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DESCRIPCION

Meétodo para la amplificacién de alelos HLA de clase 1.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para el tipado o subtipado de HLA-A. Mds especificamente, la
presente invencion se refiere a un método para la amplificacion separada, especifica del locus, del exén 2, exén 3 y
exon 4 de HLA-A.

Antecedentes de la invencion

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) humano esté contenido en alrededor de 4 Mpb de ADN en el
brazo corto del cromosoma 6 en 6p21.3 (Campbell y Trowsdale, 1993). El MHC humano se divide en las regiones de
clase I, clase I y clase III. Los genes de clase I y clase II codifican moléculas de la superficie celular muy polimdrficas
que se unen y presentan antigenos procesados en forma de péptidos a linfocitos T, iniciando respuestas inmunitarias
tanto celulares como humorales.

Las moléculas de clase I del MHC humano, HLA-A, -B, y -C, se encuentran en la mayoria de las células nuclea-
das. Son glucoproteinas de la superficie celular que se unen y presentan péptidos procesados derivados de proteinas
endégenamente sintetizadas a células T CD8+. Estos heterodimeros consisten en una cadena a codificada por HLA
asociada con un polipéptido monomérfico no codificado por MHC, 3,-microglobulina (Townsend y Bodmer, 1989;
Spencer y Parham, 1996). Las moléculas de clase II del MHC humano estdn codificadas en la regién de HLA-D. Estas
glucoproteinas de la superficie celular consisten en una cadena « y 8 codificada por HLA, asociada con heterodimeros
sobre la superficie celular de células que presentan antigenos, tales como células B y macréfagos. Las moléculas de
clase II sirven como receptores para péptidos procesados. Sin embargo, estos péptidos derivan predominantemente
de proteinas membranicas y extracelulares, y se presentan a células T CD4+. La regién de HLA-D contiene varios
genes de clase II, y tiene tres subregiones principales: HLA-DR, -DQ, y -DP. Tanto las regiones HLA-DQ como -DP
contienen un gen funcional para cada una de sus cadenas « y 8. La subregion de HLA-DR contiene un gen funcional
para la cadena «; el nimero de genes funcionales para la cadena 3 varia de uno a dos segtn el haplotipo (Andersson
et al., 1987: Apple y Erlich, 1996).

Existe un amplio polimorfismo en la mayoria de los locus. A la vista de la importancia biolégica y médica de estos
antigenos, se requiere una técnica rdpida y muy sensible para el tipado de HLA. Actualmente se usa una variedad de
técnicas para detectar el polimorfismo de HLA, incluyendo el reconocimiento serolégico, bioquimico, de células Ty,
mads recientemente, métodos bioldgicos moleculares.

La serologia sigue siendo el método de sostén para el tipado de HLA - especialmente para clase I - para muchos
laboratorios de histocompatibilidad rutinarios. El microensayo de linfocitotoxicidad (Kissmeyer et al., 1969; Terasaki
y McClelland, 1964) es el enfoque estdndar: se mezclan células mononucleares de sangre periférica (clase I) viables o
células B separadas (clase II) con antisueros (policlonales o monoclonales) de especificidad por HLA conocida.

La deteccidn del polimorfismo se puede lograr observando la diferente composiciéon de aminodcidos de las molé-
culas de HLA mediante técnicas bioquimicas tales como el enfoque isoeléctrico unidimensional (IEF; Yang, 1987).
Este método se basa en sustituciones de aminodcidos que contribuyen a cambios en la carga de la molécula de
HLA.

Otro método de tipado de HLA es la reaccion linfocitaria mixta (MLR). Concurrente con las observaciones reali-
zadas usando antisueros especificos de HLA, se observé que los linfocitos procedentes de dos fuentes no relacionadas,
cuando se mezclan en cultivo, proliferan (Hirschom et al., 1963).

El andlisis de las especificidades de HLA a partir de ADN proporcioné un nuevo enfoque para definir sus dife-
rencias polimoérficas. En lugar de fijarse en las diferencias en la molécula expresada, el polimorfismo se caracteriza a
nivel nucleotidico.

Un desarrollo importante y poderoso en el campo de la biologia molecular ha sido la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR; Mullis e al., 1986; Mullis y Faloona, 1987). En el tipado tisular, la PCR se usa para amplificar las
regiones polimorficas de genes de HLA. Este producto de la PCR de HLA se puede analizar entonces en busca de sus
diferencias polimérficas, para establecer el tipo de tejido. Se ha desarrollado un nimero de tales enfoques, incluyendo
el andlisis de heterodiplex de productos de la PCR (Clay et al., 1994), el andlisis de polimorfismo conformacional
monocatenario del producto de la PCR (PCR-SSCP; Yoshida ez al., 1992), el tipado a base de secuencias (SBT; San-
tamaria et al., 1992 y 1993), el uso de cebadores especificos de secuencias en la reaccién de PCR (PCR-SSP; Olerup
y Zetterquist, 1991), el uso de PCR en combinacién con el sondaje oligonucleotidico especifico de secuencias (PCR-
SSOP; Saiki et al., 1986) o el sondaje mediante transferencia de punto inversa (Saiki et al., 1989). Estos enfoques,
usados de forma individual o en combinacidn, se han aplicado todos como métodos basados en ADN para el tipado
tisular de las especificidades de HLA de clase I y clase II. Los métodos de tipado de ADN se deberian de preferir con
respecto a los métodos seroldgicos con la condicién de que esté disponible un método de tipado de ADN fécil, rapido
y fiable. Algunas diferencias a nivel de subtipo, que son detectables mediante los métodos de ADN, pueden no ser
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detectadas mediante los métodos actuales de tipado seroldgico, aunque estas diferencias pueden provocar rechazo de
haloinjertos (Fleischhauer et al., 1990).

