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Método y kit para genotipificacion de HLA-DRB basados
enla PCR en tiempo real.

Método para determinar el genotipo de los loci DRB del
antigeno leucocitario humano a partir de una muestra de
acido nucleico, y kit para realizar dicho método. El kit com-
prende cebadores especificos de alelo para amplificar aci-
dos nucleicos derivados de los loci HLA-DRB mediante
PCR en tiempo real, sondas especificas de alelo marca-
das fluorescentemente para detectar la sefales de fluo-
rescencia durante la amplificacién; y patrones de fluores-
cencia definidos experimentalmente para comparar las se-
fales detectadas. En particular los genes de los loci DRB
se seleccionan entre DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5. Su-
pera algunas de las limitaciones de los métodos de ti-
pificacién convencionales basados en ADN, en términos
de tiempo, posibilidad de automatizacién y aumento de la
resolucion mientras se reduce el nimero de reacciones
PCR. Es util p.ej. para determinar compatibilidad en tras-
plantes o predisposicién a una enfermedad especifica.
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DESCRIPCION
Meétodo y kit para genotipificaciéon de HLA-DRB basados en la PCR en tiempo real.

Esta invencion se relaciona con el campo de la medicina en general y especificamente con la investigacién médica,
la biologia molecular, la medicina forense y el diagnéstico. En particular, la invencién proporciona un método para la
determinacién del genotipo (es decir, el conjunto de alelos especificos) de un individuo. Esto facilita la determinacién
de la compatibilidad en los trasplantes y la propension a una enfermedad especifica del individuo.

Estado de la técnica anterior

En el trasplante entre individuos inmunogenéticamente diferentes se establece la inmunidad en el trasplante y se
induce una reaccién de rechazo contra el injerto. Existen antigenos que inducen una inmunidad en el trasplante par-
ticularmente intensa como dianas de esta reaccion, que se llaman antigenos mayores de histocompatibilidad. Estos
antigenos son controlados por un grupo de genes llamado complejo mayor de histocompatibilidad (“major histocom-
patibility complex”, MHC), conocido en los humanos como el sistema de antigenos leucocitarios humanos (“human
leukocyte antigens”, HLA). Estos genes que codifican las moléculas HLA se encuentran entre los genes mds variables
en humanos: cada variante codifica para moléculas que unen péptidos diferentes. Estos genes son los mismos en todas
las células de un individuo particular, pero difieren de una persona a otra.

El HLA comprende varios genes agrupados en un segmento de 4 Mb en el brazo corto del cromosoma 6 (cfr.
D.A. Rhodes et al., “Genetics and molecular genetics of the MHC”, Rev. Immunogenet. 1999, vol. 1, pp. 21-31).
La region HLLA comprende seis loci mayores que codifican estructuralmente proteinas homologas que se clasifican
en la clase I HLA (HLA-A, B, Cw) y en la clase II (HLA-DR, DQ, DP), que presentan antigenos a dos subtipos
diferentes de células. Las moléculas de clase II son glicoproteinas heterodiméricas que consisten en una cadena alfa
y una cadena beta. Las moléculas MHC de clase II se expresan en la superficie celular de los macréfagos, células B,
células T activadas y otros tipos celulares involucrados en la presentacion de antigenos a las células T que expresan
la glicoproteina de superficie celular CD4 (cfr. Bjorkman et al., Ann. Rev. Biochem. 1990, vol. 59, pp. 253-88). Los
genes DP, DQ y DR se localizan en regiones separadas del MHC. En la regién DR, un tnico locus DRA codifica la
cadena DRalfa no polimoérfica, pero nueve loci DRB diferentes, denominados de DRB1 a DRB9, codifican la cadena
DRbeta polimoérfica. El niimero de alelos DRB identificados estd aumentando continuamente. Debido a este hecho, la
determinacion precisa de los subtipos alélicos es esencial para la tipificacién de potenciales donantes para el trasplante,
donde la compatibilidad HLLA muy precisa entre el donante y el receptor del trasplante parece ser critica para minimizar
el riesgo de rechazo.

Para la tipificaciéon de HLLA generalmente se han usado tests seroldgicos utilizando reacciones con antisueros y
tests citolégicos. Sin embargo, se requiere mucho tiempo y gran trabajo para su examen, la operacion es complicada,
y la precision en los resultados obtenidos es mds bien pobre. La tipificaciéon de HLLA por técnicas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction”, PCR) se ha convertido en una alternativa a los
métodos seroldgicos, ampliamente usada en la practica clinica. L.os métodos de tipificaciéon de HLLA basados en la
PCR mas comunes, que han superado las limitaciones de los tests serologicos, son la PCR con cebadores especificos
de secuencia (“PCR with sequence-specific primers”, PCR-SSP) (cfr. O. Olerup et al., “HLA-DR typing by PCR
amplification with sequence specific primers (PCR-SSP) in 2 hours: an alternative to serological DR typing in clinical
practice including donor-recipient matching in cadaveric transplantation”, Tissue Antigens, 1992, vol. 39, pp. 225-35;
M. Bunce et al., “Phototyping: comprehensive DNA typing for HLA-A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRBS & DQB1
by PCR with 144 primer mixes utilizing sequence-specific primers (PCR-SSP)”, Tissue Antigens, 1995, vol 46, pp.
355-67) y la hibridacién con cebadores especificos de secuencia (“sequence-specific oligonucleotide”, PCR-SSO) (cft.
EP 514.534; EP 417.160 and R K. Saiki et al., “Analysis of enzymatically amplified beta-globin and HLA-DQ alpha
DNA with allele-specific oligonucleotide probes”, Nature, 1986 vol 324, pp. 163-6).

