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1. OBJETIVO

El objetivo de este documento es definir el procedimiento de utilizacion del escaner de
fluorescencia Typhoon FLA 9500 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

Fluorocromo o marcador fluorescente:

4. PROCEDIMIENTO

4.1. Descripcion equipo

El equipo Typhoon FLA 9500 es un escaner basado en laseres ideal para entornos
multiusuario. Sus aplicaciones incluyen ensayos cuantitativos de Western blots,
fluorescencia multiplex, y marcajes con radioisétopos asi como digitizacién de
tinciones colorimétricas.

El sistema dispone de tres laseres de 473 nm, 532 nm y 635 nm , dos detectores tipo
PMT (tubo fotomultiplicador, el Ch2 es de alta sensibilidad al rojo e infrarrojo) y una

resolucion de hasta 25 ym.

Imagen del Sistema:
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Los filtros disponibles, con sus caracteristicas y los fluorocromos correspondientes
aparecen en la siguiente tabla:

Table 2. Emission filters

Filter type Wavelength range (hm) Detection examples

P BP390 Phosphorimaging

LPB (510LP) >510 Cy2, SYBR™ Green,
FAM™, FITC,

Alexa Fluor™ 488,
SYPRO™ Ruby,
SYPRO Orange, GFP

BPB1 (530DF20) 520 to 540 Cy?2 DIGE Fluor,
ECL Plex Cy2

LPG (575LP) >575 Cy3, Deep Purple™, HEX,
Alexa Fluor 532 and 555,
SYPRO Red

BPG1 (570DF20) 560 to 580 Cy3 DIGE Fluor,
ECL Plex Cy3

LPR (665 LP) > 665 Cys5, Alexa Fluor 633,
TOTO™ 3, DID,
Cy5 DIGE Fluor,
ECL Plex Cy5

BPFR700 (R715) 713 to 726 Alexa Fluor 700,
IRDye680,
IRDye700

BPFR800 (R810) 814 to 826 Alexa Fluor 790,
IRDye800

Esquema de un tipico experimento 2D DIGE:
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1. Sample preparation
Proteins are extrocted from cells or tis-
sues of interest.

2. Sample labeling with Cy Dye DIGE fluors
Size and charge matched, spectrally resolvable
dyes enable simultaneous co-separation and

analysis of samples on a single gel-multiplexing.

3. Addition of DTT and ampholytes
Following sample labeling. DTT and am-
pholytes are added to each sample.
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4. 2-D electrophoresis

Up to three samples (one of which is

the internal pooled standard) can be simul-
taneously separated on a single

2-D gel. using IPGphor or Multiphor Il

in the first dimension and Ettan DALT

in the second dimension.

4.2. Escaneado

FG0101v.0

5. Image acquisition

The gel is scanned using the highly sensitive
Typhoon FLA 9000, optimized for Ettan DIGE.
Perpendicular scanning assures quantitation
of protein expression levels and identification
of spots with high precision.

6. Image analysis

DeCyder software automatically locates and analyzes
multiplexed samples in a gel within minutes. It allows
complex analysis of multiple gels to provide comparative
and accurate measurement of differential protein
expression.

Encender el equipo (botén encendido delantero), se realizara una calibracion. Abrir el
software “Typhoon FLA9500 Control Software”, aparecera la siguiente pantalla:
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Mode Settings

! -

"

Typhoon™FLA 9500 '

& o I [m:m
Filter : Module1 Laser: PMT :
'—_B“"—J“"“ 1: [ [(BPB1] (ch.1) 1: 3 6320m oK b1
2: [ (BPG1) (ch.1) 2: @ 4730m oK Bualkali  OK
4 & Proterences.. | 3: P LPR(chZ)] (ch2) 3: £ 63%nm oK ch2
4: [@ (P (ch.1) 4: [J 686nm oK Multialkali  OK
/ / /

En la parte inferior, aparecen los filtros y laseres actualmente instalados. Si
necesitamos cambiar filtros (“Filter module”) o cambiar algun método iremos a la
pestafia correspondiente (siempre con el responsable del equipo). Imagen cambio
filtros:

Fig 2. Filters are easily exchanged by the user.

Una vez nos aseguremos de tener las condiciones adecuadas seleccionaremos el tipo
de escaneo que queramos realizar: 2D DIGE (escaneo de geles en 2 dimensiones
marcados con fluorescencia como Cy3, Cy5), Fluorescence (escaneo membranas o
geles marcados con fluorescencia), Phosphoimaging (marcaje radioisétopos, no
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disponible en nuestro sistema), Digitization (escaneo geles 0 membranas con marcaje
colorimétrico) o Chemiluminescence (escaneo membranas con marcajes
quimioluminiscentes, es preferible realizarlos con camara ImageQuant LAS 4000).
Colocaremos la muestra que queramos escanear en el “Stage” correspondiente:

Fig 4. (A) The Phosphor Stage, (B) Multi Stage, (C) Low Fluorescent Glass Plate
Stage, and (D) Fluor Stage are designed to accommodate a variety of sample
formats and imaging modes.

Phosphor Stage (A): no disponible (radioisétopos)

Multi Stage (B): mas versatil, permite microplacas (96 pocillos, €j.), geles, etc.

