DIAGNOSTICA
LONGWOOD

TIPAJE HLA:

A) AMPLIFICACION DEL ADN

1. Preparacion hoja de trabajo: Calcular la cantidad de cada uno de los reactivos

que tenemos que usar en funcion de la cantidad de muestras y del locus a analizar

segun las siguientes tablas:

0 ; Agua sin
N2 muestras | Master Mix Muestra de ADN Taq nucleasas
1 100 ng 0.25 ul Hasta 25 ul

2. Vortear las muestras y los Master Mix.

w

Preparar las mezclas segun volumenes anteriores.

4. Hacer un spin a las muestras y afiadir volumen de DNA tomando de la parte

superior.

5. Anadir el volumen de mezcla correspondiente homogeneizando mediante

pipeteo.

6. Introducir los tubos sobre el termociclador

7. Cerrar bien los tubos.

2. Programa de amplificacion:

95°C 5 min
95°C 30 sg
60°C 45 sg
72°C 45 sg
Numero de ciclos: 8

95°C 30 sg
63°C 45 sg
72°C 45 sg
Numero de ciclos: 32

72°C 15 min

4C




DIAGNOSTICA
LONGWOOD

B) HIBRIDACION

1. Pre-calentar los beads entre 5-10 min a 55- 60°C
2. Pasar el mix de beads por el ultrasonidos 1 min.
3. Agitar en vortex los beads y afadir a cada pocillo:

5 ul de DNA ampilificado + 15 pl del Mix de beads

Nota importante: Volver a agitar el vial de beads después de dispensar cada fila de

pocillos.
4. Ejecutar el programa de hibridacion

97°C 5 Minutos
47°C 30 Minutos
562C 10 Minutos

Mantener a 562C

5. Preparar la mezcla de la Solucién de Dilucion y la Estreptavidina para n + 1
muestras.

Para 1 muestra: 130 pl Solucion dilucién + 0.65 ul Estreptavidina.

Introducir las muestras en el programa Quick-Type.

7. Anadir 130 ul de la Solucion de Estreptavidina a las muestras, pipeteando
suavemente, al finalizar los 10 minutos a 56°C del programa de hibridacion
manteniendo la placa en el termociclador.

8. Sacar inmediatamente las muestras del termociclador.

9. Colocar las muestras en el analizador.

10. Hacer click en Start Plate en la pantalla Run Batch.
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TECNOLOGIA LUMINEX

MULTIPLEX

ENSAYO MULTIPLEX:

Andlisis de multiples analitos en una unica muestra

Anticuerpos Anticuerpos

en sandwich: inmoviliza-

Inmunoensa- dos en

yo ELISA chips: Array
plano

Anticuerpos
conjugados en
microesferas:
Array en
suspension




XMAP : El poder esta en las microesferas

Particulas de 3.4 micrones sobre pelo humano, 1000x

» Microesferas de poliestireno de
5,6 micrones

» Superficie carboxilada

T

H""oH
» Tamafio pequefio
» Suspension en liquidos
» (Cinéticas rapidas
» Alta relacion superficie-
voliumen
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TECNOLOGIA LUMINEX ﬂ

ESFERAS

100 GRUPOS DE ESFERAS DE DIFERENTES COLORES

> Se usa una combinacion de 2
colorantes para distinguir un grupo
de microesferas de otro

» Cada grupo tiene una Unica
fluorescencia de colorante rojo e
infrarrojo

» Todas las esferas de un grupo se
identifican con un numero de
identificacion ID

¢~ INFARED DYE
0000000
0000000
0000000
g 0000000
= 00000000
0000000
0000000
0000000

» Los 100 grupos permiten estudiar
varios analitos (multiplex) en el
mismo volumen de reaccion

~
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TECNOLOGIA LUMINEX

ESFERAS

PRODUCCION DE GRUPOS DE ESFERAS DE
DIFERENTES COLORES

> Se usan 2 colorantes fluorescentes:
rojo e infrarrojo

» Se mezclan en la proporcion
adecuada en solventes organicos

» Esferas seinchany el colorante
difunde al interior




TECNOLOGIA LUMINEX

METODOLOGIA

1. Las microesferas estan cubiertas un reactivo de captura (oligo, anticuerpo,
péptido, receptor)




TECNOLOGIA LUMINEX

METODOLOGIA

2. Seafade la muestra (analito) a las microesferas




TECNOLOGIA LUMINEX

METODOLOGIA

3. Unanticuerpo de deteccidn biotinilado se une a las microesferas

4. Se afiade un reporter fluorescente (SA-PE)




TECNOLOGIA LUMINEX

DETECCION

LUMINEX
Programa de
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TECNOLOGIA LUMINEX