En el método PCR-SSP, la secuencia del gen se confirma mediante la amplificacion de la region hipervariable del
antigeno HLLA diana para determinar el tipo de antigeno HLA. En el método PCR-SSO, se prepara una membrana de
nilén (sobre la que se inmobiliza el DNA amplificado por los cebadores especificos del gen HILA) y se hibridan las
sondas de oligonucledtidos especificas del tipo respectivo de HLA para la tipificaciéon. Aunque ambos métodos han
sido efectivos en la préctica rutinaria de laboratorio, requieren un procesamiento post-PCR que consume tiempo y la
contaminacién post-PCR es un riesgo real. Ademds, la PCR-SSP requiere el uso de un gran ntimero de reacciones de
PCR y es dificil de automatizar, limitando asi su rendimiento. Por otro lado, incluso si la PCR-SSO es capaz de un
mayor rendimiento, sus tiempos de procesado son mas largos y no permite discriminar entre motivos situados en las
hebras cis o trans de DNA.

Los laboratorios de tipificacion de HLLA tienen que analizar un gran nimero de muestras y necesitan incrementar
la resolucién de la tipificacion para tener resultados clinicos més vélidos para el trasplante, particularmente para
el trasplante de médula 6sea. Por lo tanto, serfa altamente deseable proporcionar nuevos métodos de tipificacion,
particularmente si estos estdn mejorados en el sentido de ser mds rapidos, de ser potencialmente automatizables, de
proporcionar mayor resolucién y de reducir los riesgos de contaminacion.
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Explicacion de la invencion

En algunos estudios previos se ha publicado que la tipificacién de HLLA basada en la PCR en tiempo real, también
Ilamada fluorotipificacion, no requiere procesado post-PCR y podria automatizarse completamente (cfr. EP 1.229.128
Al; S.J. Faas et al., “Sequence-specific priming and exonuclease-released fluorescence detection of HLA-DQBI alle-
les”, Tissue Antigens 1996, vol. 48, pp. 97-112; K. Slateva et al., “HLA-DRB fluorotyping by dark quenching and
automated analysis”, Tissue Antigens 2001, vol. 58, pp. 250-4). En la técnica anterior la PCR en tiempo real para la
tipificacién de HLA se ha utilizado tinicamente como un equivalente a la PCR-SSP con una sonda especifica de locus
fluorogénica. Expadiendo todavia mds la utilidad de la PCR en tiempo real, en la presente invencion esta tecnologia
se utiliza para distinguir entre los alelos de un locus dado.

Asi, un aspecto de la presente invencion se refiere a un método para determinar el genotipo HLA-DRB de una
muestra de 4cido nucleico, que comprende los pasos de: (i) amplificar cualquier d4cido nucleico que comprenda el exén
2 de al menos uno de los genes de los loci DRB por la PCR en tiempo real; (i) detectar las sefiales de fluorescencia
mediante sondas nucleotidicas marcadas fluorescentemente durante la amplificacién llevada a cabo en el paso (i),
en condiciones donde dichas sondas especificamente se unen a las secuencias de acidos nucleicos amplificadas; y
(iii) comparar més de una sefial detectada en el paso (ii) con un patrén de fluorescencia definido experimentalmente,
habiendo sido establecido dicho patrén por una definicion inicial basada en la comparacion tedrica de las secuencias
de las sondas nucleotidicas del paso (ii) con las secuencias de diferentes alelos de los genes seleccionados del paso (1),
seguido de una definicién definitiva basada en una determinacién experimental de cuales de las sefiales tedricas son
en realidad positivas (cuadrados negros en la Fig. 2) y cuales son en realidad negativas (cuadrados blancos en la Fig.
2). Los pasos (1) y (ii) de este método se llevan a cabo en el mismo tubo y sin ninguna manipulacién adicional de la
muestra.

En general, el 4cido nucleico en la muestra serd ADN, normalmente ADN genémico. Sin embargo, el método de
la presente invencion se puede usar con otros dcidos nucleicos; tales como ARN mensajero o ADN clonado, y el 4cido
nucleico puede ser de hebra simple o de hebra doble.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para determinar el genotipo HLA-DRB de una muestra de
acido nucleico llevando a cabo el método descrito anteriormente. El kit comprende: (i) cebadores para amplificar los
dcidos nucleicos de al menos uno de los genes de los loci HLA-DRB por la PCR en tiempo real; (ii) sondas nucleo-
tidicas marcadas fluorescentemente para detectar sefiales de fluorescencia durante la amplificacién; y (iii) patrones de
fluorescencia definidos experimentalmente para comparar las sefiales detectadas como se describe anteriormente. En
una realizacién particular de esta invencion, los genes de los loci DRB en el paso (ii) se seleccionan del grupo formado
por DRBI, DRB3, DRB4 y DRBS5.

La PCR en tiempo real sigue la fluorescencia emitida durante la reaccién como un indicador de la produccién del
amplimero durante cada ciclo de la PCR (es decir, en tiempo real), contrariamente a la deteccion en el punto final por
los métodos de PCR cuantitativos convencionales. La PCR en tiempo real no detecta el tamafio del amplimero y asi
no permite la diferenciacién entre ADN y la amplificacién de ADNc. El sistema de PCR en tiempo real se basa en la
deteccion y cuantificacion de un revelador fluorescente.

En una realizacién particular de la invencion, el kit proporciona cebadores que son 4dcidos nucleicos de hebra
simple que tienen una longitud de 10 a 30 nucledtidos, particularmente de 14 a 24 nucleétidos, y que comprenden
secuencias complementarias a las secuencias de una region situada a lo largo de intrénl-exén 2-intrén 2 de al menos
uno de los genes seleccionados del grupo formado por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS. Particulamente, las secuencias
de los cebadores se seleccionan del grupo formado por SEQ ID NO: 1-19. El paso de amplificacién (i) del método
se lleva a cabo con dos o méas cebadores. La PCR en tiempo real se realiza usando pardmetros térmicos de ciclado
universales y condiciones de la reaccién de PCR conocidas por un experto en la materia.

