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1. OBJETIVO

El objetivo de este documento es definir el procedimiento de utilizacién de la camara
ImageQuant LAS 4000 para todos los usuarios del equipamiento de protedmica
autorizados del Instituto de Investigacion Sanitaria de Palma (IdISPa).

2. ALCANCE

Este procedimiento es de aplicacion para personal de laboratorio experto en el manejo
de este aparato y que cumplan los criterios segun los puntos 7.2 y 7.3. (Uso y
formacion de procedimiento descripcion de la plataforma). En resumen, debe haber
recibido formacién especifica por parte del técnico de soporte de la plataforma.

3. DEFINICIONES

Quimioluminiscencia:

4. PROCEDIMIENTO

4.1. Descripcion equipo

El equipo ImageQuant LAS 4000 es una camara tipo CCD capaz de producir
imagenes a partir de geles, membranas o films. Sus aplicaciones incluyen ensayos de
quimioluminiscencia en Western blots y otras muestras, y fluorescencia (trans, p.ej:
Bromuro de etidio), asi como digitalizacion de tinciones colorimétricas.

Imagenes del Sistema:
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4.2. Adquisicién

Encender el equipo (botén encendido delantero) y el software “ImageQuant LAS 4000
Control Software”, aparecera la siguiente pantalla:

2 imageQuent LAS 4000

Hay que esperar a que la temperatura de la camara baje y aparezca el icono
“‘READY”.

Centraremos la membrana o muestra en la bandeja “Tray” correspondiente, segun el
siguiente esquema:

Detection Sample type Tray
Chemiluminescence | Membrane Epi tray
Bioluminescence Titer plate NP tray
Fluorescence Gel (UV Trans illumination) UV trans tray
| Gel (Epi illumination) Epi tray

Membrane Epi tray
Digitization | Membrane Epi tray

Gel (Coomassie, silver stain) =~ White trans tray |
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Primero seleccionaremos el método que queramos usar y la posicion de la bandeja, en

“Method/Tray position”:

% mageQuant LAS 4000

Fla ER Uew COption  Hop

Chenduminezcerce

| |
1 2

6

Nos dejara seleccionar entre: quimioluminiscencia, fluorescencia (seleccionaremos el

fluorocromo que vamos a adquirir) y digitalizacion.

Method / Tray position

@ Creibminescence Nore Thraugh

© Fucrescence
[ Cv2) v] [ Eloe ¥] V515 Di

. Digtization

@ Egi-lunination ‘whie (Eckilrination) Through
Trans-luination whie (Trzns-llumingzon) Thraugh
Tray position

106 x 70 mm
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]
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z
s

F2.8
F2.3
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La posicion de la bandeja (Tray position) se elegira lo mas arriba posible dependiendo
del area que queramos escanear, ya que asi conseguiremos mejor resolucion:
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250mm X 250mm

210mm X 140mm
180mm X 120mm
144mm X 96mm
105mm X 70mm

Position 1

Maximum capture size when a wide view lens is used

Focusi . .
En “‘m bl , ajustaremos el enfoque de la imagen:

mageQuant

Exposure Type

reosin v
Exposure Time
[
Marud
! C=—3)

Sensitivity / Resolution

Flat frame

[ Focusing | SIS "’ | [ @ Adjust " [

En “Exposure Type” seleccionaremos si queremos una unica imagen (Precision), o si
incrementamos el tiempo de exposicidn, en diferentes intervalos:

Exposure Type
P w Pracscn
Increment

Exposure T )
C‘ Auto Hepetibon

& Man Program

Si seleccionamos Auto en “Exposure Time” nos calculara automaticamente el tiempo
de exposicion, también podemos elegir manual y seleccionar uno de los tiempos:
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Exposure Type
I Frensen V]

Exposure Time
{) Auto
& Marual
10
Sensitivity /
Add Digitiz.
[lon
&Imn
Fmn
10min
Snn
2mn
Chemhimnesce min
Isec
1f2sac
1482
Flat frame 1f3s=c

fato M Sses
1f3058:

| 115056

- 11100gac

En Sensitivity /Resolution, seleccionaremos “Standard”, preferentemente. En
quimioluminiscencia podemos aumentar la sensibilidad usando el modo “High”,
“Super”... "High Resolution” no es recomendable para quimioluminiscencia.
Clicaremos en “Add Digitization image” cuando tengamos marcadores de peso
molecular que queramos visualizar superpuestos a imagenes de quimioluminiscencia:

Sensitivity / Resolution

High Rasobition

Add Di
High
D \ Supes
Ukra
High Binring

Add Digitization image

Zuper Qinrirg
.;I: Ukra Birreng a v ON

[> ser
Una vez tengamos todas las condiciones clicaremos en L— para que
empiece la adquisicion. Veremos una imagen como la siguiente:
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Fle ERXR Vew Oplun Hep

Exposure Type

| reosin v
Exposure Time
St
Marnsd
» =3
Sensitivity Resolution
- Expusare Tioe ;. 30ser
Finishing Tie © AM 0740
Exposion)..
AL LD
‘Om
Flat frame
futn

Una vez adquirida, veremos una imagen como esta, que podremos modificar, guardar,
imprimir, o volver a adquirir (cambiando condiciones) si no estamos satisfechos:

¥ imageQuent LAS 4000
Fie ER Vew Oplun rHeb

=%

Exposure Type

Procison v
Exposure Tme
Mo
Marnad

n V¥
Seasitivity / Resolution -
o hsokdr W

Flat frame
Ao

sz 167 e
Lt : :

E Complete
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4.3. Analisis de las muestras

El analisis de los resultados podemos realizarlo bien en el mismo ordenador o en la
“Workstation” de protedmica usando el programa “ImageQuant TL” (Western blot, dot
blots, user-defined...). Donde podemos cuantificar las bandas, restar background,
comparar muestras, etc:

TN BN TRITRAE TDAR et SR B s TERE R D e o

» -
d MR PHILE IR MR et BOR  DRK OERE DO WG BRE Se » =
g S e s e [ERTESelrmE BN MRS WG BeRTAD Aee e aw -

El esquema de proceso de un Western blot usando revelado quimioluminiscente seria
aproximadamente como en este esquema:

Western blotting

(,,I:)$3§7:> = D

Sample Protein Blotting Antibody Detection Image Image
preparation separation probing acquisition analysis
SDS-PAGE MiniVE TE 22/TE62 Processor PlusECL ECL ImageQuant ImageQuant TL 7.0 with
Clean-Up Kit SE 250/SE 260 TE 70/TE 77 HRP-linked E£CL Advance™ 4010/4000/4000 mini  ImageQuant TL SecuriTy
secondary antibodies Hyperfilm™
SE 600 Ruby Hybond™ ECL £CL Plus ypermim
EPS 310/EPS 601 Hybond P [chemiluminescence)
Rainbow™ Markers
ECL™ DuaNue
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4.4. Limpieza del equipo

Una vez acabado el escaneado, se limpiara la bandeja con agua o Etanol y se dejara
el equipo preparado para el proximo uso.

5. REFERENCIAS

Para la elaboracion de este procedimiento se han tenido en cuenta los criterios
definidos desde las siguientes fuentes:
- Getting Started with ImageQuant LAS 4000. Original instructions (GE
Healthcare Life Sciences)
- ImageQuant LAS 4000 User Manual (GE Healthcare Life Sciences)
- ImageQuant LAS 4010 / 4000 / 4000 mini. Quick start guide (GE Healthcare
Life Sciences)
- Seminario especialista aplicaciones (GE Healthcare Life Sciences)
- Manual de calidad |dISPa

6. ANEXOS
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6.1. Ficha de equipo:
nstitet Edicién 1

: :eln:;i;gcm Sanitaria F Icha de Eq u I po
1dISPa Fecha 09/04/2014
Area: PROTEOMICA FE-PT-PRO-1.002.LAS-v01 Pagina 1de1

MARCA: General Electric

EQUIPO: Camara ImageQuant LAS4000 CODIGO:

N° de SERIE: 2656134

Centro: Hospital Universitario Son Espases

UBICACION: Laboratorios IdISPa Médulo | Planta -1

Mantenimiento preventivo y correctivo por empresa externa anualmente??
Limpieza por el usuario después de cada uso

Estado de Mantenimiento

Fecha Revision Presente

Fecha Préxima .. ,
ey Operacion/Averia
Revision

Responsable
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6.2.

L Institut
d'Investigacio Sanitaria
7 de Palma

IdISPa

Registro de usuarios
. . Edicion 1
Registro Usuarios:
Camara ImageQuant Fecha |07/04/2014
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EQUIPO: Camara ImageQuant LAS4000

CcODIGO:

MARCA: General Electric

N° de SERIE: 2656134

Centro: Hospital Universitario Son Espases

UBICACION: Laboratorios IdISPa Médulo | Planta -1

Fecha

Servicio/Centro

Persona

Tiempo uso
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