DETECCION

DETECCION DE LAS MICROESFERAS:

»  Aspiracion de la muestra

»  Seinyecta fluido de sistema (sheath fluid) a la
muestra (90 ul/sec)

»  Lamuestra forma una columna fina que fuerza a
las esferas a alinearse para pasar por la cuveta
de deteccion




TECNOLOGIA LUMINEX

DETECCION

» Se detecta cada elemento que pasa por la cuveta de deteccidn

> Ellaser rojo excita al colorante interno

de la microesfera
> Se clasifica la esfera en uno de los 100 T
rupos (ID) Medicién de
8 AN ‘ <= | 3serrojo
colorantes
internos

> El [aser verde excita los fluoréforos
externos asociados a la union de
PE
> Se mide la intensidad de
fluorescencia (analito) Medicién de I T
fluorescencia delr~o"N" ‘ <4— laserverde
colorante
reporter




Reporter fluorescence
Detector

RP1

Flow Cell
(Point of Interrogation)

Reporter laser
532 nm HeNe

DD

Classification

CL1 laser
635 nm diode

Bead
Classification

cL2
Fluorescence Detectors P h OtOd | Od esS



TECNOLOGIA LUMINEX

PROGRAMA xPONENT

POWER xPON ENT

INSIDE | SOFTWARE SOLUTIONS
| Luminex |

Because you want to know more

» Permite el control del
fluoanalizador

» Permite la adquisicion y analisis
» Facil de usar Batch Details: Results
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» Muestra resultados en tiempo
real

» Se miden 9600 resultados en 1
hora

» Almacena datos en una base de
datos




TECNOLOGIA LUMINEX

PROGRAMA xPONENT

» Encendido del aparato
> Prime L;-— = e
» Lavados: 70% isopropanol y liquido - T ;5" RS
de sistema s = = Pme &
» Realizar calibracién — : ‘_ oy el ¢
> Programar el experimento P i

» Importar protocolo

» Introducir identificacidon de las
muestras

Batitey

» Leer muestras T
o Commatm N et oottty s s

» Realizar otro experimento o apagar el s

aparato O
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TECNOLOGIA LUMINEX

CARACTERISTICAS Y VENTAJAS

ESPECIFICACIONES:

>

YV V V VY

Muestra: 25-50 ul por pocillo

Formato: placa 96 pocillos

Sensibilidad: menos de 200 MESF (molecules of equivalent standard fluorescence)
Capacidad multiplex: hasta 100 ensayos por pocillo

Tiempo de lectura: 30 min/placa

PRECISA, EFICIENTE Y FLEXIBLE:

V.V V YV V V

Resultados multiplex seguros y confiables

Multiples reacciones en un solo tubo reducen los costos de los consumibles
El mismo instrumento puede usarse para diferentes aplicaciones

La plataforma XY trabaja con placas de 96 pocillos

Experimentos de 1a 96 muestras

Poner la placa e irse o T
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Accuracy/Precision Efficiency Flexibility



TECNOLOGIA LUMINEX

CARACTERISTICAS Y VENTAJAS

TIPOS DE MUESTRA

Suero

Plasma

Sobrenadantes de cultivos
Lisados

Orina

Spots de sangre

Fluido gingival

Fluido nasal

Lagrimas

Liquido cefalorraquideo
Saliva

Fluido bronqueo-alveolar

vV VYV VYV V V VY YV VYV VY VYV

Secreciones vaginales

VOLUMEN DE MUESTRA

» Protocolos normales: 25-50 ul

» Protocolos reducidos: 25 ul, 10 ul,
5ul, 1ul




TECNOLOGIA LUMINEX

CARACTERISTICAS Y VENTAJAS

COMPARACION xMAP Y ELISA

Comparison of the xMAP and ELISA Technologies
Side-by-side comparison of Multiplexing vs. ELISAS
(Study of 10 different analytes in 80 test samples).

ELISA
Number of plates required 1 10
Results per plate 800 80
Total sample used per panel 50 pL 4ml
Internal contrals possible? Y5 N
Dynamic Range 1-10,000 pg/rl 10-2500 pg/mi

Lower limit of detection “1 pg/ml ~1 pg/ml




TECNOLOGIA LUMINEX H

UTILIDADES

PLATAFORMA ABIERTA

Immunoassay Nucleic Acid Assay

o oo~ & @

Enzyme Assay Receptor-Ligand

eV @y & @




xMAP Technology Applications Overview

Cpen-architecture xMAPE technology, developed by Luminex, is ideally suited to a wide range of
applications throughout the drug-discovery and diagnostics fields, aswell as basic research.
Highly sensitive and accurate, vet designed far high throughput and increased assay speed,
¥MAP technology can help clinicians and researchers alike save time and costs while hoosting

productivity.