El kit de la invencién también proporciona sondas que son dcidos nucleicos de hebra simple que tienen una longitud
de 10 a 45 nucleétidos, particularmente de 13 a 34 nucledtidos, y que comprenden secuencias complementarias a
las secuencias de un regién situada a lo largo de ex6n 2 de al menos uno de los genes seleccionados del grupo
formado por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS5. Particularmente, las secuencias de las sondas se seleccionan del grupo
formado por SEQ ID NO: 22-48 o de las secuencias complementarias de este grupo. En una realizacion particular, las
sondas se marcan como fluorocromos del tipo marcador de revelador-marcador de ocultador (“reporter label-quencher
label”), y las sondas se degradan debido a la actividad exonucleasa 5°->3" de la ADN polimerasa. En particular, se
utilizan las sondas TagMan de Applied Biosystems, Foster City, CA, USA, para este fin. Marcadores especificos para
este proposito son FAM (6-carboxi-fluoresceina), VIC y TET (6-carboxi-4,7,2°,7 -tetracloro-fluoresceina), que son
marcadores de revelador fluorescentes, y TAMRA (6-carboxi-N,N,N’ N’-tetrametil-rodamina) y MGB (ligando del
surco menor del ADN) que son marcadores de ocultador fluorescentes y no fluorescentes, repectivamente. Las sondas
Tagman utilizan la actividad exonucleasa fluorogénica 5’ de la Taq polimerasa para medir la cantidad de secuencias
target en las muestras. Estas sondas son cebadores mas largos que los cebadores (20-30 bases de longitud con un
valor Tm de 10°C mas alto) que contienen un marcador fluorescente normalmente en 5°, y un marcador de ocultador
(normalmente TAMRA) por lo general en 3’. Cuando se irradia, el marcador fluorescente excitado transfiere energia
a la molécula mas cercana de marcador de ocultador en lugar de emitir fluorescencia (esto se llama FRET, acrénimo
de “Férster or fluorescence resonance energy transfer”). Asi, la proximidad del revelador y del ocultador impide la
emision de cualquier fluorescencia mientras la sonda estd intacta. Las sondas TagMan estdn disefiadas para hibridarse
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a una regién interna de un producto de PCR. Cuando la polimerasa replica, su actividad exonucleasa 5’ libera la
sonda. Esto finaliza la actividad del ocultador (no FRET) y el marcador de revelador empieza a emitir fluorescencia
que aumenta en cada ciclo proporcional al ritmo de liberacién de la sonda. La acumulacién de productos de PCR
se detecta monitorizando el aumento de fluorescencia del marcador de revelador (los cebadores no estdn marcados).
Debido a que la liberacién ocurre sélo si la sonda se hibridiza a la secuencia diana, la fluorescencia detectada se
origina de una amplificacion especifica. Los ensayos se pueden realizar utilizando multiples marcadores con distintas
longitudes de onda de emision.

Los cebadores especificos sintéticos y las sondas especificas del kit estdn disefiadas a partir de las secuencia de
HLA-DRB genémico humano. El término “especifico” significa que los cebadores y las sondas comprenden una
secuencia nucleotidica totalmente complemetaria a una secuencia alélica de HLLA-DRB.

En otra realizacion particular, el kit comprende ademds dos cebadores para el gen de la gliceraldehidofosfato
deshidrogenasa (GAPDH) con SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, y una sonda para GAPDH con SEQ ID NO: 49,
afiadidos como control. Este control puede ser externo (en un tubo diferente), pero es preferiblemente interno (en el
mismo tubo). El kit puede opcionalmente comprender instrucciones para determinar el genotipo HILA-DRB de una
muestra segtn los ingredientes del kit.

El método de genotipificacion de la presente invencion y el kit par realizar el método tiene algunas ventajas claras
respecto a los métodos y los kits conocidos en la técnica: se evitan los pasos de post-amplificacién y asi se ahorra
trabajo y se reduce el riesgo de contaminacion; el tiempo que se requiere para la tipificacién pueden acortarse hasta
dos horas y media si los pasos iniciales de cargar los reactivos y la muestra en las cubetas de reaccion finalmente se
automatizan; el uso de sondas especificas de alelo y el uso de mas de una sonda en un tnico tubo permite la reduccién
del mimero de tubos de PCR, con lo que se simplifica atin m4s el procedimiento de tipificacién de PCR y se alcanza
un recorte importante de reactivos y coste, mientras que la resolucién se aumenta.

Los términos “genotipificacion” y “tipificaciéon” se usan como sinénimos en esta descripcién y se refieren a cual-
quier test que revele los alelos especificos heredados por un individuo, lo cual es particularmente 1til para situaciones
en las que mds de una combinacién genotipica puede producir la misma presentacioén clinica. En la presente des-
cripeidn, el término “locus” significa la posicién ocupada por cada gen HLLA. Los “loci” (plural de locus) para los
antigenos DR incluyen DRA y DRB1-B9. El término “alelo” se refiere a una de las dos o mds formas alternativas
de un gen, difiriendo en la secuencia genética y resultando en diferencias observables en los carécteres hereditarios
(fenotipo), y se encuentran en el mismo lugar en un cromosoma. En el caso del locus HLLA DRB1, los alelos diferentes
de este locus se llaman DRB1#01, DRB1*02, etc., y estos alelos en conjunto forman lo que se llama un “grupo alélico”
en esta descripcion.

El método de genotipicacion de la presente invencion facilita por ejemplo la determinacion de la compatibilidad
de trasplante en un individuo y su propensién a una enfermedad especifica. Como se menciona anteriormente, en
comparacién con algunos métodos de tipificacién de HL A conocidos en la técnica, el método de la presente invencién
es mas rapido y mds fécil de automatizar, da una resolucién mayor y reduce los riesgos de contaminacién de la muestra.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencién se desprenderén en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos, dibujos y la lista de secuencias se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos
LaFig. 1 muestra un ejemplo de los resultados de tipificacién de HLA-DRB de una muestra de ADN.
LaFig. 2 (Fig. 2A-K) muestra el patrén de fluorescencia para la interpretacion de los resultados.
Descripcion detallada de realizaciones particulares
Descripcion detallada de las figuras

