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Analisis de biomoleculas

e DNA
*RNA
e Proteinas




Diagramas de trabajo

DNA Analysis

e S Validation Detection
and Analysis

Gene Modulation

b Y Gene . % Sample ! .
B e B o BB Detection
) and Analysis

Gene Expression

% Sampla . N Sample . N .
& . M

Profiling
and

Quantitation




.........

Diagramas de trabajo

| tein Purification

Sample
Assessmant

Sample :
Assessmant |y

Sample
Preparation s

- Sample
M Assessment

Protein Separation and Analysis

Profiling and
Quantitation

: Samplo % Protein
Pl Praparation o d 4 Separation

Protein Proteis ¥
| Structure amd JW Profiling and

Protain

Sample Binding and

Assessment Kinetics /i Validation

Function 4 Quaantitation

Biomarker Discovery

" sSamplo
> Fraparation

Quantitation




Fotodocumentadores

Equipo que permite la digitalizacion
de todo tipo de geles de ADN,
oroteinas y transferencias blot.

Deteccion de fotones de luz para lo
documentacion de la muestra y
analisis.
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Fotodocumentadores

La sefal que detecta el fotodocumentador, se debe s  encillamente
al tipo de detector que posee el equipo.

Asi que una de las principales caracteristicas de lo s fotodocumentadores
es su sistema de deteccion.

CCD Camera

Cdmara CCD Scan head -3%ef

*GelDoc XR
= eChemiDoc XRS  Sistema ldaser
= «ChemiDoc MP
* GS800 *Pharos FX
e Pharos FX Plus
e Personal Molecular Imager

UV/white transillumination |



Camara CCD

En la fotografia digital, la luz es registrada en diminutos
puntos llamados pixeles que son parte de una pieza
lamada "Dispositivo de Carga Acoplada” o CCD.
Mientras mas pixeles contenga el CCD, la imagen serd
mas nifida y se podrdn realizar copias de mayor

famano.
-
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Camara CCD

Ventajas de la camara CCD

 Mas rapida que la adquisicion laser (campo
completo en un solo fiempo)

e Mayor eficiencia cudntica para la deteccion
de luz

Ventajas del sistema Idser

e Excitacion de longitud de onda especifica
- Mejor proporcion entre senal/ruido
- Fluordforos pueden ser distinguidos por su
longitud de onda de excitacion



Sensitivity
10-50ng Coomassie

1 ng Silver

5YPRO Ruby

Densitometer

CCD System

| aser Scanner

Rango dinamico




Tincion de geles

La tincidn es un elemento muy importante del
analisis ya que permite ver la muestra en el gel




Variedad de tinciones

Colorim étricas
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Bio-Safe™ Coomassie stain Bio-Rad silver stain
(visible) (visible)
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Sensibilidad

1.5 hr/ 3 steps

2.5 hr/ 2 steps

A que se refiere “sensibilidad” de un colorante?

A la deteccion de bajas concentraciones de muestra




Fotodocumentadores

Método de deteccidn

Método de deteccion

Modelo de Colorimétrico |l Fluorescente [} Quimioluminiscente Isotopico

fotodocumentador

PharasFs Plus
system . .

PharosFX system . .

Personal Malecular
Imager [FMI) - - = *
systam

Chemiloc RS
system

ChemiDoc MP
Eystem o o 0 —

Gel Doc ¥R systam . .

G5-200 calibrated
-_ _ densitorneter . —
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Separate fragments by agarose
gel electrophoresis (unlabeled ).

Radiolabeled
DNA probe
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Se han desarrollado metodologias para el uso
de iInmunoensayos por guimioluminiscencia
desplazando aqguellas metodologias con
isOtopos radiactivos, haciendo hincapié que
cada vez son mas sencillas las determinaciones
inmunoldgicas con esta tecnologia de
vanguardia, es un método de lectura que se
basa en el principio de emision luminosa @
través de una reaccion (Enzima-Sustrato).



Tecnologia de vanguardia

Este sistema posee una gran rapidez (5 a
20 min.), especificidad y sensibilidad ya
gue con este método se puede determinar
una reaccion antigeno-anticuerpo aungue
sU concenfracion sea del orden de los
picogramos, con un minimo de
desnaturalizacion.



Quimioluminicencia

Hzt,l_2 +
Luminol

Secondary
Antibody
conjugated to HRFP

FPrimary

Antibody
@ Membrane




ChemiDoc MP de Bio -Rad

Cémara CCD superenfriada con
enfoque automatico para todos
los niveles de zoom.
Sensibilidad y calidad de
imagen sin precedentes.

