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» BioArray Solutions Ltd. Bylo zaloZzeno ve mésté Warren, New Jersey,
(USA) v roce 1997 skupinou védeckych vyzkumnikl — pracujicich na
multiplexni DNA metodé zalozené na mikroplose kulicek, ktera by

mohla ur€ovat mnoho SNPs v jediném testu

« ZapocCala spoluprace mezi firmou BioArray a krevni bankou New York

Blood Center (NYBC)

— Dr. Marion Reid si uvédomila potencial této technologie pro typovani krevng

skupinovych antigen

— V roce 2005 byl princip testu publikovan v Casopise Transfusion
— V roce 2007 publikovali vysledky > 2,355 darcu na 24 antigenu

A flexible array format for large-scale, rapid blood group
DNA typing

Ghazala Hashmi, Tasmia Shariff, Michael Seul, Prabhakar Vissavajjhala, Kim Hue-Roye,
Dalisay Charles-Pierre, Christine Lomas-Francis, Asok Chaudhuri, and Marion E. Reid
680 TRANSFUSION Volume 45, May 2005

Determination of 24 minor red blood cell antigens for more than
2000 blood donors by high-throughput DNA analysis

Ghazala Hashmi, Tasmia Shariff, Yi Zhang, Joan Cristobal, Chiu Chau, Michael Seul,
Prabhakar Vissavajjhala, Christopher Baldwin, Kim Hue-Roye, Dalisay Charles-Pierre,
Christine Lomas-Francis, and Marion E. Reid

736 TRANSFUSION Volume 47, April 2007
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3 hlavni komponenty systemu BioArray

BioArray Solutions
Information Service
(BASIS)

BioArray BeadChip Array Imaging System
Soupravy

Program urCeny k zpracovani a
manipulaci s vysledky

* 4 rizné profily testd: HEA, HPA, « PIn& automatizovany systém BeadChip testd

RhD, RhCE pro dlglta'lnl' ZpraCOVéni . Podporuje Véechny BeadCh|p
* Obsahuji vSechny potfebné obrazu aplikace

reagenty od extrakce DNA az po * Snima a generuje obraz « Prenasi informace, analyzuje

konec€ny vysledek BeadChip test L

Dostubné ve formatu 8-&ibovch eaalhnip testu data a generuje reporty
 Dostupné ve formatu 8-Cipovyc . : . L L

striptl nebo 96-gipovych desek Analyzuje a dekoduje obraz « Muze byt propojen pfimo s LIS

BeadChip testu nebo pomoci SW prostiednika,

» Poskytuji vysledky ve stejny den jako napf. Immucor ImmuLink

s vysokym vykonem

IMMUCOR. 3 All content © 2013 Immucor, Inc.



i‘#

oY BIOARRAY SOLUTIONS
.'*:.l’ AN IMMUCOR COMPANY

« Spolec¢nost Immucor Inc. rozpoznala duleZitost role DNA typovani pro ur¢ovani
krevnich skupin

« BioArray Solutions komercializovali svUj systém jen jako test pro ,vyzkumné ucely®
(‘Research Use Only’) a v US jej uspésné zavedli v nékolika krevnich bankach

» Spole€nost BioArray Solutions se stala soucasti firmy Immucor v roce 2008

« Firma Immucor investovala do zdokonaleni vyrobkl BioArray a prevedla je z
kategorie ‘Research’ do kategorie standardu VD MD ‘In-vitro Diagnostic Medical
Device’

| M M U C D R All content @ 2013 Immucor, Inc.
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Vyroba BeadChip testu




Prehled vyroby BioArray BeadChip testu

BioArray’s BeadChips jsou vyrabény ve
specialnim vyrobnim zavodé ve mésté
Warren, NJ, USA

Vyrobni proces je fizen v ramci BioArray
EN13485 certifikovanym systémem
managementu kvality

Systém fizeni jakosti BioArrayis je certifikovan podle standardu pro in-vitro
diagnostické zdravotnické prostredky podle Prilohy IV VDD (quality system approval
certificate number 4000290/A)

Rizeni jakosti zahrnuje jak vstupni materialy, komponenty, vyrobu, testovaci zafizeni,
tak i finalni produkt

— T —
All content @ 2013 Immucor, Inc.



Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

-

Krok 2

Funkcionalizace

-

Krok 3
Sestaveni BeadChip

-

Vyroba reagentu

Krok 4

Sestaveni BeadChip
nosice & QC

Krok 5
Sestaveni BeadChip
soupravy

All content @ 2013 Immucor, Inc.



Krok 1
Vyroba souboru kuli¢ek

Metoda je zalozena na
syntetickych kuliCkach, které
maji pramér pfiblizné 3
mikrometry

KuliCky jsou obarveny unikatni
barvou.

Kazda barva odpovida
jednotlivé alele v metodé

DiP
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Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

-

Krok 2
Funkcionalizace
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Krok 2
Funkcionalizace

]
Blood Group Genes

BioArray ziskava alely
specifickych
oligonukleotidu (sond),
které odpovidaji antigen
specifickym DNA
sekvencim

All content & 2013 Immucor, Inc.



Krok 2
Funkcionalizace

Zjednodu$eny priklad:

Fy2 kulicky jsou

vyrobeny navazanim Fy?
oligonukleotidovych sond ™.
K “modrym” kulickam.
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Krok 2
Funkcionalizace

Sondy rovhomeérné
pokryvaji veskery povrch
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kulicek.

Kazda kuliCka nese vice
nez 1 milion kopii sondy ﬁ
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Krok 2
Funkcionalizace

Tisice “modrych” Fy2
kuliCek jsou pokryty
odpovidajicimi Fy2
sondami.

All content @ 2013 Immucos, Inc.




Krok 2
Funkcionalizace

-
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Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

-

Krok 2
Funkcionalizace

-

Krok 3

Sestaveni BeadChip

testu

15
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Krok 3
Sestaveni
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alha,

Zpracovani kulicek je
opakovano pro vSechny
alely testu

atiha,

.....
""""

’’’’’

prrTN

Kazda alela je
4 reprezentovana vlastni
| Di jedineéné& obarvenou
S, kulickou.

-
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V tomto pfipadé modra
odpovida Fy2, Cervena
Fyb, Zluta Di@ a zelena

Dib.

Dokoncené kuliCky jsou
vSechny smichany
dohromady
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Krok 3
Sestaveni

All content @ 2013 Immucos, Inc.
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Krok 3
Sestaveni

Poolované kuliCky jsou
nahodné rozptyleny na
vyrobeny kfemikovy platek

KuliCky jsou navazany na
povrch vyrobeného platku.

Kazdy Cip o rozmérech
300um x 300um
obsahuje 4000+ nahodné
rozptylenych kulicek.

18
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Krok 3
Sestaveni

Kazdy kfemikovy platek je
rozfezan na jednotlivé
BeadChip testy

Kazdy jednotlivy BeadChip test
je pak nalepen na 8-Cipovy
nebo 96-Cipovy sklenény nosic.

Kazdy BeadChip nosic je také
unikatné identifikovan ¢arovym
koédem.

All content & 2013 Immucor, Inc.
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Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

-

Krok 2
Funkcionalizace

-

Krok 3

testu

21

Sestaveni BeadChipj

Krok 4
Sestaveni BeadChip
nosice & QC

All content @ 2013 Immucor, Inc.



Krok 4
Kontrola kvality

>4,000 ENCODED BEADS

V kone¢ném stadiu vyroby je pouZit pristroj (pracujici na principu
mikroskopu) k sejmuti barevného obrazu kazdého policka
BeadChip.

Tento barevny obrazek je analyzovan a je tak urCen kazdy typ
kulicky (podle jeji barvy) v kazdé z 4,000 pozic v jednotlivém
poliCku.

Tato data jsou analyzovana a srovnana s danymi kritérii kvality
vCetné minimalniho poc€tu kazdého typu kuliCky a ,Cetnosti
vyskytu kuliCek”. Kazdy nosicC, ktery obsahuje nevyhovujici

BeadChip, je vyrazen.

Tato informace o ‘mapé kuliCek’ je ulozena jako ‘dekdédovaci : o

soubor’ pro kazdy Cip. Tyto dekddovaci soubory jsou pak
ulozeny na CD dodavaném s kazdou soupravou. "‘gQOGG

| M M U C D E:? All content @ 2013 Immucor, Inc.
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Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

-

Krok 2
Funkcionalizace

-

Krok 3

testu

Sestaveni BeadChipj

23

Vyroba reagentu

Krok 4
Sestaveni BeadChip
nosice & QC

All content @ 2013 Immucor, Inc.