En la Fig. 1 ARn representa la sefial normalizada del revelador menos la seiial de la linea de base establecida en
los primeros ciclos de la PCR. Rn es la sefial normalizada del revelador, que representa la sefial de fluorescencia del
marcador de revelador dividida por la sefial de fluorescencia del marcador de referencia pasivo (ROX, incluido en el
Tampdn A). Ct representa el ciclo de PCR en el que se puede detectar por primera vez un aumento de la fluorescencia
del revelador por encima de la sefial de la linea de base. El Ct para una curva de amplificacién sucede en el punto
en el que la sefial de fluorescencia crece mds alld del valor umbral. La Fig. 1A muestra el gréafico de la amplificacién
fluorescente de las sondas FAM. Se representa ARn FAM vs. Ct. La Fig. 1B muestra el grafico de la amplificacién
fluorescente de las sondas TET (control de amplificacion GAPDH). Se representa ARn TET vs. Ct. La Fig. 1C muestra
el grafico de la amplificacién fluorescente de las sondas VIC. Se representa ARn VIC vs. Ct. Las sondas positivas para
estas muestras fueron las siguientes: las sondas FAM de los tubos 5, 6, 8, 12, 13 y 15; las sondas VIC de los tubos 3,
4,7, 12, 13 y 15. El genotipo HLLA-DRB deducido de esta muestra fue HLLA-DRB1*11,15; DRB3; DRBS.
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En la Fig. 2 (Fig.2A-K) se listan las especificidades HLLA-DRB detectadas para cada reaccién. Horizontalmente
estdn las sondas fluorescentes usadas, y verticalmente las especificidades correspondientes. Un cuadrado negro indica

un positivo real, una cruz indica un positivo no especifico, “p” indica un positivo probable (no probado), y “pi” indica
un positivo probable no especifico (no probado).

Puesta a punto del método de tipificacion: construccion de un patron de fluorescencia

Muestras de ADN: Un total de 100 muestras provenientes de pacientes trasplantados con 6rganos solidos o con
médula Osea, y de donantes sanos, se seleccionaron del almacén de muestras de ADN de los inventores, para repre-
sentar los alelos de todas las especificidades HLA-DRB definidas serolégicamente en la poblacion espaiiola. E1 ADN
gendmico de estas muestras fue obtenido por un método estdndar de precipitacion por salado (cfr. S.A. Miller et al.,
“A simple salting out procedure for extracting DNA from human nucleated cells”, Nucleic Acids Res. 1988, vol. 16,
pp. 1215).

Reaccion de PCR: Se us6 un conjunto de 16 tubos de PCR. Un total de 19 cebadores (14 pares) y de 28 sondas
fluorogénicas se utilizaron para identificar todos los alelos HLA-DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS5, correspondientes a
las especificidades serolégicas HLA-DR1-16 y DR51-53. Se usaron 2 pares de cebadores por reaccion: un par para
los genes HLLA-DRB y otro par para el gen GAPDH para proporcionar el control interno de amplificacién positiva.
La secuencia y la localizacion de los cebadores estén listadas en la Tabla 1. En cada tubo se usaron 3 sondas con
diferente marcador fluorescente, dos sondas especificas para DRB marcadas en su extremo 5’ con FAM y VIC (ex-
ceptuando los tubos 14 y 16 donde sélo se usé una sonda especifica para DRB), y una tercera sonda para GAPDH
marcada con TET. La secuencia, localizacion, el marcador fluorescente y la temperatura de fusién de las sondas es-
tdn listadas en la Tabla 2. El disefio de cebadores y de sondas se hizo a partir de las secuencias de los genes de
HLA-DRB que se encuentran en la base de datos: EMBL-EBI Immunogenetics database > IMGT/HLA > Intro-
duction to the IMGT/HLLA Sequence Database, cop. 2003. http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/intro.html [consultado en
2003]. Todos los cebadores se disefiaron para tener una temperatura de fusion entre 58 y 60°C, y las sondas entre 65
y 67°C, para asegurar que las reacciones de PCR trabajasen bajo las mismas condiciones. Mientras que la mayoria
de sondas estdn unidas al extremo 3’ del marcador de ocultador TAMRA, en algunas de ellas se usé un ocultador
no fluorescente (sonda MGB) para poder usar sondas mdas cortas pero manteniendo la temperatura de fusién. Cada
reaccién de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20 ul que contenia los siguientes componentes: Tampén A
(TagMan®1000 Rxn Gold/Tampén A Pack, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.46 u de AmpliTaq Gold,
MgCl, [ver las concentraciones finales en la Tabla 4], 200 uM de cada ANTP, cebadores, una sonda FAM, una sonda
VIC (en la Tabla 4 se detallan las mezclas de cebadores y las sondas usadas en cada tubo, y sus concentraciones
finales), 25 nM de cada cebador de GAPDH, 75 nM de la sonda GAPDH-TET y 50-100 ng de ADN. Las ampli-
ficaciones se llevaron a cabo en un 7700 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) que detect6 y grabé la
emision de fluorescencia durante el proceso de amplificacién en tiempo real. Después de una desnaturalizacién ini-
cial a 95°C durante 10 min, las muestras se sometieron a 40 ciclos de temperatura de un paso de desnaturalizacién
a 95°C durante 20 s y de un paso de hibridacién/extension a 64°C durante 1 min. Las sondas Tagman fueron adqui-
ridas a Applied Biosystems, Foster City, CA, USA: FAM (6-carboxi-fluoresceina), VIC, TET (6-carboxi-4,7,2’,7’-
tetracloro-fluoresceina), TAMRA (6-carboxi-N,N,N’ N’-tetrametil-rodamina) y MGB (ligando de surco menor de
ADN).

La Tabla 1 muestra las secuencias y la posicioén del extremo 3’ de los cebadores usados. Las posiciones de los
cebadores de GAPDH se refieren a la secuencia del GenBank con el miimero de acceso J04038. El asterisco indica que
estos cebadores estan descritos en O. Olerup et al., “HLA-DR typing by PCR amplification with sequence specific
cebadores (PCR-SSP) in 2 hours: an alternative to serological DR typing in clinical practice including donor-recipient
matching in cadaveric transplantation”, Tissue Antigens 1992, vol. 39, pp. 225-35. El simbolo # indica que el cebador
estd descrito en K. Kotsch et al., “Sequencing of HLA class II genes based on the conserved diversity of the non
coding regions: sequencing based typing of HLA-DRB genes”, Tissue Antigens 1999, vol. 53, pp. 486-97. RN indica
el nimero de registro de CAS. En las secuencias degeneradas de cebadores, el simbolo Y indica C o T, S indica G o
C,yKindicaGoT.

