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ES 236519513

DESCRIPCION
Genotipado HLA de alta resolucién y alto rendimiento mediante secuenciacién clonal
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los locus HLA de clase | y Il son los genes mas polimérficos del genoma humano, con un patrén complejo de
polimorfismo en mosaico localizado fundamentalmente en el exén 2 en los genes de clase Il y en los exones 2y 3 en
los genes de clase I. En los métodos actuales de tipado HLA, la resolucién a nivel de alelo de los alelos HLA,
elemento clinicamente importante en el caso del transplante de células madre hematopoyéticas, es técnicamente
complejo. Diversos estudios a gran escala han demostrado que una compatibilidad HLA precisa a nivel de alelo
entre el donante y el paciente mejora significativamente la supervivencia global del transplante al reducir la
incidencia y gravedad tanto de la enfermedad del injerto contra el huésped aguda como crénica y mejorar las tasas
de éxito del injerto. Cuando, por ejemplo, son compatibles 8 de 8 locus HLA de los mas significativos en
comparacién con 6 de 8, se incrementa la supervivencia tras el transplante un 60% a los 12 meses.

Es una practica habitual mantener registros de donantes de médula 6sea en los que se tipifica en millones de
donantes potenciales el HLA con una resolucién baja-media de los locus A, B, y en muchos casos DRB1. En base a
este tipado inicial, se seleccionan multiples donantes no relacionados y potencialmente compatibles y a continuacion
se procede al tipado con resoluciéon a nivel de alelo de estos locus y otros locus adicionales para identificar el
donante mas compatible con el receptor.

Hasta la fecha, la maxima resolucién del tipado HLA se obtiene mediante la secuenciaciéon del ADN basada en el
método de Sanger mediante fluorescencia con la utilizacion de electroforesis capilar. Sin embargo, pueden persistir
ambigliedades en los datos del tipado HLA debidas a la existencia de multiples polimorfismos entre alelos y las
resultantes ambigliedades de fase cuando ambos alelos se amplifican y secuencian a la vez. Resolver estas
ambigliedades requiere de procedimientos de larga duracién tales como amplificar y luego analizar los dos alelos
por separado.

Los métodos de secuenciacion de nueva generacion propagan clonalmente en paralelo millones de moléculas
individuales de ADN las cuales a continuacién son secuenciadas en paralelo. Recientemente, las longitudes de
lectura obtenibles mediante uno de estos métodos de secuenciacion mediante pirosecuenciacion de nueva
generacién (454 Life Sciences, Inc.) ha aumentado a més de 250 nucledtidos. La presente invencion da a conocer
métodos de genotipado HLA mejorados basados en el descubrimiento de que la secuenciacién clonal puede
utilizarse para fijar la fase de los polimorfismos asociados con un exén y hace posible la determinacion inequivoca
de la secuencia de cada alelo HLA.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que el genotipado HLA de 8 locus puede realizarse
en muestras obtenidas de multiples individuos en un solo ciclo de secuenciacion. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, la presente invencién da a conocer un método para la determinacion de los genotipos de los genes
HLA, HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1 para mas de un individuo en paralelo,
comprendiendo dicho método:

(a) amplificar para cada individuo los exones de los genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1,
DPA1, y DPB1 que comprenden sitios polimérficos obteniendo amplicones HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1,
DQAT1, DQB1, DPA1, y DPB1 de cada individuo, de forma que cada reaccion de amplificacion se realiza
con un cebador directo y un cebador inverso para amplificar un exén de gen HLA, de manera que:

(i) el cebador directo comprende las siguientes secuencias, en sentido 5’ a 3': una secuencia de
adaptador, una secuencia de identificacién molecular, y una secuencia HLA; y

(i) el cebador inverso comprende las siguientes secuencias, en sentido 5’ a 3': una secuencia de
adaptador, una secuencia de identificacién molecular, y una secuencia HLA;

(b) agrupar los amplicones HLA de mas de un individuo y realizar una PCR en emulsion;

(c) determinar la secuencia de los amplicones HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1
de cada individuo utilizando una pirosecuenciacién en paralelo; y

(d) asignar los alelos HLA de cada individuo mediante la comparacién de la secuencia de los amplicones
HLA con la secuencia conocida del HLA para determinar qué alelos HLA estan presentes en el individuo.
En realizaciones preferentes, segun la presente invencién, el cebador directo o inverso para amplificar el
amplicon HLA posee la secuencia de la regiéon que se hibrida con el HLA de uno de los cebadores que se
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muestran en la Tabla 1. Dicho cebador puede contener adicionalmente la secuencia de una region
adaptador de uno de los cebadores que se muestran en la Tabla 1. En realizaciones preferentes
adicionales, el cebador también puede contener una etiqueta de identificacién individual de uno de los
cebadores de la Tabla 1. En realizaciones especialmente preferentes, el cebador posee la secuencia de
uno de los cebadores de la Tabla 1.

Ademas, la invencion da a conocer un kit que comprende pares de cebadores para obtener amplicones HLA para
determinar los genotipos HLA de los genes HLA HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1 de
mas de un individuo en paralelo, en el que los pares de cebadores comprenden un cebador directo y un cebador
inverso para amplificar un ex6n de gen HLA, de manera que: (i) el cebador directo comprende las siguientes
secuencias, en sentido 5’ a 3’: una secuencia de adaptador, una secuencia de identificacion molecular, y una
secuencia HLA; y (ii) el cebador inverso comprende las siguientes secuencias, en sentido 5’ a 3’: una secuencia de
adaptador, una secuencia de identificacién molecular, y una secuencia HLA. En las realizaciones preferentes el kit
comprende uno o mas de los cebadores directos e inversos mostrados en la Tabla 1. En otras realizaciones
preferentes, el kit comprende pares de cebadores para amplificar exones para genotipar los genes HLA HLA-A, HLA-
B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1, en el que cada par de cebadores se selecciona entre los cebadores
mostrados en la Tabla1l.

La presente invencién da a conocer adicionalmente un kit que comprende uno o mas pares de cebadores, en el que
cada par de cebadores comprende un cebador directo para obtener un amplicon HLA que posee la secuencia de
una regién de hibridacion a HLA de uno de los cebadores mostrados en la Tabla 1; y un cebador inverso para
obtener un amplicén HLA que posee la secuencia de una regién de hibridacién a HLA de uno de los cebadores
mostrados en la Tabla 1. Dicho cebador comprende adicionalmente una regién adaptador que posee una de las
secuencias mostradas en la Tabla 1. En realizaciones preferentes adicionales, el cebador posee una etiqueta de
identificacion individual de uno de los cebadores mostrados en la Tabla 1. En realizaciones especialmente
preferentes, el cebador directo posee la secuencia de uno de los cebadores mostrados en la Tabla 1 y el cebador
inverso posee la secuencia de uno de los cebadores mostrados en la Tabla 1.

