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1. OBJETIVO

El objetivo de este documento es definir el procedimiento de utilizacién del escaner
ODYSSEY® M para todos los usuarios del equipamiento de protedmica autorizados de
la Fundacio Institut d’Investigacié Sanitaria llles Balears (IdISBa).

2. ALCANCE

Este procedimiento es de aplicacion para personal de laboratorio experto en el manejo
de este aparato y que cumplan los criterios de uso y formacion especifica por parte del
técnico de soporte de la plataforma.

3. DEFINICIONES

Laser: Dispositivo que emite luz a través de un proceso de amplificacion 6ptica basado
en la emisién estimulada de radiacion electromagnética. Los laseres se utilizan en
diversas aplicaciones, incluyendo la deteccion de fluorescencia y la imagenologia.

Fluorocromo o marcador fluorescente: molécula capaz de absorber luz a una longitud
de onda especifica y luego emitirla a una longitud de onda mayor (menor energia), lo
que se conoce como fluorescencia. Estas moléculas se utilizan ampliamente en
biologia, quimica y medicina para etiquetar, visualizar y rastrear estructuras o
componentes especificos en células, tejidos o materiales.

Fluorescencia: Fenbmeno en el que una sustancia absorbe luz a una longitud de onda
especifica y luego re-emite luz a una longitud de onda mas larga. Esta propiedad se
utiliza en técnicas de imagen para visualizar estructuras especificas dentro de una
muestra.

Visible: Parte del espectro electromagnético que es perceptible para el ojo humano,
generalmente en el rango de 400 a 700 nandmetros. Los laseres visibles son
comunmente utilizados en aplicaciones de imagen y visualizacion.

Infrarrojo: Parte del espectro electromagnético que se encuentra entre las longitudes
de onda de la luz visible y las microondas. Los laseres infrarrojos son utilizados en
aplicaciones como la espectroscopia y la imagenologia médica.

Electroforesis: Método utilizado para separar moléculas, como proteinas o acidos
nucleicos, en funcion de su tamano y carga eléctrica. Es un paso crucial en la técnica
de Western blot.
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Western Blot: Técnica utilizada para detectar proteinas especificas en una muestra.
Implica la separacion de proteinas por electroforesis, transferencia a una membrana y
deteccién mediante anticuerpos.

In-Cell Western: Un ensayo que combina la técnica de Western blot con la
imagenologia en células, permitiendo la cuantificaciéon de proteinas en células
adherentes mediante el uso de anticuerpos y deteccion de fluorescencia.

4. PROCEDIMIENTO

4.1. Descripcién equipo
El sistema dispone de:

e 4 laseres de estado solido (488, 520, 700 y 800 nm)

e >6 ordenes de magnitud de rango dinamico en una sola adquisicion
e Resolucion de 5, 10, 20, 50 0 100 ym

e Hasta 19 canales en total:

o Fluorescencia en infrarrojo cercano y visible, quimioluminiscencia, epi,
trans y RGB real

Imagen del Equipo:

LI-COR

ODYSSEY M

4.2. Escaneado

Para proceder al escaneado primero nos aseguraremos que el area de
escaneado esta limpia. Humedezca un pafio de microfibra limpio y sin pelusa, o
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papel, con agua destilada, con liquido limpiador de lentes o con una soluciéon
suave de etanol, como mucho al 70%, si es necesario. Evite el uso de
productos de limpieza fuertes o abrasivos.

4.2.1 Con el software LI-COR Acquisition Software y Empiria Studio:

Enciende el LI-COR Odyssey M (boton encendido delantero) y verifica que esté
conectado unos 30 minutos antes de su uso.

... Sino lo has hecho ya:

¢ Inicia sesidn para crear una Carpeta de Datos que almacene datos internos de
Empiria Studio.

o Evita colocar la Carpeta de Datos en unidades de red o carpetas sincronizadas
en la nube para prevenir la pérdida de datos (el equipo no esta conectado a
Internet).

o Utiliza el Explorador de Archivos de Windows para crear una carpeta principal
para las Carpetas de Datos de Andlisis.

o Dentro de la carpeta principal, cree Carpetas de Datos individuales para una
mejor organizacion.

e Selecciona la Carpeta de Datos adecuada en Empiria Studio para su proyecto.