Construccion de un patron de fluorescencia: El patrén para la interpretacién de las sefiales positivas se dedujo
comparando las secuencias de los cebadores y de las sondas usadas en cada reaccidn y las secuencias de todos los
alelos publicados. En algunos casos los resultados predichos se modificaron por los resultados observados que se
obtuvieron con las muestras de ADN durante la puesta a punto del método. La Fig. 2 muestra el patrén de fluorescencia
resultante.

Validacion del método de genotipificacion

Muestras de ADN y reaccion de PCR: Para validar el método se seleccionaron al azar doscientas muestras de
pacientes trasplantados y de donantes sanos. El ADN gendémico de estas muestras se obtuvo mediante un método
estdndar de precipitacién de dcidos nucleicos. La reaccién de PCR para estas muestras se llevé a cabo como en la
puesta a punto del método descrito anteriormente. Un ejemplo de la tipificacién del HLA-DRB de una muestra de
ADN con ¢l nuevo método, se presenta en la Fig. 1.
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Andlisis de datos e interpretacion

Para la tipificacion fluorogénica del HLA-DRB, la amplificacién por PCR de una muestra se realizé en paralelo con
las 16 mezclas de cebadores y sondas. La presencia de un producto de PCR se asoci6é con un incremento significativo
en la emision de fluorescencia del correspondiente marcador de revelador. En la Tabla 5 se detallan las especificidades
HLA-DRB detectadas por cada reaccion.

Comparacion con otros métodos de genotipificacion

Independientemente, todas las muestras se tipificaron por métodos convencionales basados en la PCR, como la
PCR-SSO, la PCR-SSP o la tipificacién basada en la secuencia (“sequence-based typing”, SBT). Las doscientas mues-
tras analizadas para validar la técnica dieron resultados que fueron concordantes en todos los casos con los tipos HLA
obtenidos previamente con los métodos convencionales de tipaje de ADN, como se muestra en la Tabla 6. Se observo
una reduccién importante en la proporcién de los resultados ambiguos obtenidos por el nuevo método comparado con
los métodos estdndar de baja resolucién como la PCR-SSP y la PCR-SSO. Con el nuevo método, en algunos casos se
consiguid una resolucién intermedia-alta de la tipificacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Secuencias y posicion de los cebadores 3’ usados

Cebador Secuencia Posicion Referencia
E02* TCCTGTGGCAGCCTAAGAGG exon 2-126 RN 213397-50-3
SEQID NO: 1
E04* ACGTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC exon 2-124 RN 590447-87-3
SEQIDNO: 2
E2-100 FW GCACGTTTCTTGGAGTACTCTACG exon 2-123 RN 149782-49-0
SEQIDNO: 3
E2-144C RV TCCGTCCCGTTGAAGAAAT exon 2-134  SEQIDNO: 4
E2-201 FW CGCTTCGACAGCGACGT exon 2-219 RN 134193-51-4
Acc. No. BD104297
SEQIDNO: 5
E2-201 RV CACGTCGCTGTCGAAGCG exon 2-201 SEQIDNO: 6
E2-210 RV TACTCCCCCACGTCGCTG exon2-210 SEQIDNO: 7
E2-322 RV CYCCGTAGTTGTGTCTGCA exon2-322 SEQIDNO: 8
11-04 FW CTTCTGTAACCGGATCGTTCTT intron 1475 SEQIDNO:9
- 107 FW GTCAGTGTTTTTCCCGGAGA intron 1-450  SEQ ID NO: 10
11-Com FW TTCGTGTCCCCACAGCAC exon 2-103 RN 451718-32-4
SEQ ID NO: 11
12-15 RV CCGCGGCCATGCTCAC intron 2-1 SEQ ID NO: 12
12-1Com RV CGCGCCGCGCTCAC intron 2-1 SEQID NO: 13
{2-45 RV CACACACACACACACACTCAGATTC intron 2-43 SEQ ID NO: 14
12-RB7# ACACACACACTCAGATTCTCC intron 2-40 RN 259466-27-8
Acc. No. AX001239
SEQ ID NO: 15
DRB3 102-FW  ACGTTTCTYGSAGCTGYKTAA exon 2-102 SEQ ID NO: 16
DRB4 115-FW  CAGGCTAAGTGTGAGTGTCATTTCC exon2-115  SEQID NO: 17
DRB4 328-RV CTCTCCACAACCCCGTAGTTGTA exon 2-328 RN 515893-57-9
SEQIDNO: 18
DRBS 102-FW  A(C/T)GTTTCTTGCAGCAGGATAAGTA exon 2-102  SEQID NO: 19
GAPDH FW AAGGTGGTGAAGCAGGCGT _exon 8-4476 SEQID NO: 20

GAPDH Intron H TCTGAGCCAGCCACCAGAG

intron H-4671

SEQ ID NO: 21
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TABLA 2

Secuencias, marcadores fluorescentes, temperaturas de fusion y posicion de las sondas flurogénicas usadas

Todas las sondas HLA-DRB de sitiian en el exén 2. La posicién de la sonda de GAPDH esta referida a la secuencia

del GenBank con el nimero de acceso J04038. Un asterisco significa sonda MGB.

