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	tb_nome: Claudio
	tb_cognome: Pioli
	tb_denominazione_ita: Citometria a flusso
	tb_denominazione_eng: Flow cytometry
	tb_anno_accademico: 2023/2024
	tb_cds: Biotecnologie
	tb_codice: 8067481
	tb_canale: Unico
	tb_CFU: 2
	tb_obiettivi_ita: OBIETTIVI FORMATIVI:
Conoscere che cosa è la citometria a flusso e le sue potenzialità negli studi multiparametrici a livello di singole particelle (cellule)
Conoscere i campi di applicazione in ambito biotecnologico, biologico, biomedico e ambientale
Conoscere punti di forza e limiti di questa tecnologia in confronto con altre metodiche

CONOSCENZA E CAPACITÀ DI COMPRENSIONE: 
Il corso di Citometria a Flusso fornisce un bagaglio di competenze teoriche e operative che consente agli studenti di comprendere i principi di questa tecnologia e di conoscere la strumentazione disponibile, la metodologia di preparazione e i criteri per l'analisi dei campioni citometrici, con numerosi esempi pratici presi dai diversi ambiti di applicazione delle biotecnologie.

CAPACITÀ DI APPLICARE CONOSCENZA E COMPRENSIONE:
Lo studente acquisirà la capacità di valutare quale approccio metodologico e strumentale di tipo citometrico sia più appropriato per la risoluzione del quesito sperimentale di studio o di analisi di campioni di tipologie diverse, considerando limiti e punti di forza delle svariate tecnologie disponibili. Punto di forza sarà la capacità di integrare considerazioni su aspetti legati alle caratteristiche degli strumenti, di natura chimico-fisica dei reagenti, del tipo di matrice (tessuti, sospensione cellulari; matrici alimentare, ambientale ...) e di tipo biologico (tipi di marcatore, livello di espressione, ...).

AUTONOMIA DI GIUDIZIO: 
Lo studente acquisirà una discreta autonomia di giudizio con riferimento alla scelta della procedura sperimentale e della valutazione ed interpretazione di risultati ottenibili/ottenuti mediante citometria a flusso, in ambiti diversi di applicazione delle biotecnologie.

ABILITÀ COMUNICATIVE:
Lo studente svilupperà la capacità di comunicare procedure e risultati ottenuti/ottenibili con tecniche di citometria a flusso in relazione ai diversi problemi sperimentali e di analisi, con proprietà di linguaggio, ed essendo in grado di interagire con interlocutori specialistici e non specialistici.

CAPACITÀ DI APPRENDIMENTO:
Lo studente acquisirà capacità adeguate per lo sviluppo e l'approfondimento di ulteriori competenze nell'ambito della disciplina, con riferimento a consultazione di materiale bibliografico, consultazione di banche dati, di software per il disegno di pannelli citometrici multiparametrici e all'utilizzo di software di analisi.

	tb_obiettivi_eng: LEARNING OUTCOMES:
Knowing what flow cytometry is and its potential in multiparametric studies at the single particle (cell) level.
Knowing the fields of application in the biotechnological, biological, biomedical and environmental fields
Knowing the strengths and limitations of this technology compared with other methods

KNOWLEDGE AND UNDERSTANDING: 
The Flow Cytometry course provides students with a wealth of theoretical and operational skills that enables them to understand the principles of this technology and to learn about the available instrumentation, methodology of preparation and analysis of cytometric samples, with numerous practical examples taken from the different fields of application of biotechnologies.

APPLYING KNOWLEDGE AND UNDERSTANDING:
The student will acquire the ability to assess which methodological and instrumental cytometric approach is more appropriate for the resolution of the experimental problem of study or analysis of samples of different types, considering limits and strengths of the various available technologies. A specific strength will be the ability to integrate considerations on aspects related to the characteristics of the instruments, of chemical-physical nature of the reagents, of the type of matrix (tissues, cell suspension, food, environmental matrices ...) and of biological type (types of marker, level of expression, ...).