Immunoassay

Enzymatic

Learn maore ahout the rapidly expanding menu of applications aur patners have developed

using the xMAP technalogy platform.

Life Science Research

Protein Expression Profiling

Cancer Markers

Cardiac Markers

Cellular Signaling

Cytokines, Chemokines, and Growth Factors
Endocrine

|sotyping

Matrix Metalloproteinases

Metabolic Markers

Medrahiolagy

Transcription Factorsituclear Receptars

Genomic Research

FlexmiR& vZ Custom microR kA Assay
FlexmiR microRMNA Panels

Gene Expression Profiling

Genotyping

Diagnostics

Genetic Disease
Cystic Fibrosis
Cytochrome pdal

Immunodiagnostics
Alleryy Testing
Autoimmune Disease
HLA Testing
Infectious Disease
Waccine Testing

Biodefense/Emironmental

Maolecular-Biology
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El “human leukocyte antigen” (HLA) system es el nombre del

histocompatibility complex” ( ) en humanos.

Como resultado de su descubrimiento histdrico como factores en el ,
las proteinas codificadas por estos genes también se conocen como
En un trasplante, de un drgano o de células madre, las moléculas de MHC

actian como antigenos y pueden provocar la

Las moléculas MHC fueron identificados y nombrados después de comprobar su
papel en el rechazo del trasplante entre los ratones de diferentes cepas.
Aunque se tardé mas de 20 afos en aclarar la funciéon del MHC en la

presentacion de antigenos peptidicos a los linfocitos T citotdxicos.
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» El sistema MHC es poligénico; los genes MHC son altamente polimdrficos y
se expresan de forma codominante.

Chromosome 6
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HLA
Clase ll

> Presentacién antigénica:

» reconocimiento de lo propioy
no propio

» respuesta inmume

SELF/NON-SELF IMMUNE RESPONSE
DISCRIMINATION

T-Lymphocyte

_____________________ YES
. g!':;;djmxé,n;i HLA
L | Everycell
P >

T-lymphocyte
O o

im
it
]
)
b
=
0
=
i3
]
=]
e
-]
®
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selfantigen —_—
APC
THYMUS SELECTION
Every cell
HLA-DR, -DQ, -DP

HLA-A,-B, -C




HLA

INTRODUCCION

» Elevado grado de polimorfismo: Antigenos [ Alelos

A Cc B DRB DQB DPB
Serologia
6 7 20 48 9 23
Combinaciones: 8.346.240
Genética molecular
1698 2271 1213 1074 158 149
Combinaciones: 118.266.912.103.858.632

=

S Clans | Alien @ Clans | Absion

herme o wwan

i
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HLA

INTRODUCCION

» Desequilibrio de ligamiento (Haplotipo extendido)

Maternal

Hijo 1
A2B7 Cw7DR15 DQ6
A188 Cw7DR3 DQ2

Padre

A287 Cw7DR15 %
A3 B51Cw2 DR4 DQ

Madre

Al BS Cw7DR3DQ2
A29 B44 Cw- DR7 DQ2

Hijo 2
A3 B51 Cw2DR4DQS
A29 B44 Cw- DR7 DQ2

.

S

Hijo 4
A3 BS51 Cw2 DR4 DQ8
A1 B8 Cw7 DR3 DQ2




HLA

INTRODUCCION

» APLICACIONES

» Médicas
» Compatibilidad HLA
» Tx de érgano sdlido

» Tx precursores hematopoyéticos (TMO, SP, SCU)
» Marcadores de enfermedad
» Farmacogenética

» No Médicas
» Forense (Paternidad, restos forenses)
» Genética de poblaciones (Historia, epidemiologia)



% Grafts Surviving

» Antigenos HLA presentes en la superficie celular afectan al trasplante
» El complejo mayor de histocompatibilidad reconoce y discrimina entre lo propio y lo
extrafo
» Estudio de compatibilidad HLA
» Receptor: a) tipaje HLA-A, B, DR; alta resolucién DRB1 para Tx precursores
hematopoyéticos
b) anticuerpos HLA
» Donante: tipaje HLA-A, B, DR; alta resolucion DRB1 para Tx precursores
hematopoyéticos