Marca- Tm SEQID

N° Sonda Secuencia Posicion

dor {°C) NO:
1F EVH CACTCATGTTTAACCTGCTCCAAGAAACG FAM 663 130-103 22
1\ wWQG TTACCCTGCCACAGGAAACGTGC viC 66  122-100 23
2F K-D AGAAATGACACTCAAACTTATCCTGCTTCAAGA FAM 658 139-107 24
2V EEV CTCAAACTTAACCTCC viCc* 66.2 129-114 25
3F WQLF ATGACATTCAAACTTAAGCTGCCACAAGAAA FAM 66.2 135-105 26
3v EYSTS TCAGACGTAGAGTACTC vic* 665 128-113 27
4F EYSTG AGAAATAACACTCACCCGTAGAGTACTCCAAGAA FAM 656 138-106 28
Y P-R ACTCCCTCTTAGGCTGCCACAGGA VIC 65.2 129-107 29
5F EQA CGGCCCGCGCCTGCT FAM 66.6 307-203 30
5V, 13V KDFL TGTCTTCCAGGAAGTCCTITCTGGCTG VviC 66.6 298-273 31
6F FDYF TACTTCCATAACCAAGAGGAG FAM* 66.6 175-195 32
6V, 15V YFHN TACTTCCATAACCAGGAGG VIC* 664 175-193 33
7F AEH TGTTCCAGTGCTCCGCAGCAG FAM 656 271251 34
A" RPDE TCCAGTACTCCTCATCAGGCCGC VIC 655 271249 35
8F GEFR CGCCCGGAACTCCCCCA FAM 66.1 235-218 36
8v EQR CGGCCCGCCTCTGLTCC viC 66.2 308-201 37
9F EDER CGGCCCGCTCGTCTTCCA FAM 665 307-290 38
oV EDKR CGCGGCCCGCTTGTCTTC vic 65.9 308-202 39
10F VAES TCCAGGACTCGGCGACAGGC FAM 667 271251 40
1oV PSAE TACTCGGCGCTAGGCCGCC VIC 66.4 266-248 41
11F RALV TAGGTGTCCACCAGGGCCCG FAM 66 320-301 42
11V EQK-Q CCGGCCCCBCTTCTGCT vIC 65.5 309-293 43
12F VGE TGAAGCTCTCACCAACCCCGTAGTTG FAM 66  355-330 44
12V VVE TGAAGCTCTCCACAACCCCGTAGTTG VIC 66 355-330 45
13F KDIL TCCAGGATGTCCTTC FAM* 669 294-279 46
14V RAAV AGGTGTCCACCTCGGCCCG VIC 66.4 319-301 k 47
16F PDAE TTCCAGTACTCAGCGTCAGGCCG FAM 664 272-250 48

GAPDHex8 CAAGGGCATCCTGGGCTACACTGA T era ¢ ®

4513
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TABLA 3

Preparacion de las mezclas de cebadores

La concentracion final de las mezclas fue de 12.5 uM excepto la mezcla 10 que era a 50 M. El simbolo * indica
una concentracién para ese cebador de 1.56 uM; el simbolo # indica 5 uM; y el simbolo oo indica 25 nM.

Mezcla cebadores sentido cebadores antisentido

1 11-04 FW E2-144C RV
11-07 FW

2 I1-Com FW E2-210 RV

3 I1-Com FW E2-201 RV

4 E02 E2-322 RV

7 E2-100 FW E2-201 RV

8 E2-100 FW E2-322 RV

5 E2-201 FW 12-45 RV

12 E2-100 FW* 12-1 Com RV*
E02* 12-15 RV*

9 E04 12RB7

10 DRB5 102-FW# E2-322 RV*
DRB3 102-FW*

11 DRB4 115-FW DRB4 327-RV

GAPDH GAPDH FW= GAPDH Intron H*

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 5

Cebadores y sondas usados en cada tubo 'y especificidades detectadas en cada reaccion

Tubo | Mezclade | sonda | especificidad HLA-DRB
cebadores
1 1 1F 04
1v 07
2 2 2F 09
2V 10
3 3 3F 01
3v 03, 0820, 1101-04/..., 1301-16/..., 1401-03/...
4 3 4F 0801-19/..., 1105, 12, 1317, 1404/...
4V 15,16
5 4 S5F 15
5V 1504, 1601/02/...
6 7 oF 0317, 0801-08/..., 1101-08/..., 1303/04/..., 1425/...
6V 0301-16/..., 0809/21, 1109/..., 12, 1301-02/05-06/..., 1401-24/...
7 8 7F 0310, 0808, 1343/..., 1401/04/...
v 0308, 11, 1204, 1411
8 5 8F 0301/04/..., 0817, 1101-16/..., 12, 1301-02/04-06/..., 1417/..., 1501-06/...
8V 0101-02/04-05/..., 0403-05/06-0701/08/..., 09, 1126, 1344, 1401/02/04-11/...
9 5 9F 0103, 0402, 1102-03/..., 1301-02/04/..., 1416, 1510
9V 1303/10/...
10 5 10F 0701-05/07, 090102, 1201-03/...
10V | 0312, 0405/09-12/..., 0801/03/05-06/..., 1303-04/..., 1413, 1512
11 5 11F | 0412/...,0801-04/06-17/..., 1123/25, 1313/..., 1403/..., 1604
11V | 0301-10/..., 0422, 1107
12 5 12F 0101/03/..., 0302/..., 0401/05/07-09/..., 07, 0801-03/05/07-09/..., 09, 10,
12V | 0102/...,0301/03-04/..., 0402-04/06/10-13/..., 0804/06/..., 1102-04/..., 1201/...,
13 12 13F 0803/10/..., 1102/..., 1203-06/08, 1301-04/06/..., 1416/..., 1501-03/...
13V | 0801-02/04-09/..., 1101/03-06/..., 1202, 1305/07/..., 1415/..., 1504
14 9 14V | 0403/06-07/11/...
15 10 15F DRB5*0101-09,02
15V | DRB3
16 11 16F DRB4*01, 02

11
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TABLA 6

Se indica el nimero de muestras para cada tipo de analisis.

grupo alélico tipificacién PCR-SSO y PCR-SBT nuevo método de tipificacién concordancia
DRB1*01 38 38 100%
DRB1*03 55 55 100%
DRB1*04 44 44 100%
DRB1*07 69 69 100%
DRB1*#08 10 10 100%
DRB1*09 8 8 100%
DRB1*10 3 3 100%
DRB1*11 62 62 100%
DRB1*#12 11 11 100%
DRB1#13 47 47 100%
DRBI1*14 14 14 100%
DRB1*15 31 31 100%
DRB1*16 8 8 100%
DRB3 165 165 100%
DRB4 109 109 100%
DRBS5 37 37 100%