Ademas, la invencién da a conocer un kit, que comprende quince pares de cebadores HLA, de manera que los pares
de cebadores amplifican el exdn 2, el exdn 3 y el exén 4 de HLA-A; el exdn 2, el exén 3 y el exdn 4 de HLA-B; el
exon2, el exon 3y el exdn 4 de HLA-C; el exén 2 DRB1, el ex6n 2 DPB1, el exon 2 DPAT1, el exon 2 DQA1; y el exon
2y el exén 3 de DQB1. En realizaciones preferentes, la invencion da a conocer un kit que comprende al menos seis
pares de cebadores, o al menos ocho, nueve, diez, once, doce, trece o catorce pares de cebadores.
Preferentemente, los pares de cebadores se seleccionan de los cebadores mostrados en la Tabla 1.

Ademas, la presente invencién da a conocer un kit, que comprende pares de cebadores multiples para cada par de
cebadores que amplifica el exdn2, el exén 3 y el exén 4 de HLA-A; el exon2, el exdn 3 y el exén 4 de HLA-B; el
exon2, el exén 3y el exdn 4 de HLA-C; el exén 2 DRB1, el exén 2 DPB1, el exén 2 DPAT1, el ex6n 2 DQAT1; y el exdn
2y el exdn 3 de DQB1, en el que los pares de cebadores multiples que amplifican una regién exénica individual de
interés posee la misma regidon de hibridacion con el HLA y la misma regién adaptador, pero etiquetas de
identificacion diferentes. En realizaciones preferentes, existen 12 o mas pares de cebadores multiples para cada
region exonica de interés, teniendo los pares de cebadores etiquetas de identificacion multiple diferentes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una descripcién esquematica de un cebador de fusion directo e inverso de la presente
invencion.

La figura 2 es un histograma de la longitud de lectura.
La figura 3 muestra la profundidad de lectura del total de lecturas directas e inversas.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término “alelo”, tal como se utiliza en la presente invencion, se refiere a una secuencia variante de un gen. Un
alelo puede estar formado por una o mas diferencias genéticas. En el caso de los alelos HLA, un alelo esta formado
tipicamente por multiples diferencias genéticas. Se muestran ejemplos de secuencias de alelos HLA en Mason y
Parham (1998) Tissue Antigens 51: 417-66, donde se muestra un listado de alelos de HLA-A, HLA-B, y HLA-C y en
Marsh y otros (1992) Hum. Immunol. 35:1, donde se muestra un listado de alelos de DRA, DRB, DQA1, DQB1,
DPA1 y DPB1.

Los términos “"polimérfico” y "polimorfismo”, tal como se utilizan en la presente invencion, se refieren a la situacién en
la cual pueden hallarse en una poblacién dos o mas variantes de una secuencia gendmica especifica, o de la
secuencia de aminodcidos codificada. Una posicion polimérfica hace referencia a un sitio en el acido nucleico en el
cual se produce una diferencia de nucleétidos que distingue las variantes. Tal como se utiliza en la presente
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invencion, un “polimorfismo de nucleétido simple”, o SNP, hace referencia a un sitio polimérfico formado por una sola
posicion de nucleodtido.

El término “genotipo” se refiere a una descripcién de los alelos de un gen o genes contenidos en un individuo o una
muestra. Tal como se utiliza en la presente invencion, no se hace ninguna distincién entre el genotipo de un
individuo y el genotipo de una muestra obtenida de dicho individuo.

Tal como se utiliza en la presente invencion, “determinar el genotipo” de un gen HLA se refiere a determinar los
polimorfismos del HLA presentes en los alelos individuales de un individuo. En la presente invencion, “determinar el
genotipo de un gen HLA-A” se refiere a identificar los residuos polimorficos presentes en al menos el exén 2 y el
exon 3, y tipicamente el exdn 4, en las posiciones que son determinantes alélicos de un alelo del gen HLA-A. En la
presente invencion, “determinar el genotipo de un gen HLA-B” se refiere a identificar los residuos polimérficos
presentes en al menos el exén 2 y el exdn 3, y tipicamente el exdn 4, en las posiciones que son determinantes
alélicos de un alelo del gen HLA-B; y “determinar el genotipo de un gen HLA-C” se refiere a identificar los residuos
polimérficos presentes en al menos el exén 2 y el exén 3, y tipicamente el exén 4, en las posiciones que son
determinantes alélicos de un alelo del gen HLA-C. Igualmente, en la presente invencion, “determinar el genotipo” de
los genes DRB1, DPB1, DPA1 o DQAT1 se refiere a identificar los residuos polimorficos presentes en el exon 2 en las
posiciones que son determinantes alélicos de dichos genes y se refiere a identificar los residuos polimorficos
presentes en el exdn 2 y el exdn 3 en las posiciones que son determinantes alélicos de un alelo DQB1.

Tal como se utiliza en la presente invencién, un “determinante alélico” se refiere a un sitio polimérfico en el cual la
presencia de una variacion da lugar a una variacion en el antigeno HLA.

El término “regidn diana” se refiere a una region de un acido nucleico, en la presente invencion, un gen HLA, en la
que se quiere analizar la presencia de sitios polimérficos.

Por “oligonucleottido” se entiende un polimero de nucleétidos de una sola cadena formado por mas de 2 subunidades
de nucledtido unidas entre si de forma covalente. Un cebador oligonucleétido, tal como se utiliza en la presente
invencion, tiene de forma caracteristica aproximadamente entre 10 y 100 nucleétidos de longitud, habitualmente
entre 20 y 60 nucledtidos de longitud. Los grupos azucar de las subunidades de nucledtido pueden ser ribosa,
deoxiribosa, o derivados modificados de las mismas tales como o-metil ribosa. Las subunidades de nucle6tido de un
oligonucledtido pueden estar unidas por enlaces fosfodiéster, fosforotioato, metil fosfonato u otros, incluyendo, pero
sin caracter limitante, enlaces raros o no naturales, que no impidan la hibridacién del oligonucleétido. Ademas un
oligonucledtido puede tener nucleétidos poco comunes o grupos no nucleétido. Un oligonucleétido, tal como se
describe en la presente invencién, es un acido nucleico, preferentemente ADN, pero puede ser ARN o poseer una
combinacion de ribonucledtidos y deoxiribonucleétidos unidos covalentemente. Los oligonucleétidos con una
secuencia definida pueden producirse mediante técnicas conocidas por aquellos con un conocimiento normal de la
técnica, por ejemplo mediante sintesis quimica o bioquimica, y mediante expresion in vitro o in vivo de moléculas de
acido nucleico.