Krok 5
Vyroba diagnostik

Vedle BeadChip nosicu BioArray soupravy
obsahuji diagnostika potfebna k provedebni

testu

PCR smés (Oligonukleotidoveé
primery, dNTPs v pufru)

HotStarTaq™ polymerase’
Clean-up Reagent
Lambda exonukleaza

eMAP elongac¢ni smés (dNTPs,
fluorescently labelled dNTPs, DNA
polymerase)

(1) HotStarTaq is a trademark of F. Hoffman-La Roche Ltd.

24
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Vyroba souprav BeadChip v BioArray je proces o 5 krocich

Krok 1
Vyroba souboru
kulicek

Step 2

Funkcionalizace

-

Krok 3
Sestaveni BeadChip
testu

-

Vyroba reagentu

Krok 4

Sestaveni BeadChip
nosice & QC

25

Krok 5
Sestaveni BeadChip
soupravy

All content @ 2013 Immucor, Inc.
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Provedeni BeadChip testu




Provedeni eMAP BeadChip testu zahrnuje Ctyri hlavni

P N o Vel e Vel

opciactc

@ ) (3) @

BeadChip
analyza &
interpretace

Post-PCR

_ A MultiplexPcR L2

processing

Cas od zapoceti
testu

*vyZadovano jako vstup BeadChip testd. Cas provedeni mdze byt rozdilny.

IMMUCOR. o7 All content © 2013 Immucor, Inc.



DNA extrakce

DNA muze byt extrahovana ze vzorku plné krve (typicky ~200mL)

« Laboratofe mohou jiz mit zavedeny systém postupt pro izolaci DNA, které mohou byt
vyhovuijici pro BioArray metody

“Pro optimalni PCR amplifikaci je vyZzadovana minimalni koncentrace extrahované DNA 10 ng/uL”

« Jsou dostupné mnohé DNA extrakCni produkty
— Extrakcéni technologie zahrnujici kfemikové sloupce a magnetické kulicky

— Vysoce vykonné, automatizované metody mohou zpracovat vicenasobné vzorky
soucCasné v Case nékolika hodin

FE - é

1. Split open (lyse) » 2. Separate protein » 3. Wash &

cells and debris elute DNA

All content @ 2013 Immucor, Inc.
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Multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR)

BioArray BeadChip metody pouzivaji multiplexni PCR — nékolikanasobné cilové
sekvence jsou amplifikovany ve stejném Case

PCR proces amplifikuje cilovou oblast DNA, ktera obsahuje pozadovany
polymorfismus (SNPs)

— Jsou syntetizovany milliony kopii cilové DNA (amplikony)

Komponenty PCR zahrnuiji:
— oligonuckleotidové primery (odpovidajici DNA sekvencim) pro identifikaci cilovych oblasti
— dNTPs (DNA stavebni nukleotidy)
— HotStar TAQ Polymerazovy enzym

=
e

Ko PP

DNA segment of
interest

All content @ 2013 Immucor, Inc.
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(3) Post PCR Processing

« Po provedeni multiplexnich PCR ¢innosti je pouzit Clean-up Reagent pro odstranéni
zbytkovych primert a dNTP v amplifikovaném produktu

« Lambda Exonukleaza je nasledné pouzita pro vytvoreni jednovlaknové DNA (ssDNA)
selektivni destrukci jednoho viakna DNA vycisténého produktu

Process
1. Inkubace (37 °C) m 2. Inaktivace (80 °C) m) 3. Inkubace (37 °C) m) 4. Inaktivace (80 °C)
o O x>
/O - @
O O X

- Primer + dNTP
Lambda
Clean-up reagent
exonuclease

F—'—_ _\_-'-ﬁ
All content @ 2013 Immucor, Inc.