12
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REIVINDICACIONES

1. Método para determinar el genotipo de los loci DRB del antigeno leucocitario humano (“human leukocyte
antigen DRB”, HLA-DRB) a partir de una muestra de acido nucleico, que comprende los pasos de:

(1) amplificar cualquier 4cido nucleico que comprende el exén 2 de al menos uno de los genes de los loci DRB
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction”, PCR) en tiempo real;

(i1) detectar sefiales de fluorescencia mediante sondas nucleotidicas marcadas fluorescentemente durante la ampli-
ficacién llevada a cabo en el paso (1), en condiciones en las que dichas sondas especificamente se unen a las secuencias
de 4cidos nucleicos amplificadas; y

(ii1) comparar mas de una sefial detectada en el paso (i) con un patrén de fluorescencia experimentalmente definido;
habiendo sido dicho patrén establecido mediante una definicion inicial basada en la comparacion tedrica de las secuen-
cias de sondas nucleotidicas del paso (ii) con las secuencias de los diferentes alelos de los genes seleccionados del (1),
seguido de una definicién definitiva basada en una determinacién experimental de cuales de las sefiales tedricas son en
realidad positivas (cuadrados negros en la Fig. 2) y cuales en realidad son negativas (cuadrados blancos en la Fig. 2);

donde los pasos (1) y (ii) se llevan a cabo en el mismo tubo y sin ninguna manipulacién adicional de la muestra.

2. Método segun la reivindicacién 1, donde los genes de los loci DRB en el paso (ii) se seleccionan del grupo
formado por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS5.

3. Método segtin la reivindicacion 2, donde el paso de amplificacion (i) se lleva a cabo con dos o mas cebadores
los cuales son hebras simples de dcidos nucleicos teniendo una longitud de 10 a 30 nucledtidos y que comprenden
secuencias complementarias a secuencias de una regidn situada a lo largo de intrénl-ex6n 2-intrén 2 de al menos uno
de los genes seleccionados del grupo formado por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS.

4. Método segtin la reivindicacién 3, donde la longitud de los cebadores es de 14 a 24 nucleétidos.

5. Método segun la reivindicacién 4, donde las secuencias del cebador se seleccionan del grupo formado por SEQ
ID NO: 1-109.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-5 donde el paso de deteccidn (ii) se lleva a cabo con una o
mds sondas las cuales son hebras simples de dcidos nucleicos con una longitud de 10 a 45 nucleétidos y las cuales
comprenden secuencias complementarias a secuencias de una region situada a lo largo de exén 2 de al menos uno de
los genes seleccionados del grupo formado DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS.

7. Método segun la reivindicacion 6, donde la longitud de las sondas es de 13 a 34 nucleétidos.

8. Método segtin la reivindicacion 7, donde las secuencias de las sondas se seleccionan del grupo formado por SEQ
ID NO: 22-48.

9. Método segiin la reivindicacién 7, donde las secuencias de las sondas se seleccionan de las secuencias comple-
mentarias del grupo formado por SEQ ID NO: 22-48.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9, donde las sondas se marcan con fluorocromos del tipo
marcador de revelador-marcador de ocultador (“reporter label-quencher label”), y las sondas se degradan debido a la
actividad exonucleasa 5’->3’ de la polimerasa del ADN.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dos cebadores para el gen de gliceraldehi-
dofosfato deshidrogenasa (GAPDH) con SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, y una sonda para GAPDH con SEQ ID
NO: 49 se afladen como control.

12. Kit para determinar el genotipo de los loci DRB del antigeno leucocitario humano (HLLA-DRB) a partir de una
muestra de dcido nucleico mediante la realizacién del método de la reivindicacioén 1, que comprende:

(1) cebadores para amplificar los dcidos nucleicos de al menos uno de los genes de los loci HLA-DRB mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real;

(i1) sondas nucleotidicas marcadas fluorescentemente para detectar las sefiales de fluorescencia durante la amplifi-
cacion; y

(ii1) patrones de fluorescencia definidos experimentalmente para comparar las sefiales detectadas, habiendo sido
establecidos dichos patrones mediante una definicién inicial basada en la comparacién tedrica de las secuencias de
sondas nucleotidicas con las secuencias de los diferentes alelos de los loci HLA-DRB, seguido de una definicion defi-
nitiva basada en una determinacién experimental de cuales de las sefiales teéricas en realidad son positivas (cuadrados
negros en Fig. 2) y cuales son en realidad negativas (cuadrados blancos en Fig. 2).
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13. Kit segun la reivindicacién 12, donde los genes de los loci DRB se seleccionan del grupo formado por DRB1,
DRB3, DRB4 y DRBS.

14. Kit segun la reivindicacion 13, donde los cebadores son dcidos nucleicos de hebra simple que tienen una
longitud 10 a 30 nucledtidos y que comprenden secuencias complementarias a secuencias de la regién situada a lo
largo de intrén 1-ex6n 2-intrén 2 de al menos uno de los genes seleccionados del grupo formado DRB1, DRB3, DRB4
y DRBS.

15. Kit segun la reivindicacion 14, donde la longitud de los cebadores es de 14 a 24 nucle6tidos.

16. Kit segtin la reivindicacion 15, donde las secuencias de cebador se seleccionan del grupo formado por SEQ ID
NO: 1-19.

17. Kit seguin cualquiera de las reivindicaciones 13-16, donde las sondas son dcidos nucleicos de hebra simple
que tienen una longitud 10 a 45 nucleétidos y que comprenden secuencias complementarias a secuencias de la region
situada a lo largo de ex6n 2 de al menos uno de los genes seleccionados del grupo formado por DRB1, DRB3, DRB4
y DRBS.

18. Kit segun la reivindicacién 17, donde la longitud de las sondas es de 13 a 34 nucleétidos.

19. Kit segun la reivindicacién 18, donde las secuencias de las sondas se seleccionan del grupo formado por SEQ
ID NO: 22-48.