El término “cebador” se refiere a un oligonucle6tido que actia como punto de iniciacion de la sintesis de ADN bajo
condiciones en las cuales se induce la sintesis de un producto de extensién del cebador complementario con
respecto a una cadena de acido nucleico en un tampoén adecuado y a una temperatura adecuada. Un cebador es
preferentemente un oligodeoxiribonucleétido de cadena Unica. En la presente invencién, un cebador incluye una
“region de unién a HLA” o una “region de hibridacion a HLA” exacta o substancialmente complementaria a la
secuencia HLA de interés. Esta regién del cebador tiene caracteristicamente entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 25, 30, 35 6 40 nucleétidos de longitud.

Tal como se utiliza en la presente invencion, una “regiéon adaptador” de un cebador se refiere a la region de una
secuencia de cebador en el extremo 5’ que es universal para los amplicones HLA obtenida segun los procedimientos
descritos en la presente invencién y que proporciona secuencias que se hibridan a un oligonucleétido presente en
una macroparticula u otra superficie solida para realizar la PCR de emulsién. La “region adaptador” puede servir
ademas de sitio al cual se une un cebador de secuenciacidon. La region adaptador posee caracteristicamente
aproximadamente entre 15y 30 nucleétidos de longitud.

Los términos “etiqueta de identificadora individual”, “codigo de barras”, “etiqueta de identificacion”, “etiqueta de
identificacién multiplex”, “etiqueta de identificacién molecular” o “MID” se utilizan de forma intercambiable en la
presente invencion para referirse a una secuencia de nucleétidos presente en un cebador que sirve como marcador
del ADN obtenido de un individuo en concreto.

Tal como se utilizan en la presente invencién, los términos “acido nucleico”, “polinucleétido” y “oligonucledétido” se
refieren a cebadores y fragmentos de oligdmeros. Los términos no quedan limitados por la longitud y son genéricos
para polimeros lineales de polideoxiribonucleétidos (que contienen 2-deoxi-D-ribosa), poliribonucleétidos (que
contienen D-ribosa), y cualquier otro N-glicésido de una base purina o pirimidina, o de bases purina o pirimidina
modificadas. Estos términos incluyen ADN de cadena Unica o doble, asi como ARN de cadena Unica o doble.
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Un &cido nucleico, polinucleétido u oligonucleétido puede contener enlaces fosfodiéster o enlaces modificados que
incluyen, pero no sin caracter limitante, enlaces fosfotriéster, fosforamidato, siloxano, carbonato, carboximetiléster,
acetamidato, carbamato, tioéter, fosforamidato puente, metileno fosfonato puente, fosforotioato, metilfosfonato,
fésforoditioato, metilfosfonato, fésforoditioato puente, fésforotioato puente o sulfona y combinaciones de los mismos.

Un &acido nucleico, polinucleétido u oligonucledtido puede contener las cinco bases naturales (adenina, guanina,
timina, cistosina y uracilo) y/u otras bases diferentes de las naturales. Estas bases pueden tener diversos objetivos
como por ejemplo estabilizar o desestabilizar la hibridacién; promover o inhibir la degeneracion de las sondas; o
como puntos de union para grupos detectables o grupos inhibidores de la fluorescencia. Por ejemplo, un
polinucleétido de la presente invencién puede contener uno o mas grupos base modificados, no estandar o
derivatizados, incluyendo, pero sin caracter limitante, N6-metiladenina, N6-tert-butilbencil-adenina, imidazol,
imidazoles sustituidos, 5-fluorouracilo, 5 bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-
acetilcitosina, 5 (carboxihidroximetil)uracilo, 5 carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5 carboximetilaminometiluracilo,
dihidrouracilo, beta-D-galactosilqueosina, inosina, N6 isopenteniladenina, 1-metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-
metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-
metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, acido uracilo-5-oxiacético (v), wibutosina, pseudouracilo, queosina, 2
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster metilo del acido uracilo-5-oxiacético, 3-
(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo, (acp3)w, 2,6- diaminopurina, y 5-propinil pirimidina. Pueden hallarse otros
ejemplos de grupos base modificados, no estandar o derivatizados en las patentes U.S.A. n® 6.001.611; 5.955.589;
5.844.106; 5.789.562; 5.750.343; 5.728.525; y 5.679.785. Ademas, un &cido nucleico, polinucleétido u
oligonucledtido puede contener uno o més grupos azucar modificados incluyendo, sin caracter limitante, arabinosa,
2-fluoroarabinosa, xilulosa, y una hexosa.

El término “condiciones de amplificacion” se refiere a las condiciones utilizadas en una reacciéon de amplificacion (por
ejemplo una amplificacién PCR) que permiten la hibridacion de un polinucleétido extensible (por ejemplo un cebador)
con un nucleétido diana, y la extension dependiente del molde del polinucleétido extensible. Tal como se utiliza en la
presente invencion, las “condiciones de amplificacion” o las condiciones suficientes para amplificar un &cido nucleico
diana son bien conocidas en la técnica. Ver, por ejemplo, PCR Primer: A Laboratory Manual (“Cebadores para PCR.
Un manual de laboratorio, de Dieffenbach y Dveksler, editores., 2003, Cold Spring Harbor Press; y PCR Protocols
(“Protocolos de PCR”), Bartlett y Stirling, editores., 2003, Humana Press.

El término “amplificacion”, tal como se utiliza en la presente invencién, en el contexto de una reaccion de
amplificacion de un acido nucleico se refiere a una reaccién que incrementa las copias de un molde de &cido
nucleico, por ejemplo, la secuencia de acido nucleico diana.

Introduccion

La presente invencion da a conocer métodos para el genotipado HLA basados en el descubrimiento de que puede
utilizarse un analisis de secuenciacién clonal, en paralelo, multiplex, para genotipar al menos 3, tipicamente al
menos 6 y preferentemente al menos 8 locus HLA en mudltiples individuos al mismo tiempo. Los métodos de
secuenciacion de nueva generacion propagan clonalmente en paralelo millones de moléculas de ADN individuales,
las cuales son a continuacion secuenciadas en paralelo. Recientemente, las longitudes de lectura obtenibles con
uno de dichos métodos de secuenciacion de nueva generacion (454 Life Sciences, Inc.) ha aumentado a mas de
250 nucledtidos. Estas longitudes de lectura clonal hacen posible fijar la fase de los polimorfismos asociados con un
exoén y por lo tanto la determinacion inequivoca de la secuencia de cada alelo HLA. En la presente invencion, el
sistema tiene un rendimiento lo suficientemente elevado como para permitir el tipado completo de 8 locus HLA de
multiples individuos, por ejemplo 24 o 48 individuos, en un solo ciclo de secuenciacion utilizando una plataforma de
pirosecuenciacion, tal como se describe en esta memoria.