4.2.1.1 Pasos para la adquisicion:

1. Preparacién del equipo y la muestra:

o Prepara tu muestra (por ejemplo, un Western blot, gel o placa) y
coldcala en el soporte adecuado:

= Usa el "Plate Alignment Guide" (guia de alineacion de placas,
ref. 926-18972) para placas.
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= Usa el "Slide Holder" (soporte de portaobjetos, ref. 926-18971)
para portaobjetos.

= Sies un gel o membrana, colocalo directamente en la superficie
de escaneo sin soporte ("No Holder").

o Asegurate de que la muestra esté alineada correctamente para obtener
resultados consistentes.
2. Inicio del software:

o Abre el "LI-COR Acquisition Software" desde el escritorio o el menu de
aplicaciones.
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o El software detectara automaticamente el Odyssey M si esta conectado
correctamente.
3. Configuracion del escaneo:
o Enlainterfaz principal, selecciona el tipo de soporte:
= "No Holder": Para geles o membranas.
= "Plate Holder": Para placas de pocillos.
= "Slide Holder": Para portaobjetos.

o Define el area de escaneo dibujando un rectangulo en la pantalla sobre
la regién de interés.

o Selecciona los canales de imagen (hasta 6 disponibles en el Odyssey
M):

= Canales fluorescentes (NIR: 700 nm, 800 nm; Visible: 488 nm,
520 nm, etc.).

= RGB para imagenes en color verdadero.
= Luminiscencia (si aplica).

o Ajusta la resolucion (5 um para maxima calidad) y la intensidad
(ajustalas segun la sefal esperada).

4. Ejecucion del escaneo:

o Haz clic en "Scan" para iniciar la adquisicién. El Odyssey M utiliza un
sistema de escaneo confocal en linea que captura datos rapidamente
(en minutos).

o Una vez finalizado, previsualiza la imagen en la pantalla para verificar la
calidad.

5. Guardado y exportacion:
o Guarda la imagen en el formato nativo del software.

o Exporta los datos para analisis seleccionando "Export for Analysis" y
guardando como archivo ZIP ("LI-COR Zip Files"). Este archivo sera
compatible con Empiria Studio e Image Studio.

4.2.1.2 Analisis con Empiria Studio:
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Empiria Studio esta disefiado para un analisis guiado y reproducible, ideal para
Western blots cuantitativos, ensayos en placas y mas.

Pasos para el analisis:

o Instalacion y configuracion inicial (si no se ha hecho previamente):

o Sino esta ya instalado, descarga e instala Empiria Studio desde
www.licor.com/EmpiriaStudioDownload (disponible para Windows y
macOS).

o Inicia sesion con tu cuenta de LI-COR. Crea una carpeta de datos
("Data Folder") en tu disco local (no en red ni nube).
o Importacion de imagenes:
o Enla pagina principal, ve a "Image Gallery".
o Selecciona "Import LI-COR Zip Files" y carga el archivo ZIP exportado
desde LI-COR Acquisition Software.
o Creacién de un proyecto:

o Desde la pagina principal, haz clic en "Project" y crea un nuevo
proyecto.

o Abre el proyecto y selecciona "Create New Experiment".
o Elige el tipo de ensayo (por ejemplo, "Quantitative Western Blot" o
"Multiwell Plate").
o Analisis de la imagen:
o Carga la imagen importada en el experimento.
o Usa las herramientas guiadas para identificar carriles, bandas o pozos.