(4) BeadChip analyza (1)

« Jednovlaknové DNA amplikony jsou smichany s
Elongacnim Reagentem (fluorescenéné
znacené nukleotidy a DNA polymeraza)

» Prenesené na BeadChip a inkubovany

« Béhem inkubace jsou DNA amplikony
navazany na odpovidajici DNA sekvence
sond pfrislusnych kulicek

All content & 2013 Immucor, Inc.



BeadChip analyza (Il)

Rozliseni pomoci ALELE-SPECIFICKYCH

prodlouZeni

MATCH MISMATCH

DNA
Polymerase

» Pokud sekvence amlifikované DNA pFe*%V

odpovida 3’ koncové bazi, sonda je
prodlouzena pfi souasném
eMAP™ zakomponovani fluorescentnich znacek

v

» Pokud amplifikovana DNA neodpovida pfesné sondé,
DNA sonda neni prodlouzena, takze fluorescentni
znacCky nejsou navazany

F——'—_ _‘_—'-ﬁ
All content @ 2013 Immucor, Inc.



(a) BeadChip analyza (lll)

MISMATCH

» Array Imaging System (AlS400) zachyti obraz Cipu s
fluoroscentnimi (pozitivni) a nefluorescentnimi
(negativni) kulickami

» Obraz testu je pfeveden na data o intenzité pro
dalsi analyzu

Assay Image

» BASIS (BioArray Information System) slouci hodnoty analyzy
obrazu s dekddovaci informaci (mapa kuliek) pro vypocet
fluorescentni intenzity pro kazdy odpovidajici krevné
skupinovy gen.

— Vice nez 4000 kulicek je na kazdém policku BeadChip ‘ '

Fy?

All content @ 2013 Immucor, Inc.



(4) BeadChip interpretace

20000
Chip: HEAZ25251 2 Sample: 736
15000
10000
5000 —
0 —
}A{# q
& 2
&

Intensity of A> B Intensity of A< B Intensity of A~=B
Genotype = AA Genotype = BB Genotype = AB

Analyza dat pomoci BASIS: Intenzity jsou urCeny a
sjednoceny, je vytvoren rozliSovaci pomér a je pouzit
algoritmus predikce dané alely.

l M M U C D R All content @ 2013 Immucor, Inc.
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O BeadChip interpretace

10000
Chip: HEA30332_2  Sample: Piva Alessandrdgie 7040083837
8000
6000
4000 —
2000 —
. s 0
D’ata jsou analyzova’na, @Qif' *@’f;\”i % PP LAEL S TEPFFE € ISP
vysledky interpretovany a cEEae
reportovany pomoci programu FYAFY bralyi Cha

Chip count: 64 Threshold High = 0.321 Threshold Low = -0.456

BAS I S 1 +  Deha Value

---------------- —— Threshold Low
— Threshold High
06
0.2
B smssnsns

.. RH2 RH3 RH4 RH5 KEL1 KEL2 KEL3 KEL4 KEL6 KEL7 FY1 FY2 JK1 JK2 MNS1 MNS2 MNS3 MNS4 LU1 LU2 DI1 DI2 CO1 CO2 DO1 DO4 DO5 LW5 LW7 SC1 SC2
Sample Notes Status Detail b 0 T T I N o P Y b a a b
J Fy’ Fy’ K Jk° M N S s LW’ L’ Di" Di’ Co° Co’ Do’ Do’ Hy Jo° Lw® Lw’ Scl Sc2 HbS

a a

E ¢ e K k Kp* Kp

Js

HEA46817 13732482 + | 0| + |+ 0 + 0 + 0 + +|+[+]0 + + + + + | +|O0f|+] +] 0] + + + + O|+]|0]O0
HEA46817 2|3731512 + | 0| + |+ 0 + 0 + 0 + + | 0+ |+ 0 + 0 + Of+|O0f|+] +] 0] O + + + + 0O|+]0]O
HEA46817_3|3732139 + | 0| + + 0 + 0 + 0 + + |+ |+ |+ + + 0 + O|+|0]|+ ]| + 0 0 + + + + O|+|0]O0
HEA46817_4|3732538 + | 0| + |+ 0 + 0 + 0 + + |+ [+ ]+ + + 0 + of+|of|+] +]0]O0 + + + + O|+]|0]O0
HEA46817 5] 3731910 + | 0] 0|+ 0 + 0 + 0 + + |+ [0+ 0 + 0 + Of+|O0f|+] + ] 0] + + + + + 0O|+]0]O
HEA46817_6|3732222 + |+ | + + 0 + 0 + 0 + O|+|0]|+ + 0 0 + O|+|0]|+]| + 0 0 + + + + 0|+ |0]O0
HEA46817_7| 3732325 + |+ |+ |+ + + 0 + 0 + O+ |+ ]+ + 0 + + O+ [0 |+] + 0|0 + + + + 0O|+]|0]O0
HEA46817 8| 3731096 + |1 0] 0|+ 0 + 0 + 0 + + | 0f+]0 + 0 0 + Of+|O0f|+] + ] 0] + + + + + 0O|+]0]O