La secuenciacién de amplicones altamente multiplexada de la presente invencion utiliza secuencias etiqueta internas
especificas de la muestra (etiquetas con codigo de barras o MIDs) en los cebadores para permitir el agrupamiento
de muestras manteniendo, sin embargo, la capacidad de asignar las secuencia a un individuo concreto. En la
presente invencién, pueden obtenerse los genotipos HLA de al menos ocho locus (HLA-A, B, C, DRB1, DQAT1,
DQB1, DPA1, DPB1), asi como DRB3, 4 y 5 a partir de los datos generados por la secuenciacién. Este sistema de
secuenciacion HLA también puede detectar mezclas quiméricas, por ejemplo, la deteccién de alelos maternos no
transmitidos raros presentes en la sangre de los pacientes con SCID (Inmunodeficiencia combinada severa).

Genes HLA

El complejo del sistema antigeno leucocitario humano (HLA) abarca aproximadamente 3,5 millones de pares de
bases en el brazo corto del cromosoma 6. Las regiones principales son las regiones de clase | y clase Il. Los
antigenos principales de Clase | son HLA-A, HLA-B, y HLA-C y los principales antigenos de Clase Il son HLA-DP,
HLA-DQ y HLA-DR. Los locus HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR codifican las cadenas a y B de los antigenos HLA-DR,
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DP y DQ. Los genes HLA se encuentran entre los genes més polimorficos. Los polimorfismos que se expresan en el
antigeno HLA (y que por lo tanto son de gran interés en la tipificacion para el transplante) se localizan
fundamentalmente en el exén 2 de los genes de clase Il y en los exones 2 y 3 de los genes de clase |.

Tal como se describe en la presente invencién, el genotipo de un gen HLA, se refiere a determinar los polimorfismos
presentes en dicho gen HLA. Para HLA-A, los polimorfismos presentes en el exén 2 y el exdn 3 se determinan
mediante la secuenciacién de amplicones generados mediante PCR a partir de un individuo. En las realizaciones
tipicas, también se determina la secuencia del exdén 4. Para obtener amplicones, se amplifican en reacciones de
PCR individuales tanto el exdn 2, como el ex6n 3, y el exén 4 o regiones de los mismos que contienen los
determinantes alélicos. De forma similar se obtienen amplicones del exén 2 y el exén 3, y en algunas realizaciones
del exén 4 de los alelos HLA-B y HLA-C de un individuo. Para genotipar los alelos de clase I, se obtienen
amplicones del exén 2 de DRB1, DPB1, DPA1 y DQA1 y de los exones 2 y 3 de DQB1. Al poder secuenciar
completamente cada ex6n, mediante la secuenciacion de ambas cadenas con una superposicién suficiente entre las
lecturas desde cualquier extremo, pueden asignarse alelos HLA especificos de forma inequivoca.

Se amplifica individualmente cada exén de cada muestra de un individuo utilizando cebadores dirigidos
especificamente al exdn de interés, o a la region polimorfica del exén de interés para su amplificacion. Los
cebadores utilizados en la reaccién de amplificacion incluyen secuencias adicionales: secuencias adaptador para la
PCR en emulsion y una secuencia de identificacion que sirve como marcador del ADN de cada individuo en
concreto.

Cebadores de amplificacion

La presente invencion utiliza cebadores de amplificacion que amplifican los exones de interés de los genes HLA.
Tipicamente, los cebadores se disefian para garantizar que se obtiene toda la parte polimoérfica del exdn.

En la presente invencién, las secuencias de los cebadores para la amplificacion mdultiple de la invencién estan
disefadas de manera que incluyen secuencias que pueden ser utilizadas para facilitar la secuenciacién clonal y el
andlisis. Los cebadores de amplificacion de la presente invencién (también denominados en la misma “cebadores de
fusion”) incluyen por lo tanto los siguientes componentes: un adaptador, una etiqueta de identificacion exclusiva y
una secuencia que se hibrida con un gen HLA de interés para ser utilizado en una reaccién de amplificacion para
obtener un amplicon. La figura 1 muestra una representacion esquematica de un cebador de fusién de la presente
invencion.

Las partes adaptador de las secuencias de cebador se hallan en el extremo 5 de los cebadores de fusién de los
amplicones. Las regiones adaptador comprenden secuencias que sirven de lugar de hibridacién de los cebadores
para la reaccién de secuenciacién y también se corresponden con las secuencias presentes en las perlas, o en una
superficie sélida de manera que el amplicon puede hibridarse a la superficie para realizar la PCR de emulsion. El
cebador directo para amplificar un exén HLA incluye una secuencia adaptador en el extremo 5’, denominada en la
presente invencién como region adaptador A. El cebador inverso comprende una regiéon que contiene una secuencia
adaptador en el extremo 5’, denominada en la presente invencion como region adaptador B. Tal como se ha
sefialado, las secuencias presentes en la regién adaptador y sus complementarias permiten la hibridaciéon de los
amplicones a las perlas para llevar a cabo la PCR en emulsién. Opcionalmente, el adaptador puede incluir ademas
una secuencia clave discriminadora exclusiva compuesta por una secuencia de nucleétidos no repetidos (es decir,
ACGT, CAGT, etc.). Esta secuencia clave se incorpora tipicamente para distinguir los amplicones del genotipado
HLA de las secuencias control que se incluyen en la reaccién. Dichas secuencias se describen, por ejemplo, en
W0O/2004/069849 y WO 2005/073410. En, por ejemplo, WO/2006/110855 se proporcionan consejos adicionales para
la configuracion de cebadores con adaptador.

En algunas realizaciones, las secuencias adaptador a utilizar en la presente invenciéon son las secuencias del
cebador A y del cebador B para el sistema de secuenciacion 454 GS-FLX 454 (Roche Diagnostics). La secuencia
del cebador A es 5 GCCTCCCTCGCGCCA 3’ (identificador de secuencia n®: 1). La secuencia del cebador B es 5
GCCTTGCCAGCCCGC 3’ (identificador de secuencia n%: 2). Tal como se ha sefalado anteriormente, los cebadores
contienen tipicamente secuencias “clave” adicionales que proporcionan identificacion a la secuenciacion para
distinguir los amplicones de las secuencias control.

Los cebadores de PCR para ser utilizados en los métodos de genotipado HLA de la presente invencién comprenden
ademas etiquetas identificadoras individuales. Estas etiquetas identificadoras individuales se utilizan para marcar los
amplicones HLA de cada individuo que se esta analizando, Las secuencias HLA de interés se amplifican a partir de
una muestra de acido nucleico de un individuo que se quiere genotipar. Tal como se ha explicado anteriormente, los
exones HLA, o regiones de los exones, que contienen los polimorfismos que actian como determinantes alélicos se
amplifican de forma individual. Los amplicones obtenidos de un individuo se marcan con la misma etiqueta de
identificacion. La etiqueta se incluye en los cebadores de fusion que se utilizan para amplificar cada amplicén de
cada individuo. En consecuencia, las etiquetas de identificacion también se secuencian en la reaccion de
secuenciacion. Las etiquetas ID se presentan en los cebadores de fusién utilizados para obtener los amplicones HLA
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entre la region adaptador y la region de cebado HLA del cebador de fusion.

