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Реализация технологии

Выступающий
Заметки для презентации
Наш опыт в разработках и производстве позволяет предложить лаборатории весь спектр необходимых реагентов для проведения такого рода анализов. Наборы для выделения ДНК, наборы реагентов для типирования, оборудование для детекции результатов, программное обеспечение для интерпретации. 

Метод обратной гибридизации на чипе включает в себя три этапа: 
проведение мультиплексной ПЦР, в ходе которой получаются одноцепочечные продукты, меченые флюорофором.  
Гибридизация на чипе, в ходе которой комплиментарно гибридизуются мишени на чипе и ПЦР продукты. После промывания в обычной воде, всё не связавшееся уходит с поверхности чипа. 
Сканирование и интерпретация. Детекция флюоресцентного сигнала происходит в сканере для чипов. Изображение можно анализировать визуально или с помощью ПО. 
Эти четыре этапа займут у пользователя в общей сложности до 5ти часов работы. При этом половина этого времени пройдет в режиме ожидания. Один из самых трудоемких этапов во всем этом будет этап выделения ДНК. Мы работаем над тем, чтобы убрать его из цепочки анализа. Это возможно сделать с помощью in Blood полимеразы, которая находится сейчас на этапе разработки в нашей биохимической лаборатории.

Посмотрим, как это могло бы выглядеть в реальной жизни.



Реализация технологии

Стекло

Мишень – синтетический              

олигонуклеотид

Зонд – одноцепочечный
продукт 
ассиметричной 

ПЦР 

Флуоресцентная 
метка – Су5 

Выступающий
Заметки для презентации
Наш опыт в разработках и производстве позволяет предложить лаборатории весь спектр необходимых реагентов для проведения такого рода анализов. Наборы для выделения ДНК, наборы реагентов для типирования, оборудование для детекции результатов, программное обеспечение для интерпретации. 

Метод обратной гибридизации на чипе включает в себя три этапа: 
проведение мультиплексной ПЦР, в ходе которой получаются одноцепочечные продукты, меченые флюорофором.  
Гибридизация на чипе, в ходе которой комплиментарно гибридизуются мишени на чипе и ПЦР продукты. После промывания в обычной воде, всё не связавшееся уходит с поверхности чипа. 
Сканирование и интерпретация. Детекция флюоресцентного сигнала происходит в сканере для чипов. Изображение можно анализировать визуально или с помощью ПО. 
Эти четыре этапа займут у пользователя в общей сложности до 5ти часов работы. При этом половина этого времени пройдет в режиме ожидания. Один из самых трудоемких этапов во всем этом будет этап выделения ДНК. Мы работаем над тем, чтобы убрать его из цепочки анализа. Это возможно сделать с помощью in Blood полимеразы, которая находится сейчас на этапе разработки в нашей биохимической лаборатории.

Посмотрим, как это могло бы выглядеть в реальной жизни.



Проведение анализа

Гибридизация 
на микрочипе Сканирование Анализ 

результатовАсимметричная ПЦР

Симметричная ПЦРПробоподготовка
выделение ДНК

Образец:
• Цельная кровь
• Сухие пятна
• Буккальный

эпителий

Выступающий
Заметки для презентации
Сканирование микрочипа после гибридизации – дело 30 секунд. Полученный результат можно анализировать визуально, если использовать координатную сетку, которую можно накладывать в ручную на изображение. 

По координатам не сложно найти, какая аллель детектируется сигналом. 

У нашей компании есть опыт написания программных приложений для интерпретации на микрочипах собственного производства. Критерии обработки позволяют достоверно определить наличие сигнала, предоставить статистику и отчеты. Результаты можно сохранять в электронном и распечатанном виде.   



Геномная организация HLA-комплекса

Выступающий
Заметки для презентации
Гены HLA осуществляют генетический контроль взаимодействия всех иммунокомпетентных клеток организма, распознавание своих и чужеродных (в том числе измененных собственных) клеток, запуск и реализацию иммунного ответа.  
Антигены, кодируемые генами локусов A, В и C, называют антигенами класса I, а кодируемые генами локуса D (сублокусы DR, DP, DQ и DW) – антигенами класса II. Эти антигены составляют главный комплекс гистосовместимости. Эти локусы находятся под прицелом и интересуют трансплантологов и эмбриологов. 

Аллели генов МНС очень полиморфны.