20. Kit segtn la reivindicacién 18, donde las secuencias de las sondas se seleccionan de las secuencias comple-
mentarias del grupo formado por SEQ ID NO: 22-48.

21. Kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 17-20, donde las sondas se marcan con fluorocromos de tipo
marcador de revelador-marcador de ocultador (“reporter label-quencher label”), y las sondas se degradan debido a la
actividad exonucleasa 5’->3’ de la polimerasa del ADN.

22. Kit segin cualquiera de las reivindicaciones 12-21, donde dos cebadores para el gen gliceraldehidofosfato
deshidrogenasa (GAPDH) con SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, y una sonda para GAPDH con SEQ ID NO: 49 se
afladen como control.

23. Kit para determinar el genotipo de los loci DRB del antigeno leucocitario humano (HLA-DRB) a partir de una
muestra de dcido nucleico mediante la realizacién del método de la reivindicacién 1, que comprende:

(1) cebadores para amplificar los dcidos nucleicos de al menos uno de los genes de los loci HLA-DRB mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, siendo las secuencias de estos cebadores seleccionadas del
grupo formado por SEQ ID NO: 1-19;

(i1) sondas nucleotidicas marcadas fluorescentemente para detectar las sefiales de fluorescencia durante la amplifi-
cacion, siendo las secuencias de estas sondas seleccionadas del grupo formado por SEQ ID NO: 22-48.

(iii) dos cebadores para el gen gliceraldehidofosfato deshidrogenasa (GAPDH) con SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO:
21, y una sonda para GAPDH con SEQ ID NO: 49 afiadidos como control; y

(iv) patrones de fluorescencia definidos experimentalmente para comparar las sefiales detectadas, habiendo sido
establecidos dichos patrones mediante una definicion inicial basada en la comparacién tedrica de las secuencias de
sondas nucleotidicas con las secuencias de los diferentes alelos de los loci HLA-DRB, seguido de una definicion defi-
nitiva basada en una determinacién experimental de cuales de las sefiales teéricas en realidad son positivas (cuadrados
negros en Fig. 2) y cuales son en realidad negativas (cuadrados blancos en Fig. 2).
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<210>1

<211>20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
tcetgtggea gectaagagg

<210>2

<211>23

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2
acgtttcttg gagcaggtta aac

<210>3

<211>24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3
gcacgtttct tggagtactc tacg

<210> 4

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4
teegtecegt tgaagaaat

<210> 5
<211> 17
<212> DNA
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<213> Homo sapiens
<400> 5
cgcttcgaca gegacgt

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
cacgtcgctg tcgaageg

<210> 7
<211> 18
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 7
tactceccca cgtegetg

<210> 8

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8
cyccgtagtt gtgtctgeca

<210>9

<211>22

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400>9
cttctgtaac cggatcgtte tt

<210> 10

<211>20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10
gtcagtgttt ttcccggaga

<210> 11
<211> 18
<212> DNA

ES 2257 139 Al

17

18

18

19

22

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> Homo sapiens
<400> 11
ttcgtgtcee cacageac

<210> 12

<211> 16

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12
ccgeggecat getcac

<210> 13
<211> 14
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 13
cgegeegegce teac

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14
cacacacaca cacacactca gattc

<210> 15

<211>21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
acacacacac tcagattctc ¢

<210> 16

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16
acgtttctyg sagctgykta a

<210> 17
<211> 25
<212> DNA
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<213> Homo sapiens
<400> 17
caggctaagt gtgagtgtca tttcc

<210> 18

<211>23

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 18
ctctccacaa cecegtagtt gta

<210> 19
<211>24
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 19
aygtttcttg cagcaggata agta

<210> 20

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 20

aaggtggtea agcaggegt

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 21
tctgagecag ccaccagag

<210> 22

<211> 29

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 22

cactcatgtt taacctgetc caagaaacg

<210> 23
<211> 23
<212> DNA
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<213> Homo sapiens
<400> 23
ttaccctgec acaggaaacg tgc

<210> 24

<211>33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24
agaaatgaca ctcaaactta tcctgcttca aga

<210> 25
<211> 16
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 25
ctcaaactta acctcc

<210> 26

<211> 31

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 26
atgacattca aacttaagct gccacaagaa a

<210> 27

<211>17

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 27
tcagacgtag agtactc

<210> 28

<211> 34

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28
agaaataaca ctcacccgta gagtactcca agaa

<210> 29
<211>24
<212> DNA

ES 2257 139 Al

23

33

16

31

17

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213> Homo sapiens
<400> 29
actcectett aggetgecac agga

<210> 30

<211> 15

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30
cggeeegege ctget

<210> 31
<211> 26
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 31
tgtettccag gaagtcctte tggetg

<210> 32

<211>21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 32
tacttccata accaagagga g

<210> 33

<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 33
tacttccata accaggagg

<210> 34

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 34
tgttccagtg ctccgeagea g

<210> 35
<211> 23
<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<400> 35

tccagtactc ctcatcagge cgce

<210> 36

<211> 17

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 36
cgeecggaac teceeea

<210> 37
<211> 17
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 37
cggececgect ctgetee

<210> 38

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 38
cggeeegcete gtetteca

<210> 39

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 39
cgeggeceege ttgtette

<210> 40

<211>20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 40
tccaggactc ggegacaggce

<210> 41
<211> 19
<212> DNA
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<213> Homo sapiens
<400> 41
tactcggegc taggecgece

<210> 42

<211>20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 42
taggtgtcca ccagggeccg

<210> 43
<211> 17
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 43
ccggecececge ttetget

<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 44
tgaagctcte accaacceeg tagttg

<210> 45

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 45
tgaagctctc cacaaccccg tagttg

<210> 46

<211> 15

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 46
tccaggatgt ccttc

<210> 47
<211> 19
<212> DNA
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<213> Homo sapiens
<400> 47
aggtgtccac cteggeceg

<210> 48

<211>23

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 48
ttccagtact cagegtcagg ccg

<210> 49
<211>24
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 49

caagggcatc ctgggctaca ctga
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