Las etiquetas de identificacion pueden tener longitudes diferentes. Tipicamente, la etiqueta tiene una longitud de al
menos 4 6 5 nucledtidos. En algunas realizaciones, puede ser deseable tener secuencias de identificacion mas
largas, por ejemplo de 6, 8 6 10 o mas nucleétidos de longitud. La utilizacién de dichas secuencias es bien conocida
en la técnica (ver por ejemplo Thomas, y otros Nat. Med., 12:852-855, 2006; Parameswaran y otros, Nucl. Acids
Res., 35:130, 2007; Hofmann y otros, Nucl. Acids Res. 35:€91, 2007). En la mayoria de realizaciones de la
presente invencion, la etiqueta de identificacién tiene una longitud entre 4 y 10 nucleétidos.

Las secuencias identificadoras individuales pueden disefiarse teniendo en cuenta ciertos parametros. Por ejemplo, al
disenar una etiqueta ID de 4 residuos, es deseable escoger 4 bases que tengan en cuenta el ciclo de flujo de los
nucleétidos en la reaccién de secuenciacién. Por ejemplo, si los nucleétidos se afiaden el orden T, A, C, y G, es
tipicamente deseable disefar la secuencia etiqueta de manera que un residuo positivo sea seguido de un residuo
que sea negativo. En consecuencia, en este ejemplo, si una secuencia etiqueta empieza por un residuo “A” de
manera que el nucleétido incorporado en la reaccién de secuenciacion es T, el segundo nucleétido en la secuencia
etiqueta seria un nucleétido tal que no se incorpore A. Ademas, es deseable evitar la formacion de homopolimeros,
ya sea dentro de la secuencia etiqueta o generandolos debido a la ultima base de la regiéon adaptador o la primera
base de la region HLA-especifica del cebador de fusion.

La regién de cebado HLA (también denominada en la presente invencién region de unién a HLA, o regién de
hibridacion a HLA) de los cebadores de fusién es la regiéon del cebador que se hibrida con la secuencia HLA de
interés para amplificar el exén deseado (o en algunas realizaciones, regién del exon). Tipicamente, la region HLA del
cebador de fusién se hibrida a una secuencia intrénica adyacente al exén que se desea amplificar para obtener la
secuencia completa del exon. Las secuencias HLA se seleccionan preferentemente para amplificar selectivamente el
exén HLA de interés, aunque en algunas realizaciones, un par de cebadores también puede amplificar una regién
altamente similar de un gen HLA relacionado. Por ejemplo, los cebadores para el exén 2 de DRB 1 descritos en la
seccién de ejemplos siguiente también amplifican los locus DRB3, DRB4, y DRB5. Los cebadores se seleccionan de
manera que el exén se amplifica con especificidad suficiente para permitir la determinacién inequivoca del genotipo
HLA a partir de la secuencia.

Las secuencias de los alelos y genes HLA son conocidas y estan disponibles en varias bases de datos, incluyendo
GenBank y otras bases de datos de genes y han sido publicadas (ver, por ejemplo Mason y Parham (1998) Tissue
Antigens 51: 417-66, que ofrece un listado de los alelos HLA-A, HLA-B, y HLA-C; Marsh y otros (1992) Hum.
Immunol. 35:1, que ofrece un listado de los alelos HLA de Clase Il DRA, DRB, DQA1, DQB1, DPA1,y DPBH1).

Los cebadores para la PCR pueden disefiarse en base a los principios conocidos en la técnica. En la literatura
cientifica pueden hallarse diversas estrategias para el disefio de cebadores, por ejemplo, en Rubin, E. y A. A. Levy,
Nucleic Acids Res, 1996.24 (18):p. 3538-45; y Buck y otros, Biotechniques, 1999.27 (3): p. 528-36. Por ejemplo, la
region HLA-especifica del cebador tiene tipicamente una longitud de aproximadamente 20 nucleétidos o mas, por
ejemplo entre 20 y 35 nucleétidos. Otros parametros que se tienen en cuenta son el contenido G/C, caracteristicas
de disefo para evitar una estructura secundaria interna y evitar la formacién de dimeros de cebador, asi como las
temperaturas de fusion (Tm).

En la tabla 1 se muestran ejemplos de cebadores para ser utilizados en la presente invencion. En la tabla 1, los
cebadores directos tienen la secuencia del cebador “A” del sistema de secuenciacion 454 en el extremo 5’, seguida
de una clave de cuatro nucleétidos (TCAG), que forman conjuntamente la regién adaptador; seguida de la etiqueta
identificadora (4 nucleotidos, si no se menciona lo contrario); que se continla con la regiéon que se hibrida con el gen
HLA indicado. Los cebadores inversos poseen la secuencia del cebador “B” del sistema de secuenciacién 454 en el
extremo 5, seguida de la clave de cuatro nucle6tidos TCAG, que forman conjuntamente la region adaptador,
seguida de la region de etiqueta identificadora, seguida de la region HLA-especifica.

Los cebadores utilizados en los métodos de la presente invencion pueden comprender una region de hibridacion a
HLA de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1. En otras realizaciones, dichos cebadores pueden comprender
una parte que es substancialmente idéntica a la secuencia de las regiones de hibridacién a HLA mostradas en la
tabla 1. Por lo tanto, por ejemplo, un cebador de la invenciéon puede comprender al menos 10, 15, 20 6 mas
nucleétidos contiguos de la regién de hibridacién a HLA de los cebadores mostrados en la tabla 1.

Las amplificaciones HLA de cada individuo del que se quiere genotipar el HLA se realizan por separado. A
continuacion se agrupan los amplicones de cada individuo para la PCR en emulsion y el analisis de secuencia
subsiguientes.

El molde de acido nucleico utilizado para amplificar el amplicén HLA de interés se obtiene tipicamente de ADN
gendmico aislado del individuo que quiere genotiparse. En el presente método, se genotipa el HLA de mas de un
individuo en reacciones paralelas. En la presente invencion se genotipa el HLA de al menos 12 individuos, y
tipicamente al menos 16, 20, 24, 30, 36, o 48 individuos.
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Los amplicones HLA pueden obtenerse utilizando cualquier tipo de reaccion de amplificacion. En la presente
invencion se generan amplicones multiplex mediante PCR utilizando pares de cebadores, tal como se describen en
la presente invencién. Tipicamente, es deseable utilizar una polimerasa con una tasa de errores baja, por ejemplo, la
polimerasa Taq de alta fidelidad (Roche Diagnostics).