MAKING JUDGEMENTS: 
The student will acquire a discrete autonomy of judgment with reference to the choice of the experimental procedure and the evaluation and interpretation of results obtainable / obtained by flow cytometry, in different fields of application of biotechnologies.

COMMUNICATION SKILLS:
The student will develop the ability to communicate procedures and results obtained / obtainable with flow cytometry techniques in relation to the different experimental and analysis problems, using a technically approriate language, and being able to interact with specialist and non-specialist interlocutors.

LEARNING SKILLS:
The student will acquire adequate skills for the development and deepening of further competences within the discipline, with reference to consultation of bibliographic material, consultation of databases, use of software to design multi-parameter cytometric panels and of software of analysis.

	tb_prerequisiti_ita: Conoscenze di base di fisica ottica e biologia cellulare
	tb_prerequisiti_eng: Basic knowledge of optical physics and cell biology
	tb_programma_ita: Principi e applicazioni della citometria a flusso. Vantaggi e limiti rispetto ad altre tecnologie.
Principi di base: interazione luce-particella, diffusione, diffrazione, fluorescenza.
Strumentazione: componenti ottica, fluidica, elettronica e software.
Sonde fluorescenti in citometria, aspetti generali, spettro di eccitazione e di emissione, FRET, fluorocromi tandem. Lo spillover e la compensazione.
Preparazione del campione, sospensione monocellulare, vitalità, fissazione, permeabilizzazione, conservazione.
Marcatura di molecole di superficie cellulare, intracellulari e intranucleari.
Analisi multiparametriche. Principi di analisi dei campioni, valutazione della vitalità delle cellule, la compensazione off line, i controlli di marcatura (blank, controlli isotipico e isoclonico, fluorescence minus one). Strategie di gating. Criteri per la valutazione della positività (marcatori positivi/negativi, low/high, continui); percentuali di cellule positive, intensità media e mediana di fluorescenza. Rappresentazione dei dati citometrici, istogrammi, dot plot, density plot, contour plot.
Analisi del ciclo cellulare, proliferazione cellulare, apoptosi, attivazione cellulare (flusso di calcio, fosforilazione di proteine).
Analisi di proteine intracellulari e nucleari e di RNA. Misura di analiti in sopranatanti di coltura e fluidi biologici. Confronti con western blot, RT-PCR ed ELISA.
Fenotipizzazione dei leucociti; identificazione di sottopopolazioni di linfociti. 
Studio dello sviluppo e della maturazione dei linfociti mediante citometria.
Valutazione della fagocitosi mediante citometria.
Esempi di applicazioni non biomediche.
Cenni di sorting cellulare mediante citometria.
Esercitazioni teorico-pratiche con analisi di campioni.

