SUPUESTO 1

A la Unidad de Cultivos Celulares se le solicita que continte con un cultivo de células
HELA y compruebe la viabilidad de estas, tras el tratamiento con un compuesto “X”
supuestamente toxico para ellas, mediante un ensayo de MTT.

Responda a las siguientes cuestiones:

a) Describa brevemente los pasos esenciales para hacer una division del cultivo y
sembrar las células necesarias para realizar el experimento solicitado en una placa de
24 pocillos, indicando los reactivos necesarios y para qué se utilizan (2,5 puntos).

b) Tras obtener la suspension celular, se diluye un pequefio volumen de esta con azul de
tripano a una diluciéon 1:1 y se procede a su contaje en un hemocitémetro,
observandose esta imagen en el microscopio:
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b.1.-) Indique el nimero de células viables por mililitro que ha obtenido si en cada
cuadrante hay 3 células marcadas con azul tripano (1,25 puntos).

b.2.-) Explique qué pasos seguiria para sembrar la placa p24 con 4.500 células por pocillo
en un volumen total de 0,5 mL/pocillo (1,25 puntos).

¢) Indique como disefiaria una placa de 24 pocillos (p24), si se quieren testar 7
concentraciones diferentes del compuesto “X” por triplicado (2,5 puntos).

d) Una vez finalizados los tiempos de tratamiento, describa los pasos para determinar la
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT e indique cédmo la calcularia para las
diferentes concentraciones del punto anterior (2,5 puntos).



SUPUESTO 2

En una Unidad de Cultivos Celulares se solicita evaluar las diferentes fases del ciclo
celular de la linea K562 que crece en suspension mediante citometria de flujo,
utilizando un agente intercalante.

a) Explique brevemente el protocolo que se realizaria para medir las fases del ciclo
celular partiendo de una placa p100 hasta el momento de su adquisicion en el
citémetro de flujo (3 puntos).

b) Una vez adquiridas las muestras en el citdmetro se obtienen los siguientes graficos de
puntos (dot plot) e histograma:
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Responda razonadamente a las siguientes cuestiones:

b.1.) Indique qué parametro representa cada uno de los ejes de los distintos graficos de
puntos (dot plot) A, By C (2 puntos).

b.2.) Una vez obtenidos los graficos de puntos (dot plot) A, By C, describa brevemente
como llevaria a cabo el andlisis de los datos en ellos para obtener el histograma D
(3 puntos).

b.3.) Indique a qué molécula se refiere FL2-A en el histograma D y qué representan las
regiones 1, 2 y 3 (2 puntos).



SUPUESTO 3

Un investigador solicita el estudio mediante microscopia confocal de una muestra de
células en las que ha marcado, mediante técnicas inmunocitoquimicas, el
citoesqueleto, el reticulo endoplasmatico y el nucleo celular. Tras la visualizacion al
microscopio se observa la siguiente imagen:

Responda a las siguientes cuestiones:

a) Describa brevemente qué procedimiento especifico para este tipo de experimentos
se debe seguir para sembrar las células en una placa p35 a partir de un frasco de
mantenimiento (2,5 puntos).

b) Describa la secuencia correcta de pasos que se deben seguir en el marcaje y
preparacion de la muestra para su observacién en el microscopio (2,5 puntos).

c¢) Teniendo en cuenta que el citoesqueleto estd marcado en rojo, el reticulo
endoplasmatico en verde y el nucleo en azul, indique para cada una de estas
estructuras qué tipo de sondas o marcadores usaria y qué laser se debe utilizar para
visualizar cada una de ellas (2,5 puntos).

d) Elinvestigador solicita que se muestren imagenes de un apilamiento en z (z-stack).
Indique brevemente en qué se basa y cdmo se haria dicho apilamiento (2,5 puntos).



SUPUESTO 4

En una Unidad de Cultivos Celulares se puede determinar la viabilidad celular
mediante distintas técnicas de citometria de flujo.

a) Una de las técnicas utiliza un marcaje directo de las células con ioduro de propidio,
obteniéndose las siguientes graficas:
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a.1.) ¢Qué representan los ejes de abscisas (FSC-A) y de ordenadas (FL2-H) de las graficas
Ay B? (1,25 puntos).

a.2.) Indique cdémo se disefiaria la plantilla de gréaficos a la hora de adquirir las células en
el citémetro para obtener estas graficas (2,5 puntos).

a.3.) Explique cual de las dos graficas (A o B) muestra una poblacién con mayor muerte
celular (1,25 puntos).

b) Otra de las técnicas de citometria de flujo para determinar la viabilidad celular y el
tipo de muerte que se produce en células tratadas con un compuesto supuestamente
téxico es realizar un doble marcaje con ioduro de propidio y Anexina-V. Tras realizar
un experimento se obtienen los siguientes resultados:
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Responda razonadamente a las siguientes cuestiones:
b.1.) Describa para qué se utiliza el ioduro de propidio y la Anexina-V FITC, indicando
con qué detector se visualiza cada uno de ellos (2,5 puntos).

b.2.) Expligue a qué se corresponde cada uno de los cuadrantes A, B, Cy D de cada uno
de los graficos (2,5 puntos).