Pueden optimizarse las condiciones de PCR para determinar las condiciones adecuadas para obtener amplicones
HLA a partir de un individuo. Cada amplicon HLA puede amplificarse individualmente en reacciones PCR
independientes. En algunas realizaciones, pueden obtenerse los amplicones HLA de un individuo en una o mas
reacciones multiplex que comprenden pares de cebadores para amplificar amplicones individuales.

PCR en emulsiéon

Los amplicones HLA se unen a perlas y se someten a una PCR en emulsion. La PCR en emulsién es conocida en la
técnica (ver, por ejemplo, W(0/2004/060849, WO 2005/073410, Publicacién de solicitud de patente US n°
20050130173, WO2007/086935 y W(O/2008/076842). En la PCR en emulsion, la amplificacion se realiza uniendo un
molde a amplificar, en la presente invencion, un amplicon HLA, a un soporte sélido, preferentemente en forma de
una perla de forma general esférica.

El amplicon HLA se une a la perla mediante la hibridacién del amplicén, a través de la region adaptador, a un
cebador unido a la perla. Por lo tanto, la perla se une a un gran nimero de una sola especie de cebador que es
complementaria al amplicon HLA en la parte adaptador. Las perlas se suspenden en una mezcla de reaccién acuosa
y a continuacién se encapsula en una emulsién agua en aceite. La emulsién estd compuesta de una fase de
microgotas acuosas discretas, por ejemplo de un diametro de aproximadamente entre 60 y 200 um, encapsuladas
por una fase aceite termoestable. Se anade el aceite y se forman las gotitas de la emulsion de manera que, en
promedio, la emulsiéon contiene solamente un &cido nucleico diana y una perla. Cada microgota contiene,
preferentemente, solucion de reaccion de amplificacion (es decir los reactivos necesarios para la amplificacién del
acido nucleico, tales como polimerasa, sales, y los cebadores adecuados, por ejemplo, los que se corresponden con
la region adaptador).

En la presente invencion, la PCR en emulsién se realiza tipicamente con dos poblaciones de perlas, dado que los
amplicones HLA se secuencian en ambas direcciones. En una poblacién de perlas, se une a la perla un primer
cebador, correspondiente a la secuencia adaptador presente en el cebador inverso. En la segunda poblacién, se une
a la perla un segundo cebador correspondiente a la secuencia adaptador presente en el cebador directo. Por lo
tanto, los cebadores para ser utilizados en la reaccién en emulsion poseen tipicamente la secuencia de la regién
adaptador, sin las secuencias adicionales tales como las secuencias “clave”. La reaccion de amplificacion en
emulsion se realiza tipicamente de forma asimétrica. Para realizar una PCR asimétrica, los cebadores de PCR
pueden estar presentes, por ejemplo, en una relaciéon 8:1 6 16:1 (es decir 8 o 16 de un cebador frente a 1 del
segundo cebador).

Tras la amplificacion en emulsién, se aislan las perlas que poseen el molde amplicén HLA de cadena Unica, por
ejemplo a través de un grupo como la biotina presente en un cebador de amplificacion durante la PCR en emulsién,
y el molde se secuencia utilizando tecnologia de secuenciacion del ADN, basada en la deteccion de la incorporacion
de bases mediante la liberacién de pirofosfato y la degradaciéon enzimatica simultanea de nucleétidos (descrita, por
ejemplo, en las patentes US n® 6.274.320, 6.258.568 y 6.210.891).

Los amplicones clonales se secuencian utilizando un cebador de secuenciacion (por ejemplo, cebador A o cebador
B) y anadiendo cuatro dNTPs o ddNTPs diferentes sometidos a una reacciéon polimerasa. Como cada dNTP o
ddNTP se afiade al producto de extension del cebador, se libera una molécula de pirofosfato. La liberacion de
pirofosfato puede detectarse enzimaticamente, por ejemplo, por la generacién de luz en una reaccioén luciferasa-
luciferina. Adicionalmente, durante la reaccién puede estar presente una enzima degradadora de nucleétidos, como
la apirasa, para degradar los nucleétidos no incorporados (ver, por ejemplo la patente USA n® 6258568). En otras
realizaciones, la reaccion puede llevarse a cabo en presencia de un cebador de secuenciacion, una polimerasa, una
enzima degradadora de nucledtidos, deoxinculeétidos trifosfato, y un sistema de deteccion de pirofosfato que
contiene ATP sulfurilasa y luciferasa (ver, por ejemplo, la patente USA n® 6258568).

Una vez se obtienen los datos de secuenciacién de la secuencia de las moléculas de ADN individuales, puede
determinarse la secuencia inequivoca del exdn comparando estos archivos de secuencia con una base de datos de
secuencias de HLA de dos alelos HLA. Las longitudes de lectura conseguidas con el sistema GSFLX (454 Life
Sciences) (promedio = 250 bp) permite la superposicion suficiente para esta determinacion de cada exdn. La
asignacion de los genotipos de cada locus basada en los archivos de datos de secuencias de exones puede
realizarse, por ejemplo, con el programa informatico desarrollado por Conexio Genomics. Un aspecto importante del
programa es su capacidad para filtrar las lecturas de secuencias (pseudogenes y otros genes HLA no deseados)
amplificadas por los cebadores junto con la secuencia diana.
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Kits

Las composiciones y reactivos descritos en la presente invencion pueden empaquetarse en kits. Un kit de la
invencion comprende tipicamente pares de cebadores, tal como los descritos en la presente invencion que son
adecuados para amplificar las regiones de interés de un alelo HLA. Los pares de cebadores comprenden un cebador
directo que comprende una regién adaptador, una etiqueta de identificacion individual y una regién de hibridacién a
HLA; y un cebador inverso que comprende una regién adaptador, una etiqueta de identificacion individual y una
region de hibridacion a HLA. Los kits de la invencién comprenden frecuentemente pares de cebadores para
amplificar amplicones para determinar el genotipo de al menos HLA-A, HLA-B, y DRB1 de mudltiples individuos.
Habitualmente, el kit de la invencién comprende pares de cebadores suficientes para determinar el genotipo de los
genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1 de mdltiples individuos, por ejemplo 12 0 mas
individuos.

En algunas realizaciones, un kit puede contener adicionalmente una o méas poblaciones de perlas que poseen un
cebador unido que se corresponde con una de las regiones adaptador que pueden utilizarse en una PCR en
emulsion. En algunas realizaciones, un kit puede contener uno 0 mas compartimientos que comprenden reactivos
adecuados para realizar una reaccién seleccionada a discrecion de un facultativo. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un kit puede contener uno o mas compartimientos de reaccién que comprenden uno o mas reactivos
de secuenciacion.