Empiria Studio aplica automaticamente el "Adaptive Background
Subtraction" para reducir variabilidad.

o Cuantifica la intensidad de las bandas o sefales y realiza analisis
estadisticos (como %CV) directamente en el software.
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o Cada encabezado de columna en la Tabla de Analisis proporciona
informacion resumida sobre los calculos de cuantificacion.

o Después de completar el flujo de trabajo del Experimento, los resultados
estan disponibles en la pagina de Revision e informes.

o Exporta los resultados como "Experiment File" (para compartir con otros
usuarios de Empiria) o "Report Images" (imagenes individuales para
publicaciones) en formatos TIFF o PNG, pero evite usar estas ultimas
para analisis.

o Las opciones de exportacion incluyen Informes en PDF, Archivos de
Experimento (como archivos CSV o de hoja de calculo) y Todas las
Imagenes del Informe.

o Elije una carpeta principal para las exportaciones y nombra una nueva
carpeta para un almacenamiento organizado.

4.2.2 Con el software Image Studio:

Image Studio ofrece mas flexibilidad para analisis manual, no es tan cerrado como los
anteriores, y es compatible con una amplia gama de imagenes del Odyssey M.

Si no esta ya instalado se puede descargar desde www.licor.com (seccion "Image
Studio Software").

Encender el equipo (botén encendido delantero) unos 30 minutos antes de su uso.

Abrir el software “Image Studio” y seleccionar el “Work Area” que vayamos a usar.

Set Active Work Area -S|

Avsilable Work Aress

[ erowse..

Prepara tu muestra (por ejemplo, un Western blot, gel o placa) y colécala en el soporte
adecuado como se ha indicado en el punto 4.2.1.1
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4.2.2.1 Nueva adquisicién_de imagen: en el menu “Acquire”, seleccionaremos los
canales a escanear, la resolucion, el tipo de analisis a aplicar, etc. Clicaremos “Peview”
(para obtener un primer borrador de imagen) o “Start” para proceder al escaneado:

Acqure Shapes _ Annotation _ Table

on BE W & @™ * |00 PN o ===
m Custorn No Image Ao | 2 tens 169 pm Lowet 0.0 mm B No Draw Start  Preview -
o et Al v v v mage | image v New [ Copy
Status ceny Channels Scan Controls Scan Area Scaner

Una vez escaneada la membrana o gel, aparecera la imagen en la pantalla, podremos
exportarla, importar otra imagen o bien analizarla en el menu “Image”:

(FaH2 Ol - B’

== - o &b ] q Seer”
1{ HocOB-~@BHAS | I ; Import imege and anal yas data
save
— Copy Fram (Import Acquston) N
P T = (R
. Srge brage vew Save As FOF mage Ctuca
N I X . >
Sove g POF ey e o =
Eror) &J‘ — ’ ! pdvss.enmane ‘ i
mport ane of a matching et of inag
;: Pt » | EE Mook Insge view erastas by (dyase
I e ? Export »
- Ir— > Pearl Image
¥ Take 3 BN Jnoort one of @ matching et of images
3 | B e data from the seiecisd table usng  ? Import b Pearl Imag
oot » - . . B |
Copy To | /| Bachp Foider Delete Tmages
I e [ s ST
arde 8 hack A - - 2p Fie v m
’ -
P4y 'q [nstrument >
BE) et > g sy o=
e s SRS P e Jveges —
I Logs » sbée 10 3 okl for erchy =| Logs >
!L Irpart Ky ',,L) Import Key
i Preferences | | X Ext
-/Prefeemes” X E»t]

Menu adquisicion:

QH'O!‘ o] A H AN

Acquire Image Shapes Annotation Table

Ao’ BB @il v B w0

I
In Out elect Restore Image 4 Copy Rotate Free Reduce Crop Modify  Apply Properties
% Adjust v Across v or Flip Rotate Noise Channels

Zoom || Display View Mode Create || CropMarks || Inf

<

Para ajustar la apariencia de la imagen, seleccionaremos el icono “Image LUTs” en la
esquina superior derecha, donde podremos cambiar la intensidad, contraste,
autoajustar, etc. para cada uno de los canales:
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En el menu “Shapes” disponemos de diferentes modos de
automatico:
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Aqui se ve como ejemplo el analisis de un “Western blot”
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Resdution Image Nodficatiors

4.2.2.2 Importacion de imagenes obtenidas con el LI-COR Acquisition Software:

En la pestafa "Import", selecciona "LI-COR Zip Files" y carga el archivo
ZIP exportado desde LI-COR Acquisition Software.

o

2. Ajuste de visualizacion:

Usa la pestaina "Display" para ajustar brillo, contraste y colores de los
canales (por ejemplo, rojo para 700 nm, verde para 800 nm).

o

Si es una imagen RGB, visualizala como un solo canal sin dividir en
componentes.

