisis citométrico de cultivos y poblaciones naturales bacterianas de interés sanitario.
Deteccidn de moléculas solubles por citometria de flujo.

Linfocitos T

Purificacién de células por Ficoll-Hypaque. Estimulacion celular PBL PHA, CD3-CD2, y
leucoaglutinina). Sorting CD8-Microbeads. Titulacion IL-2, CTL-L2.

Citotoxicidad: Inhibicion FAS y Perforina (EC44.25).

Cultivo Mixto Linfocitario 3x3.Citotoxicidad, Inhibiciones. TCR.

Fenotipo CXCR3, CCR5, CXCR4, CD28. Proliferacion con Timidina PHA-Estimulacién clones
CD8+ (CD3, CD3-CD2, CD3-NKG2D, CD3-CD28).
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