Los diversos componentes incluidos en el kit estan tipicamente contenidos en contenedores independientes, sin
embargo, en algunas realizaciones, uno o mas de los componentes pueden estar presentes en el mismo
contenedor. Adicionalmente, los kits pueden comprender cualquier combinacion de las composiciones y reactivos
descritos en la presente invencion. En algunas realizaciones, los kits pueden comprender reactivos adicionales que
pueden ser necesarios u opcionales para realizar los métodos dados a conocer. Dichos reactivos incluyen, sin
caracter limitante, tampones, polinucleétidos control y similares.

En la presente solicitud, la utilizaciéon del singular incluye el plural a no ser que se especifique lo contrario. Los
encabezamientos de las secciones utilizados en la presente invencién tienen un caracter meramente organizativo y
no deben interpretarse como limitantes en modo alguno de la materia descrita. Aunque las ensefianzas de la
presente invencién se describen de forma conjunta con diversos ejemplos, no se pretende que las ensefianzas de la
presente invenciéon queden limitadas por tales realizaciones.

EJEMPLOS
Pirosecuenciacion multiplex

El andlisis de multiples locus HLA de multiples muestras en un solo ciclo 454 se facilita por la incorporacion de
etiquetas ID moleculares (MID) en los cebadores de PCR. La tabla 1 muestra las secuencias de cebadores de fusién
454 especificos de HLA con la secuencia adaptador (para la captura de perlas) y una etiqueta MID de 4 bases. Se
proporcionan secuencias adicionales que dan lugar a etiquetas MID de 5 bases.

En un experimento inicial se analizaron 24 lineas celulares con genotipos HLA conocidos (tabla 2). En un
experimento subsiguiente, se analizaron 48 muestras.

Se disefaron quince pares de cebadores para los exones 2, 3 y 4 de los locus HLA-A, B y C, el exén 2 de DRB1,
DPB1, DPA1 y DQA1 y los exones 2 y 3 de DQB1. Se disefaron cebadores con doce etiquetas MID diferentes para
cada secuencia diana dando un total de 180 (15 x 12). Los cebadores del exén 2 de DRB1 también amplifican los
locus DRB3, DRB4 y DRB5, genes que estan presentes en haplotipos DRB1 especificos. Tras la amplificacién de
varias muestras, se cuantificaron los productos de la PCR mediante un andlisis con BioAnalyzer, se diluyeron los
productos a una concentracion adecuada, y se agruparon para la realizacién de la PCR en emulsion. Se
consiguieron ciclos de pirosecuenciacion de 24 y 48 individuos utilizando 2 o 4 regiones de placas de picotitulacion,
respectivamente. En la figura 2 se muestra la distribucion de longitudes de lectura de todos los amplicones. La
longitud media fue de 250 bp. Esta longitud es suficiente para que se superpongan las lecturas directas en inversas,
permitiendo la asignacién inequivoca de las secuencias de cada exdn, y en ultima instancia de cada alelo. El nimero
de lecturas de cada exén por individuo se muestran en la figura 3.

Programa informatico de genotipificacion

Para facilitar la asignacién de genotipos a partir de estos archivos de datos de secuencias complejos, se desarrollé
un programa informatico (Conexio, Genomics) que compara las lecturas de secuencia directas e inversas derivadas
de cada ex6n con una base de datos HLA. La base de datos también contiene la secuencia de pseudogenes HLA y
de genes relacionados, permitiendo el filtrado de las secuencias generadas a partir de pseudogenes o a partir de
genes HLA de clase | no clasicos (por ejemplo, HLA-E, F, G, y H).
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Se secuenciaron los 8 locus (HLA-A, -B,-C, -DRB1, -DQA1, -DQB1, DPA1, DPB1) de veinticuatro muestras de ADN
derivadas de lineas celulares de las que se conoce el tipo de HLA en base a la tipificacion de HLA por hibridacion de
sondas y la secuenciacion segin el método de Sanger. Con los amplicones generados por el par de cebadores
DRB1 también se identificaron las secuencias del exén 2 de DRB3, DRB4 y DRBS5. A continuacién, se secuenciaron
los mismos locus en un ciclo de 48 muestras (24 ADNs de lineas celulares y 24 ADNs extraidos de muestras
sanguineas) y se generaron las asignaciones de genotipo a partir de los datos de secuencias con el programa
Conexio ATF. La concordancia entre las propuestas de genotipo del programa y los tipos HLA previamente
determinados fue del 99,4%.

Analisis de mezclas quiméricas (deteccion de variantes raras)

El elevado numero de lecturas de secuencias (n = 300-350K) generadas en un ciclo GSFLX tipico hace posible la
deteccion de secuencias variantes raras presentes en la muestra. Para estimar la sensibilidad para detectar dichas
secuencias, se prepararon mezclas de productos de PCR de los exones 2 y 3 de HLA-A y HLA-B y del exén 2 de
DRB de dos muestras homozigotas para HLA en varias proporciones (1/1, 1/10, 1/100, 1/1000). La variante rara
presente en las mezclas 1/100 pudo detectarse de forma reproducible.

La sangre de algunos individuos es quimérica, con células maternas residuales en cantidades muy pequefias en la
circulacion del nifio o células fetales raras mantenidas en la circulacién materna (ref.) Los pacientes con SCID
retienen frecuentemente células maternas a muy bajas concentraciones. Cuando estos individuos son receptores de
un transplante de células madre hematopoyéticas, caracterizar el nivel de este quimerismo potencial es clinicamente
importante. Para simular la situaciéon de los pacientes con SCID, en la que puede haber células maternas en un nifio,
se prepararon mezclas de dos muestras heterozigotas, que compartian un alelo, en varias proporciones. En este
experimento pudo detectarse la variante rara.

También se analizaron dos pacientes con SCID receptores de transplantes HST, junto con sus padres. En ambos
casos pudo detectarse la presencia de material alélico no transmitido.

La secuenciacién clonal, el analisis de los amplicones generados a partir de moléculas individuales de ADN
amplificadas a su vez de exones HLA permite la determinacién inequivoca de la secuencia del exén y, mediante la
comparacién de estos archivos de secuencias con una base de secuencias HLA, la determinacién de los dos alelos
HLA. Las longitudes de lectura conseguidas con el sistema GSFLX (454 Life Sciences) (promedio = 250 bp) permite
una superposicion suficiente para esta determinacion de cada exon. En los presentes ejemplos, la asignacion de
genotipos de cada locus basada en los archivos de datos de secuencias de exones se realizé mediante el programa
(ATF) desarrollado por Conexio Genomics. Un aspecto importante de este programa es su capacidad para filtrar las
lecturas de secuencias relacionadas (pseudogenes y otros genes HLA no deseados) que son amplificados por los
cebadores junto con la secuencia diana. El programa también filtra las lecturas de secuencias muy raras generadas
por un error en la amplificacion PCR inicial de la secuencia diana a partir del ADN genémico, errores en la PCR en
emulsién o errores en la pirosecuenciacion. Una categoria bien documentada de errores de la pirosecuenciacion es
en la determinaciéon de la longitud de los homopolimeros. Por ejemplo, se han observado lecturas de secuencias
raras que contenian un ciclo de Gs cuando la mayoria de lecturas de secuencias contienen el ciclo correcto de — Gs.