3. Cuantificacion:

En la pestana "Analysis", dibuja regiones de interés (ROI) alrededor de
bandas o pozos.

Cuantifica la intensidad de la sefial. Nota que no incluye sustraccion de
fondo por carriles como Empiria, pero puedes ajustar manualmente.

O

4. Exportacion:

Exporta las imagenes ajustadas o los datos cuantificados desde la
pestafia "Export" para publicaciones o analisis adicionales.

O
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4.3.

5.

Limpieza del equipo

Usar un pano de microfibra: Humedece un pafo de microfibra limpio y sin
pelusa, o papel, con agua destilada, con liquido limpiador de lentes o con una
solucion suave de etanol, como mucho al 70%, si es necesario. Evita el uso de
productos de limpieza fuertes o abrasivos.

Limpieza suave: Pasa el pafio suavemente sobre el cristal en una sola
direccién para retirar polvo, manchas o residuos sin rayar la superficie.
Asegurate de no aplicar demasiada presion.

Evitar liquidos excesivos: No rocies directamente liquidos sobre el cristal, ya
que el exceso de humedad puede filtrarse en el equipo. Humedece solo el
pafio o papel.

Secado: Use otra parte del pafio seco o papel para retirar cualquier exceso de
humedad, pasando nuevamente de forma suave y en una sola direccion.

Inspeccién final: Revise que no queden residuos ni huellas en el area de
escaneo antes de cerrar el equipo.

REFERENCIAS

Para la elaboracion de este procedimiento se han tenido en cuenta los criterios definidos

desde las siguientes fuentes:

Image Studio Quick Scan Guide (LICOR)
Odyssey M Operator’s Manual (LICOR)
Odyssey M Tutorial Guide (LICOR)
Seminario especialista aplicaciones (LICOR)
Enlaces a Empiria Studio:
o https://bio.licor.com/bio/help/empiria_studio/
o https://lwww.licorbio.com/empiria-studio/resources
o https://lwww.licorbio.com/empiria-studio/download-empiria
Enlaces a Image Studio:
o https://lwww.licorbio.com/support/answer-portal/software/image-
studio.html

o https://lwww.licorbio.com/image-studio/resources
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o https://lwww.licorbio.com/support/contents/software/image-studio/whats-
new.html?Highlight=Image%20Studio%E2%84%A2%20Software%20P
DF
- Manual de calidad I1dISBa
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6. ANEXOS

6.1. Ficha de equipo:

& Institut Edicién 1
d’Investigacio Sanitaria

S Ficha de Equipo

IdISPa Fecha 01/11/2024

Area: PROTEOMICA FE-PT-PRO-1.003.0DY-v01 Pagina 1de1
EQUIPO: Escaner Odyssey M CODIGO: 1004-PTPROT

MARCA: LI-COR N° de SERIE: ODM-0599

Centro: Hospital Universitario Son Espases UBICACION: Laboratorios IdISBa Médulo F Planta -1

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

Estado de Mantenimiento

Fecha Préxima

Fecha Revision Presente s Operacion/Averia Responsable
Revision
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6.2 Registro de usuarios

. . Edicion 1

i Registro Usuarios:

d'nvestigacio Sanitaria

& Pikia ODYSS EY Fecha 01/11/2024
IdISPa Pagina 1 de1
EQUIPO: Escaner Odyssey M CODIGO: 1004-PTPROT
MARCA: LI-COR N° de SERIE: ODM-0599
Centro: Hospital Universitario Son Espases | UBICACION: Laboratorios IdISBa Médulo F Planta -1

Fecha Servicio/Centro Persona Tiempo uso
FGO0101v.0
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