| M M U C O R All content @ 2013 Immucor, Inc.
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BeadChip soupravy

HEA BeadChip™ analyzuje 17 polymorfism(

spojenych s 11 krevné skupinovymi systémy

Blood group system |
Rh
KEL
Kidd
Duffy
MNS
Dombrock
Lutheran
Landsteiner Wiener
Diego
Colton

Scianna

Antigens

CcE eV VS

K, k, Js2 JsP, Kp@ Kp®

k@ Ik
Fy2 Fy®, Fy*, GATA
M, N, S, s, U, Uvar
Do? Dob, Hy, Jo?
Lu@ LuP
Lw? LwP
Di? Di®
Co?CoP®

Scl/2

HPA BeadChip™ analyzuje 11 PLT
glykoproteinovych polymorfismu

HPA-1(a/b)
HPA-2(a/b)
HPA-3(a/b)
HPA-4(a/b)

HPA-5(a/b)

HPA-6(a/b)
HPA-7(a/b)
HPA-8(a/b)
HPA-9(a/b)
HPA-11(a/b)

HPA-15(a/b)

RhD a RhCE
BeadChip
soupravy jsou
urCeny pro
zkoumani
predpokladanych
Rh variantnich
antigenu

Al content @ 2013 Immucos, Inc.




Aplikace v transfuznim lékarstvi
Literatura a konference prezentuji mnoho aplikaci typovani
antigenu, kde je pouZito genotypizace, véetné:

Darci “rozsirené typovani”
/// 2. Poly- nebo v posledni dobé transfundovani pacienti

/// 3. Pacientis AIHA
BioArray HEA BeadChip

/// 4. Pacienti s pozitivnim PAT

5. Pacienti s Thalasemii
6. Pacienti se srpkovitou anémii (SCD)
v" 7. Urceni RhD zygozity

/ 8. Urceni RhD a antigenu plodu z fetalnich DNA fragmentua v
plasmé matky

v 19.  Typovani RhD variant (variantni nebo slabé D) RhD BeadChip
~ 10. Redeni ABO diskrepanci

11. Typovani trombocytarnich antigen( BioArray HPA BeadChip

12. Typovani diagnostickych erytrocyt( BioArray HEA BeadChip



*

o
vy BIOARRAY SOLUTIONS
**‘*‘ AN IMMUCOR COMPAMNY
e * | |

* BioArray’s systems a jejich produkty byly nezavisle certifikovany v souladu s
evropskymi IVDD IVDD pozadavky

« HEA soupravy jsou certifikovany jako ZP List A — ekvivalentni serologickym
diagnostikum jako napf. Anti-C, Anti-Kell atd.
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M ‘ EC DESIGN EXAMINATION CERTIFICATE

I
l APPROVAL OF CONFORMITY CERTIFICATE D CHIUY 118 LTS Regiser Qualty ASiurance. o ody unde the tefr ‘
In accordance with the requi s of the In Vitro Di t d e v Ao M Che 8. f 1, sy wdemate. i £€ g ;
Medical Devices Directive 98/79/EC and the Medical Devices N sy SRt o ¢ !
[ ate s e
MANUFACTURER: C
3 ita 100
Bi 3 . -
e hnolo Suite PROBUCT NAME h and
Warren, Ne» e
RODUCT DESCRIPTION
r

Regulations 2002, UK Statutory Instrument 2002 No. 618

* Do soucasné doby bylo provedeno vice nez 650,000 BeadChip testu
— To je pfiblizné 20 miliont uréeni antigenu

f__ ——-H )
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