El coste de un solo ciclo GSFLX es considerable. Para hacer que este sistema sea rentable para el tipado HLA
clinico de alta resolucién, se analizan multiples locus de mdultiples muestras en un solo ciclo. La utilizacion de
etiguetas MID y de mudltiples regiones de la placa de picotitulacién hace posible analizar 8 locus de 24 o 48
muestras, tal como se describe en estos ejemplos.

Es el gran numero de lecturas de secuencias generado en paralelo lo que permite este andlisis multiplex de
multiples locus de multiples individuos. También proporciona la capacidad de detectar secuencias variantes raras.
En mezclas de productos PCR de dos muestras diferentes de ADN gendmico, se detectaron de forma fiable las
secuencias de exones HLA presentes en una proporcidon 1/100. También pueden filtrarse las secuencias
relacionadas pero no deseadas asi como las secuencias raras que contienen errores. (La mayoria de alelos HLA
difieren entre si por multiples polimorfismos mientras que las secuencias que contienen errores tipicamente difieren
de la secuencia correcta en un solo nucleétido.)
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REIVINDICACIONES

Método para determinar los genotipos HLA de los genes HLA HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1,
DPA1 y DPB1 de mas de un individuo en paralelo, comprendiendo dicho método:

(a). en cada individuo, amplificar los exones de los genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1y
DPB1 que comprenden sitios polimérficos para obtener amplicones HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQAT1,
DQB1, DPA1, y DPB1 de cada individuo, realizandose cada reaccion de amplificacion con un cebador directo y
un cebador inverso para amplificar un exén de gen HLA, de forma que:

(i).el cebador directo comprende las siguientes secuencias, en sentido 5 a 3’: una secuencia adaptador,
una secuencia de identificacion molecular, y una secuencia de hibridacién a HLA, poseyendo dicha
secuencia de hibridacion a HLA una longitud entre 15 y 40 nucleétidos y siendo exacta o
substancialmente complementaria a la secuencia al exén del gen HLA de interés; y

(ii).el cebador inverso comprende las siguientes secuencias, en sentido 5’ a 3’:

una secuencia adaptador, una secuencia de identificacién molecular, y una secuencia de hibridacién a
HLA, poseyendo dicha secuencia de hibridacion a HLA una longitud entre 15 y 40 nuclettidos y siendo
exacta o substancialmente complementaria a la secuencia al exén del gen HLA de interés;

(b). agrupar los amplicones HLA de mas de un individuo y realizar una PCR en emulsién;

(c). determinar la secuencia de los amplicones HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1 de
cada individuo utilizando una pirosecuenciacion en paralelo; y

(d). asignar los alelos HLA de cada individuo comparando la secuencia de los amplicones HLA con secuencias
HLA conocidas para determina qué alelos estan presentes en el individuo.

Método, segun la reivindicacién 1, en el que el cebador directo para obtener un amplicon HLA posee la
secuencia de la region de union a HLA de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacion 2, en el que el cebador directo posee una secuencia de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacion 1, en el que el cebador inverso para obtener un amplicon HLA posee la
secuencia de la region de uniéon a HLA de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacién 4, en el que el cebador inverso posee una secuencia de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1.

Método, segln la reivindicacién 1, en el que el cebador directo para obtener un amplicon HLA posee la
secuencia de la regién de unién a HLA de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1; y el cebador inverso
para obtener un amplicon HLA posee la secuencia de la region de union a HLA de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacion 6, en el que el cebador directo posee la region adaptador de uno de los
cebadores mostrados en la tabla 1; y el cebador inverso posee la region adaptador de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacion 1, en el que el cebador directo posee la etiqueta de identificacion individual de
uno de los cebadores mostrados en la tabla 1, y el cebador inverso posee la etiqueta de identificacion individual
de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1.

Método, segun la reivindicacion 1, en el que la PCR en emulsion se realiza asimétricamente.

Kit que comprende pares de cebadores para obtener amplicones HLA para determinar genotipos de los genes
HLA-A, HLA-B, HLA-C, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, y DPB1 de mas de un individuo en paralelo, en el que los
pares de cebadores comprenden un cebador directo y un cebador inverso para amplificar un exén de gen HLA,
en el que: (i) el cebador directo comprende las siguientes secuencias, en sentido 5 a 3’: una secuencia
adaptador, una secuencia de identificacion molecular, y una secuencia de hibridacion a HLA, poseyendo dicha
secuencia de hibridaciéon a HLA una longitud entre 15 y 40 nucledtidos y siendo exacta o substancialmente
complementaria a la secuencia al exon del gen HLA de interés; y (ii) el cebador inverso comprende las
siguientes secuencias, en sentido 5’ a 3’: una secuencia adaptador, una secuencia de identificacién molecular, y
una secuencia de hibridaciéon a HLA, poseyendo dicha secuencia de hibridacion a HLA una longitud entre 15 y
29
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40 nucledtidos y siendo exacta o substancialmente complementaria a la secuencia al exén del gen HLA de
interés.

Kit, segun la reivindicacién 10, en el que los pares de cebadores comprenden cebadores directos e inversos de
los mostrados en la tabla 1.

Kit que comprende uno o mas pares de cebadores, en el que cada par de cebadores comprende un cebador
directo para obtener un amplicon HLA que posee la secuencia de unién a HLA de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1; y el cebador inverso para obtener un amplicon HLA que posee la secuencia de unién a
HLA de uno de los cebadores mostrados en la tabla 1.

Kit, segun la reivindicacién 12, en el que el cebador directo posee una secuencia de uno de los cebadores
mostrados en la tabla 1; y el cebador inverso posee una secuencia de uno de los cebadores mostrados en la
tabla 1.

Kit, segun la reivindicacion 12, en el que el kit comprende quince pares de cebadores HLA, en el que los pares
de cebadores amplifican el exon 2, el exén 3y el exdn 4 de HLA-A, el exdn 2, el exdn 3 y el exén 4 de HLA-B; el
exon 2, el exdn 3 y el exén 4 de HLA-C, el exdn 2 de DRB1, el exdn 2 de DPB1, el exdn 2 de DPA1, el exén 2
de DQA1;y el exbn 2y el exén 3 de DQB1.
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Fig. 1
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Fig. 2
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