PROGRAMA DE POSTGRADO “BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA”
CURSO “LOCALIZACION CELULAR Y TISULAR DE BIOMOLECULAS”

Profesorado:

Dr. Victoriano Mulero Méndez (vmulero@um.es; 868-887581) (Profesor Responsable)
Dra. Alfonsa Garcia Ayala (agayala@um.es; 868-884968)

Dra. M* Angeles Esteban Abad (aesteban@um.es; 868-887665)

Dr. José Meseguer Pefalver (meseguer@um.es; 868-884965)

Dra. M? Pilar Sepulcre Cortés (mpsepul@um.es, 868-883938)

Dr. Ivan Mulero Méndez (ivan.mulero@um.es; 868-883938)

Créditos y distribucion: 6 créditos ECTS (150 horas)
20 horas tedricas 30 horas practicas 100 horas de trabajo personal

Objetivos pedagdégicos:

Conocer los fundamentos y aplicaciones de los distintos tipos de microscopios

Manejar los microscopios de fluorescencia y laser confocal.

Conocer los fundamentos de las técnicas inmunohistoquimicas y de hibridacion in situ.

Ser capaz de realizar técnicas inmunohistoquimicas.

Comprender los fundamentos de la localizacion in vivo de biomoléculas mediante el uso de
marcadores fluorescentes.

Ser capaz de localizar moléculas in vivo mediante el uso de marcadores fluorescentes.
Comprender los fundamentos de la citometria de flujo y ser capaz de utilizarla para identificar
y separar poblaciones celulares.

Comprender los fundamentos del aislamiento y cultivo de células animales.

Ser capaz de utilizar la metodologia de aislamiento y cultivo de células animales.

Conocer los fundamentos de la produccion de anticuerpos poli y monoclonales.

Programa Teodrico:

Procesamiento de muestras para microscopia
Fundamentos Opticos de la microscopia
Microscopia optica (MO)

MO de campo claro

MO de contraste de fases e interferencial
MO de fluorescencia y de barrido confocal
Microscopia electronica (ME)

ME de transmision

ME de barrido

Técnicas histoquimicas de enzimas

Produccion de anticuerpos policlonales
Produccion de anticuerpos monoclonales
Inmunocitoquimica directa e indirecta
Inmunocitoquimica simple y co-localizacion

PAP y avidina-biotina

Localizacion celular de mRNA. Hibridacion in situ

Medida del calcio intracelular

Medida del potencial de membrana
Medida del pH

Localizacion in vivo (“in vivo imaging”)
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Fusiones traduccionales con GFP
Fusiones transcripcionales con GFP

Citometria de flujo
Anadlisis del ciclo celular
Determinacion de apoptosis: TUNEL/ISEL

Cultivos celulares

Establecimiento de un cultivo primario

M¢étodos fisicos de separacion celular

Sedimentacion por gravedad y elutriacion
Centrifugacion isopicnica

Cromatografia de afinidad y recoleccion en placa
FACS

MACS

Control de variables quimicas: medios de cultivo y sueros
Control de variables fisicas: pH y T

Control de contaminaciones biologicas

Evolucién de un cultivo

Cultivo primario, linea celular y linea celular continua
Transformacion y senescencia

Desdiferenciacion, desadaptacion y seleccion

Programa Practico:

Practica 1. Técnicas de deteccion in situ
Inmunocitoquimica doble
Analisis de proliferacion celular y apoptosis

Practica 2. Cultivos celulares
Manejo de lineas celulares continuas
Transfeccion

Establecimiento de un cultivo primario
Separacion celular mediante MACS

Practica 3. Citometria de flujo

Estudio de poblaciones celulares

Analisis del ciclo celular mediante tincidén con ioduro de propidio
Inmunofluorescencia

Practica 4. Localizacion in vivo: Microscopia de barrido confocal

Localizacion celular de proteinas de fusion con GFP en lineas celulares

Localizacion in vivo de linfocitos T en peces cebra rag2:GFP y Ick:GFP

Localizacion in vivo de macréfagos en peces cebra mpx:GFP y lys:GFP: movilizacion en
respuesta a una herida

Trabajo Personal del Alumno:
El trabajo personal del alumno consistira en la asistencia a las practicas y preparacion del

correspondiente informe del trabajo experimental realizado. Ademas, los alumnos tendran que
preparar un seminario sobre articulo(s) cientifico(s) que se les proporcione.
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Metodologia:

La exposicion de los temas por parte de los profesores sera el componente mayoritario del
programa de tedrica. Las clases fomentaran la participacion de los alumnos y el desarrollo de
discusiones que faciliten la asimilacion y un aprendizaje significativo. Se proporcionaran
listados de preguntas teorico-practicas al finalizar cada tema que tendran que entregar
resueltas los alumnos para ser discutidas en clase. De igual forma, también se suministraran
articulos cientificos que los alumnos deberan presentar en forma de seminarios. El resto de
alumnos y el profesorado discutiran el trabajo con el alumno que exponga el seminario. Los
alumnos tendran disponible toda la informacion anterior a través de la aplicacion SUMA de la
Universidad de Murcia. Ademds podréan realizar consultas on-line a los profesores asi como
auto-evaluaciones.

Las clases practicas se desarrollaran de forma individualizada. A cada alumno se le planteara
un problema concreto y se le ayudara a formular una hipotesis de trabajo. A continuacion se
le suministraran las muestras adecuadas para el desarrollo del trabajo experimental que
permita validar o refutar la hipotesis formulada.

Criterios de evaluacion:
- Valoracion de preguntas teorico-practicas suministradas con cada tema: 4 puntos.

- Realizacion y aprovechamiento de las practicas: 3 puntos.
- Exposicion de articulo cientifico: 3 puntos.