Low Fluorescent Glass Plate Stage (C): 1 o0 2 geles 2D DIGE

Fluor Stage (D): Membranas o geles para fluorescencia, digitalizacién o
quimioluminiscencia.

Seleccionaremos las condiciones de escaneo: nombre archivo, area escaneo, tamafio
del pixel (tipicos 50 o 100 ym), fluorocromos vy filtros, voltaje de PMT. Si queremos
primero comprobar que las condiciones son las correctas, clicaremos “Prescan” (hace
un preescaneo a 1000 pm), cuando ya las tengamos, clicaremos “Start Scan” y
entonces realizara el escaneo definitivo.

Ejemplo escaneo 2D DIGE:

FGO101v.0 Pagina 7 de 12




Institut
d’Investigacio Sanitaria
de Palma

IdISPa

NOM PROCEDIMENT

PE/IdISPa/PT-PROT-1.001_
TYP -vO1

Fle [k Ieb

\ Condition File :

N LT 1 >
\ [
x’ Cooment 1 Luckeg rew datsl
Zwnad m
T L) s 250 | V(2SO b000) Fls Name
] STANORRO [Cy2)
] andard
menod: [licy) -
B  sow B Aevwtetnn ;| Contral
PTG L) 260 | V(250-0000) Fie Name |
Gl (Cortrel) [Cy3]
[ searviwed m
merrod: [Q1Cv5) -
B coon Pusie) Voatin | ested
I : | 290 | vi280-1000) g

Image Folder : c.\nusiandes 200162

Gt (Treated) (Cy5)

COEFrGM I JKLMNC

esm—
File Size : about 2360 MB x 3

yran

[;] Reading Time : about§2m0s

=l Top I Fila Format : Gel

1 [E]F"mn J 3 Start Scan
| =7

/

Ejemplo escaneo fluorescencia:

Save Condition...

Load Condition...

M

Image folder Conditon Pl : ] |
File Name :7;.'3;';“:':' — v (oo
Comment /;:H;jl“mm_ 5 D Pixel Size
Method il liia m‘ . e e - "::‘;' 50 pm  © 900 ym O 200 m A
pMT — 1T T e — — Area
werod: @) * B o B weenn)  2nd |
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n.n..:...,’ File Size
Reading Time : sbout i mdS s
\_\ . .
Top M B Top || reerems:ou 5 pesan | Dsansan | Reading Time
\ |
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Prescan Start Scan
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Imagen escaneo en curso:

1:(Cy8)
52.5%

W Typhoon FLA 9500 ‘
Scanning Progress I ’

File Name : Secret sample{CyS5]

Magnification : 3:1 {33%) v s
2:(16 Stop j
| Status Scanning in progress (52.5%),
Ch.i: — Laser(s): B £35nm
Ch.2: [Cy5) Filter : [LPR{ch2)] (¢h.2)

Curve: Linear

7] Auto Range Scope

Low: 863 High : 65538

Color ! Negative Gray v

| File Format : Gel

4.3. Analisis de las muestras

El analisis de los resultados podemos realizarlo bien en el mismo ordenador o en la

“Workstation” de proteémica usando los programas “ImageQuant TL” (Western blot,
dot blots, user-defined...) o DeCyder 2D (DIGE, solo en “Workstation”)

FGO101v.0
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4.4. Limpieza del equipo

Una vez acabado el escaneado, se limpiara el area de escaneo si procede (nunca con
Etanol), se quitara el “Sample Stage” y se dejara el equipo preparado para el proximo
uso.

5. REFERENCIAS

Para la elaboracién de este procedimiento se han tenido en cuenta los criterios
definidos desde las siguientes fuentes:

- Getting Started with Typhoon FLA 9500. Original instructions (GE Healthcare

Life Sciences)

- Typhoon FLA 9500 User Manual (GE Healthcare Life Sciences)

- Typhoon FLA 9500 biomolecular imager (GE Healthcare Life Sciences)

- Seminario especialista aplicaciones (GE Healthcare Life Sciences)

- Manual de calidad I1dISPa

6. ANEXOS
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6.1. Ficha de equipo:
Institot Edicion 1

: :eln:;i;gcm Sanitaria Flcha de EqUIpO
1dISPa Fecha 09/04/2014
Area: PROTEOMICA FE-PT-PRO-1.001.TYP-v01 Pagina 1de1

MARCA: General Electric

EQUIPO: Escaner fluorescencia Typhoon FLA9500 | CODIGO:

N° de SERIE: 2652227

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

Cambio filtros fluorescencia por responsable del equipo segun protocolo

Estado de Mantenimiento

Fecha Revision Presente

Fecha Préxima .. ,
ey Operacion/Averia
Revision

Responsable
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6.2. Registro de usuarios
. . Edicion 1

it Registro Usuarios:

d'investigacid Sanitaria , Fecha 07/04/2014

dePaima Escaner Typhoon FLA 9500
10ISP2 Pagina 1de1
EQUIPO: Escaner fluorescencia Typhoon CODIGO:

FLA9500
MARCA: General Electric

N° de SERIE: 2652227

Centro: Hospital Universitario Son Espases

UBICACION: Laboratorios IdISPa Médulo | Planta -1

Fecha Servicio/Centro

Persona

Tiempo uso
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