HLA-A+B+DR Mismatches

First Cadaver Kidney Transplants 1990-2000
Cold Ischemia 0-12 hours

1001 LIVER TRANSPLANTS
1.TX 1988-1934 Day 30 - 180 TRM by HLA-Mismatch (n = 607)
90 HLA-DR MISMATCHES s
0MM n= 266 1004 Z ——
- = Cox Regression RR p
ot " 2o k L 0(n=33) 03 0053
80 - - 2MM n=1528 gCu\ s | {n~1%4) Reference
AMM n=2234 o _ I\ z 23 000
70 5MM n=1246 5 807 " k-
e iy oA E
‘.’? 70 T M 2MM n=2059 E
] £ gesss N
R nN= 7 )
< ' =
2 g
501 50 2 f ] p = 0.0001
Shel | 159
7 X Days Post-Transplant
0 T T i 0 2 T A= ;' Increasing HLA-mismatch was associated with progressive
0 1 2 3 0 1 ‘ increase in day 30 - 180 TRM




HLA

TIPAJE Y ANTICUERPOS

> GENETICA MOLECULAR: ALELOS HLA

Volumen/Resolucion
/ Intermedia

bajo SSP

medio SSO-RELI

SBT

alte SSO-Luminex®

PCR-SSO (SSO=Sequence Specific Oligonucleotides probes,

RELI=Reverse Line blot)
PCR-SSP (SSP=Sequence Specific Primers)
SBT = Sequencing Based Typing

ol B o
HLA-@J*OZ:E)I:OIlOZrL

T I&J

2% = 4 copies

-

Bisiiiiiiiing
2% = 8 copies




HLA

TIPAJE Y ANTICUERPOS
SSP
SBT
—_— | e— Template {urignal) DNA strand
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HLA

TIPAJE Y ANTICUERPOS

> SEROLOGIA: ANTIGENOS Y ANTICUERPOS

» Deteccidn de anticuerpos citotdxicos

» Pruebas cruzadas

Microlinfo- ,
citotoxicidad: —< |9, ﬂlcH ﬁ] M
@-Al LISIS
Linfocitos T/B/
totales ‘ ;iz 2. <e|~ ::lgs
+ Extension A? ko) c
tiempo de e |1 ﬂ% ﬂ
) . a-A3 NO LISIS
incubacion 6
+ AHG
R
Receptor ’ — A= —us? -
C
HLA-A2 i ‘ — | Lo|— [ L@
LAY
B |- a-A? ing i
Protes c
[ vosem | . — ——[‘ —> —E‘
o NO LISIS




HLA

TIPAJE

ELISA: Ag HLA especifico

Receptor

N
= _-l_. - j_. . j
a-A? A2
_ﬂj — | 1—> :?"i
CITOMETRIA DE FLUJO
e — @ i'ﬁu:-ow—'/\
Receptor AL
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¢ — o %
A3
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HLA

LUMINEX-SSO

> METODOLOGIA

» Deteccion simultanea de hasta 100 grupos de esferas en una Unica suspension

» Cada grupo de esferas tiene unida una sonda (oligonucleétido) especifica de
alelo o grupo de alelos
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® eoveveeee U I
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oo0e0oRRee | = —
Probe #3 Probe #3 eoeeeewewe | ot ="
PVOOVOVOLY i
Ll 000000000 e | e .y
ovrtae 00N i Arabus w "
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Protee D10 N Aratrss w Lk
RS | o Arakews w0 14
fProbe 014 NoNahes & 10
[Frote 019 To Arabmy o "
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HLA

LUMINEX-SSO

» Se hace una PCR multiplex para amplificar oligonucledtidos especificos de
alelos de un locus. Un primer esta en exceso.

» Elamplicén marcado con biotina durante la PCR se mezcla con la solucion de
bolitas. Durante la incubacidn el ADN se unira a las sondas complementarias

» Lareaccidon de hibridacidn se marca con SA-PE

SSO

Allele DREB 1 0101
T H

Allele DRE 1 +07
hibdhd

P\l(/:R hd hihd

AIBIE DRB 1 *0F Allele DRE 1 *DIDI

HIBRIDACION T

Allele DEB 1 *0101

Allele DRB 1 *0101
Allele DRB 1 *07 [T o

5 ul amplificado + 15 ul esferas

¢

LECTURA LX




HLA

LUMINEX-SSO

» El Luminex aspirara la muestra y la pasara por los 2 [aseres
» Ellaser rojo discriminara el tipo de bolita