Imagenes de florescencia 4 6 posiciones automatizadas de
multiplex. LED’s multicolor Y filtros
optimizados para imagenes
western blot cuantitativa
Transiluminador de luz UV,
blanca y azul o
% i Teclado touch para
L - posicionamiento del gel y

escision de bandas

Zo to www.bio-rad.com/chemidocmp
13 sea the complete Chemilioc MP video,



No Light

Chemiluminescence




Sensibilidad superior: Film

Signal-to-nolse ratio of transferrin, 10 sec exposure,
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X-ray film (300 sec exposure)

ChemiDoc XRS+ system (60 sec exposure)

Cost of Using X-ray Film Annual $
Film Processor (5-7K) $6,000
Film Processor Maintenance/Service* 4,700
X-ray Film ($1-5, approx $2.50 per exposure)** 6,000

$16,700

* MK. Khoury et al., Acquisition of chemiluminescent signals from immunoblots with a digital
single-lens reflex camera, Anal. Biochem. (2009), doi:10.1016/].ab.2009.09.041
** Data above assumes 5 labs at 10 blots per week with avg. of 4 exposures per blot.



Fluorchem M /o s s s s s s s s (55 = =

Fig 4. Superior chemi sensitivity on blot. Same blot imaged on Fluorchem M and MP. Equivalent

exposure times show far inferior sensitivity with Fluorchem M. Note pixilation on zoomed Fluorchem M image.




M Plate C - XRS - 1x1 bin 60 sec = IIEIBil 8 Plate A - XRS - 1x1 bin 120 sec
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«9 distinct capture antibodies bound to  «16 distinct capture antibodies bound RAD
each well of a 96-well plate. to each well of a 96-well plate. L
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CIGE Critarion™ gel EiBr-stained wida
mini ReadyAgarcsa™ gel
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Sivar-stained 2-D Critarion gel Coomassie-stained
Mini-PROTEAN® TGX™ gal

Aamingo™-stained Critarion Stain Frea™ TGX gel
Minl-PROTEAN TEX gal

GelRed-stained
miri ReadyAgarose gal

SYPRO Ruby-stainad
larga-format 2-0 gal

SYBR® Grean-stained wida miri
ReadyAgarasa pal



Stain-free activado
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Visualize ( Validate
W 20 -O—
The ChemiDoc MP paired with stain- Flexible Image Lab software tools
free technology enables instant normalize for protein of interest using
verification of protein transfer before total protein stain from stain-free biot
blot detection. and provide quantitative blot resuits.




Facil de usar

Image Lab 4.0

AUtOLl nal VS is

9 Autoprint




Software amigable

® Software de nueva generacion, intuitivo y muy amigable
® Permite protocolos completamente automatizados
para Gel Doc XR+,ChemiDoc XRS+ y ChemiDoc MP

® No requiere licencia HASP
® No es protegido por password
® Facil de usar e intuitivo
® Resultados mas rapidos comparados con Quantity One
® Analisis mas confiables
® Protocolo automatizado para fotodocumentaciéon y analisis
*® Flat fielding con placa de referencia
¢ Calibracion de foco
®* Funciones ,undo/redo”




Un canal o
multiples canales

W Start Page

Protocols:

A Protocol includes steps for imaging and
analyzing your sample. Once the protocol is
saved, it can be reused to generate
reproducible data,

iD Mew Single Channal...l ﬁ Open. ..

[ E‘J MNew Multichannel. ..

Recent Protocols:

Image Files:

The Image File includes the image and analysis
data of an experiment,

| = open...

Recent Image Files:

Always show on startup

Tutorials




™ Protocoll - ChemiDoc™ MP

Protocol Setup

Position Gel

Image Lab v. 4.0:

1. Gel Imaging

Application

Mucleic Acid Gels
Protein Gels

Blots
Cuskam
Light:

b4 b v v

Imaging &rea

&) Select gel bype: @

£ Enter image area E

Image Exposure -

(%) The software will sutor
3 Manually et exposure
Display Options

Highligh: saturated pixel




Image Lab v. 4.0: Multi-canal

_§ Protocol? - ChemiDoc™ MP

Protocol Setup 1. Gel Imaging

Configure at least twa channels:

Channel 1 Channel 2 Channel 3
Configure... Conflgure.., - Canfigure...
Imaging Afea
(&) Select geltype:  Bio-Rad Ready Gel v|

O Enterimage area: |20 | x 67 | cm(Wel)




APLICACIONES:
Proteomica Multiplex







ProQ Diamond

Rojo proteina total
Azul Fosfoproteina
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Image Lab v. 4.0: Analisis

[ ko s

[‘"ﬁ Permite modificar la imagen (brillo, contraste, visor 3-D, zoom etc)
Permite re-definir los parametros para deteccion de carriles y bandas

Permite re-definir los parametros del analisis de pesos moleculares

Permite hacer analisis de cuantificacion de bandas (ver paso 16)

Permite escribir letreros sobre la imagen

Permite hacer analisis de volumen de bandas
BIORAD



APLICACIONES

Aplicaciones muy variadas en Biologia
Molecular:

Revelado directo por guimioluminiscencia de
Southerns, Northerns y Westerns. Adquisicion
de imagenes y andlisis de geles de ADN, ARN
y proteinas. Andlisis de volumen, pesos
moleculares, recuento de colonias, flogenia
(Quantity One), VNTR, dot blots, microplacas,
macroarrays de ADN, etc.



Adquisicion y an alisis de Im agenes

ChemiDoc MP
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