Аллельный полиморфизм



HLA I class Numbers of HLA Alleles Numbers of Alleles groups

HLA-A 4081 21

HLA-B 4 950 35

HLA-C 3 685 14

HLA II class Numbers of HLA Alleles Numbers of Alleles groups

HLA-DR A 7 1

HLA-DR B 2 440 13

HLA-DQ A1 94 6

HLA-DQ B1 1178 5

– существование множества устойчивых форм одного гена (аллелей) в популяции

Аллельный полиморфизм

Выступающий
Заметки для презентации
Всего, согласно базе данных hla.alleles.org найдено и опубликовано 3657 вариантов аллелей локуса А. Тот же порядок чисел у локусов В, С и D. Т.о., мультиплексность метода – неоспоримый плюс в поиске инструментов для изучения антигенов главного комплекса гистосовместимость.




• Sequence Specific Primer (SSP)
• Sequence Specific Oligonucleotides (SSO)
• Sequence-based typing (SBT)
• Next generation sequencing (NGS)

Методы типирования

Выступающий
Заметки для презентации
Выбор решений и производителей относительно невелик, особенно, если искать среди соотечественников. 
Есть основные методы типирования. Самый простой и думаю, что самый дешевый, из них это SSP. Среди отечественных производителей – ДНК технологии, они сделали типирование низкого разрешения на платформе «ПЦР реал-тайм». Детекцию методом разгона ПЦР продуктов в электрофоретическом геле предлагают One Lambda, Protrans и BAG healthcare. 
Метод SSO позволяет типировать на более высоком уровне. Такие продукты предлагают Immucor и Luminex, интересный метод предлагают BAG Healthcare, он ещё и дешевый по своей себестоимости, но не для пользователя (полагаю). Методы SSO не позволяет обнаруживать новые аллели локусов.
SBT или секвенирование по сенгеру предлагают сейчас много кто. Это и ONE Lambda тот же Protrans. Предлагают и ROSHE. Самые знаменитые и часто используемые SBT системы от ABI.  Метод не дешевый, к тому же не быстрый.
Ну и NGS. Очень чувствительный метод, высокая пропускная способность, но дорого. И опять же не быстро. Кроме того, большие объемы данных, которые надо анализировать. Полтора человека с большим потоком анализов не справятся. Illumina со своими HiSeq и NextSeq – монополисты. 



HLA I класса
(6 молекул)

HLA II класса
(6 молекул)

HLA-A

HLA-B

HLA-C

HLA-DP

HLA-DQ

HLA-DR

– экспрессия молекул HLA, закодированных в обеих хромосомах – от отца и матери, т.е. два гаплотипа

– набор генов HLA I и II классов, расположенных на одной хромосоме и наследуемых вместе.

Кодоминантная экспрессия 

Гаплотип

HLA II классаHLA I класса



E1 - A*03
E2 – A*25, A*32 кроме A*32:03
E3 - A*23
E4 - A*24
E5 - A*29
E6 - A*30, 01:02, 01:20, 01:190
F1 – A*02
F2 – A*80
F3 - A*36, A*03:260, A*01, кроме 01:69:01
F4 - A*43, A*29, A*68:130:02
F5 - A*01, A*26, A*34, A*43, A*80, 03:57, 24:302, 30:90 кроме 01:229, 26:03:01
F6 – A*11
G1 – A*30
G2 - A*32, A*74, A*02:65
G3 - A*33, кроме 33:03, 33:123N
G4 - A*31, A*33
G5 - A*69, A*02, кроме 02:02, 02:05, 02:08, 02:14, 02:65, 02:131, 02:376, 02:646,
02:651, 02:655
G6 - A*66, A*25, A*26, A*34
H1 - A*68, 02:651
H2 - A*34
H3 - A*02, A*03, A*29, A*30, A*31, A*32, A*33, A*34, A*36, A*68, A*69, A*74, 
A*24:03, A*24:207:02, A*24:387
Кроме A*02:16, A*02:19, A*02:77, A*02:131 A*02:376, A*29:03, A*32:26:02, 
A*32:101Q 
D4 – A*01, A*02, A*03, A*11, A*23, A*24, A*30, A*31, A*32, A*36, A*74, A*80
H4 – A*25, A*26, A*33, A*66, A*68, A*69
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Сканирование и анализ

Выступающий
Заметки для презентации
Сканирование микрочипа после гибридизации – дело 30 секунд. Полученный результат можно анализировать визуально, если использовать координатную сетку, которую можно накладывать в ручную на изображение. 

По координатам не сложно найти, какая аллель детектируется сигналом. 

У нашей компании есть опыт написания программных приложений для интерпретации на микрочипах собственного производства. Критерии обработки позволяют достоверно определить наличие сигнала, предоставить статистику и отчеты. Результаты можно сохранять в электронном и распечатанном виде.   
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Спасибо за внимание

Выступающий
Заметки для презентации
Осуществление такого проекта может значительно упростить процесс сбора данных о донорах крови, тканей, органов и костного мозга в России. И на рынке появится продукт, которому нет аналогов. 
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