» El laser verde cuantificara la flurescencia del ADN unido a la bolita

Red Laser Green laser
quantified

& "“. ¥ d ea i;:-.-s ure

* 0 @ “*. .....\b d i E:;'““:
@ ")

P

* .0 B
: _— & ’ndm

lasers
directed o
the flow cell




HLA

LUMINEX-SSO

» Se colecta la informaciéon de la sefal de por lo menos 60 microesferas
individuales de cada regién (1D)

» El programa calcula y muestra el valor de la mediana de la intensidad de
Fluorescencia (MFI) de todos los eventos

Luminex.
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HLA

LUMINEX-SSO

> Andlisis y determinacion del tipaje:

Match ITENA

Difzz:z Spgismetd Ea

fjusted valo




> METODOLOGIA

» Deteccion simultanea de hasta 100 grupos de esferas en una unica suspension

» (Cada grupo de esferas tiene unido mezcla de antigenos o un antigeno
especifico

LIFECODES LIFESCREEN

Calll B S

| CLASS|  CLASSII CLASS|  CLASSII OLASS!  CLASSI |
(+] @ @ [+ ] [+ ] [+]

CLASSIID/LSAI CLASSIHID / LSAN CLASSI&II /LSAI &I

CRIBAIJE (Lifescreen) ANTICUERPOS ESPECIFICOS (LSA)
» Varios antigenos diferentes » Un antigeno en cada grupo de esferas
en cada grupo de esferas » Clase | : 92 antigenos (A, B, C)
» 7 esferas Clase | » Clase Il : 81 antigenos (DR, DQ, DP)
» 5 esferas Clase |l » lgG, C3d

LIFECODES®



HLA

LUMINEX-ANTICUERPOS
SCREENING LSA C3d
5 ul esferas + 12,5 ul suero 40 ul esferas + 10 ul suero 40 ul esferas + 10 ul suero
|, Agitar 30 min.a TA |, Agitar 30 min.a TA | Agitar 30 min.a TA
l 3 lavados l 3 lavados + 30 ul suero negativo
. o . o l 3 lavados
+ 50 ul conjugado diluido + 50 ul conjugado diluido
+ 50 ul conjugado C3d diluido
l Agitar 30 mina TA l Agitar 30 mina 1A l Agitar 30 mina TA
Diluir y leer en Lx Diluir y leer en Lx l 1lavado

Resuspendery leer en Lx




HLA

LUMINEX-ANTICUERPOS

» Se recolecta la informacién de la sefal de por lo menos 60 microesferas
individuales de cada regién (ID)

» El programa calcula y muestra el valor de la mediana de la intensidad de
Fluorescencia (MFI) de todos los eventos

Luminex.
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HLA

LUMINEX-ANTICUERPOS

> Analisis de anticuerpos: MATCHI T
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Técnica sencilla para determinacion de tipaje
Resolucién: baja - intermedia, alta (eRes)
Resultado 2-4-6 digitos o NMDP

Volumen: bajo - alto

Posibilidad de secuenciacidon usando el amplificado del SSO

Técnica sencilla para cribaje y deteccion de
anticuerpos especificos

Alta sensibilidad

Posibilidad de variar ajustes de asignacion
C3d

IgM

Permite comparar andlisis de diferentes fechas
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DIAGNOSTICA LONGWOOD

MARCO DE LA ORGANIZACION

DIAGNOSTICA LONGWOOD S.L. sz, : ;
- " |
> 1991: Constitucidon BF a0 $3 §R0%sdd BT o
77 ST RO TR
» 1992 Inicio de actividad Booe wrscmer o ctine U:.--,:.._«-:--lz-::,:;.:-m‘

» Actividad: Distribuicion en Espafa y Portugal de reactivos de diagndstico
in vitro

> Ambito: HLA, enfermedades genéticas, bancos de sangre y microbiologia
» 2011: Fabricaciéon productos propios

> 2012: Filial Blackhills Diagnostic Resources OQBDR

» 2013: Constitucion Diagnodstica Longwood Latinoamérica ? + -



Servicio al cliente y departamento de Soporte Técnico altamente
cualificados

Rapida respuesta ante incidentes

Representacion de empresas lideres

Incorporacion continua de nuevos productos
Importante inversion en equipos en cesion
Producto propio

Marca Espafna en actividad de transplantes
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TECNOLOGIA LUMINEX Y TRASPLANTE

DIAGNOSTICA LONGWOOD

MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCION

PABLO SANCHEZ

ASUNCION 21 Mayo 2014