	tb_programma_eng: Principles and applications of flow cytometry. Strengths and limits in comparison with other technologies.
Basic principles: light-particle interaction, diffusion, diffraction, fluorescence.
Instrumentation: optical, fluidic, electronic and software components.
Fluorescent probes, general aspects, excitation and emission spectra, FRET, tandem  fluorochromes. Spillover and compensation.
Sample preparation, single-cell suspension, viability, fixation, permeabilization, sample preservation.
Staining intracellular and intranuclear cell surface molecules.
Multi-parametric analyses. Principles of sample analysis, evaluation of cell viability, off-line compensation, staining controls (blank, isotype and isoclonic controls, fluorescence minus one. Gating strategies. Criteria for evaluating positivity (positive / negative, low / high, continuous markers); percentages of positive cells, mean and median fluorescence intensity.
Representation of cytometric data, histograms, dot plots, density and contour plots.
Cell cycle analysis, cell proliferation, apoptosis, cell activation (calcium flow, protein phosphorylation).
Analysis of intracellular and nuclear proteins and of RNA. Measurement of analytes in culture supernatants and biological fluids. Comparisons with western blot, RT-PCR and ELISA.
Phenotyping of leukocytes; identification of lymphocyte subpopulations.
Studying lymphocyte development and maturation by flow cytometry.
Evaluation of phagocytosis by flow cytometry.
Examples of non-biomedical applications.
Principles of cell sorting by flow cytometry.
Exercises with sample analysis.
	cb_mod_presenza: Yes
	cb_mod_distanza: Off
	tb_mod_svolgimento_ita: Il corso è articolato in lezioni frontali con l'ausilio di slides e filmati. Le lezioni sono condotte stimolando la partecipazione degli studenti attraverso domande e, una volta chiariti le conoscenze di base, ponendo loro problemi da risolvere con un approccio applicativo.
	tb_mod_svolgimento_eng: The course is divided into lectures with the help of slides and videos. Lessons are conducted by stimulating student participation through questions and, once basic knowledge is clarified, by asking them to solve problems with an application approach. 
	rb_freq_obbligatoria: 
	cb_freq_facoltativa: Off
	tb_mod_frequenza_ita: Frequenza delle lezioni in presenza
	tb_mod_frequenza_eng: Frequency of face-to-face lessons
	cb_prova scritta: Off
	cb_prova_orale: Yes
	cb_val_itinere: Off
	cb_val_progetto: Off
	cb_val_tirocinio: Off
	cb_prova_pratica: Off
	cb_prova_lab: Off
	tb_mod_verifica_ita: L'apprendimento sarà valutato mediante colloquio, che includerà anche alcuni esercizi teorico-pratici, verificando le conoscenze acquisite sui diversi aspetti del programma e la capacità dello studente di applicarle.

Modalità di graduazione del voto 
18-21, lo studente ha acquisito i concetti di base e il linguaggio della disciplina in maniera sufficiente.
22-25, lo studente ha acquisito in maniera approfondita i concetti di base della disciplina, ed effettua collegamenti appropriati tra i diversi aspetti. Presenta linearità nella strutturazione del discorso. Il linguaggio è appropriato e corretto.
26-29, lo studente possiede un bagaglio di conoscenze completo e ben strutturato. È in grado di applicare e rielaborare in maniera autonoma, senza errore, le conoscenze acquisite. Evidenzia ricchezza di riferimenti e capacità logico-analitiche con un linguaggio fluido, appropriato e vario.
30 e 30 e lode, lo studente possiede un bagaglio di conoscenze completo e approfondito di ottimo livello. Sa applicare le conoscenze a casi e problemi complessi ed estenderle a situazioni nuove. I riferimenti culturali sono ricchi e aggiornati. Si esprime ottima proprietà di linguaggio.

	tb_mod_verifica_eng: Learning will be assessed through an interview, which will also include some theoretical-practical exercises, verifying the knowledge acquired on the different aspects of the program and the student's ability to apply them.
Graduation procedure for the grad
18-21, the student has acquired the basic concepts and the language of the discipline sufficiently.
22-25, the student has acquired in depth the basic concepts of the discipline, and makes appropriate connections between the different aspects. Presents linearity in the structuring of speech. The language is appropriate and correct.
26-29, the student has a complete and well-structured set of knowledge. You are able to autonomously apply and re-elaborate the acquired knowledge without error. Highlights a wealth of references and logical-analytical skills with a fluid, appropriate and varied language.
30 and 30 cum laude, the student has a complete and in-depth knowledge base of excellent level. He knows how to apply knowledge to complex cases and problems and extend it to new situations. The cultural references are rich and up-to-date. Excellent language properties are expressed.
	tb_testi_ita: Dispense, articoli scientifici e materiale disponibile sul web in italiano e in inglese indicato e distribuito dal docente
	tb_testi_eng: Lecture notes, scientific articles and material available on the web in Italian and English indicated and distributed by the teacher
	tb_biblio_ita: 
	tb_biblio_eng: 
	tb_altre_info_ita: 
	tb_altre_info_eng: 