El sistema de HLA es el sistema genético humano mds polimérfico todavia conocido. Los genes de HLA clase 1
comparten una estructura similar (desde 5’ a 3’): una regién de flanqueo no traducida en 5°, un primer exén (exén
1) que tiene una longitud de aproximadamente 73 pares de bases, un primer intrén (intrén 1) que tiene una longitud
de aproximadamente 130 pares de bases, un segundo exén (exén 2), que tiene una longitud de aproximadamente 250
pares de bases, un segundo intrén (intrén 2), que tiene una longitud de aproximadamente 272 pares de bases, un tercer
exon (exo6n 3), que tiene una longitud de aproximadamente 276 pares de bases, un tercer intrén (intrén 3), que tiene
una longitud de aproximadamente 588 pares de bases, y un cuarto ex6n (ex6n 4), que tiene una longitud de aproxi-
madamente 276 pares de bases. Las sustituciones polimoérficas en los alelos HLA de clase I estdn mayoritariamente
localizados tanto en el ex6n 2 como en el ex6n 3, que codifican la ranura de unién a péptidos de la molécula de clase
I. Estos polimorfismos hacen una diferenciacion entre alelos que se pueden lograr a través de una variedad de técni-
cas bioldgicas moleculares, tales como secuenciacion o hibridacién con sondas relevantes. En los kits de diagndstico
actuales, el ex6n 2 y el exén 3, se amplifican juntos, dando como resultado amplicones de alrededor de 1 kb, que
consisten en al menos el exén 2, el intrén 2 y el exén 3. Existen cebadores especificos del locus para la amplifica-
cién de estos amplicones de 1 kb. Sin embargo, tales amplicones grandes son dificiles de amplificar y muestran una
formacién de estructura secundaria, dando como resultado la hibridacién ineficaz de algunas sondas. Ademas, debido
a la aparicién de nuevos alelos HLA de clase I, ya no se pueden distinguir ciertas combinaciones alélicas mediante
la deteccion de polimorfismos sélo en el exén 2 y en el exén 3, y se requiere un tipado adicional en el exén 4. Esto
provoca la necesidad de la amplificacién adicional del ex6n 4, dando como resultado un amplicén incluso mas grande.
Por lo tanto, seria deseable una amplificacién separada del exén 2, exén 3 y exon 4, dando como resultado productos
de amplificacién que permiten un tipado més eficaz de alelos HLA de clase 1. Sin embargo, puesto que los sitios de
hibridacién a cebadores especificos del locus son escasos y no se pueden encontrar en el exén 2, exén 3 o exén 4,
la amplificacion separada y especifica del locus del ex6n 2, exén 3 y ex6n 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C no es tan
evidente.

En los documentos in WO 99/07883, WO 97/23645, WO 98/26091, por ejemplo, se describen métodos y kits para
el tipado de HLA-A a base de la amplificacién de exones 2 y 3. En los documentos EP-A-0414469, WO 97/23650,
WO 97/20197 se describen, por ejemplo, cebadores especificos de HLA-A.
Objetivos de la invencion

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar un método para la amplificacién especifica del locus y sepa-
rada del exén 2, ex6n 3 y exén 4 de alelos HLA-A.

Es un objetivo mas especifico de la presente invencién proporcionar un método para una amplificacion de una sola
etapa, especifica del locus, separada de los tres exones, exén 2, exén 3 y ex6n 4, de HLA-A.

Se describen ademds aqui cebadores para uso en un método para la amplificacion separada, especifica del locus,
del exon 2 de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C,

cebadores para uso en un método para la amplificacién separada, especifica del locus, del exén 3 de los alelos
HLA-A, HLA-B o HLA-C,

cebadores para uso en un método para la amplificacion separada, especifica del locus, del ex6n 4 de los alelos
HLA-A, HLA-B o HLA-C,

un conjunto de cebadores para uso en un método para la amplificacion separada, especifica del locus, del exén 2
de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C,

un conjunto de cebadores para uso en un método para la amplificacion separada, especifica del locus, del ex6n 3
de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C,

un conjunto de cebadores para uso en un método para la amplificacién separada, especifica del locus, del ex6n 4
de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C,

una mezcla de cebadores multiple para uso en un método para la amplificacidn separada, especifica del locus, en
una etapa, del ex6n 2 y del exén 3 de HLA-A, HLA-B o HLA-C,

una mezcla de cebadores multiple para uso en un método para la amplificacién separada, especifica del locus, en
una etapa, del exén 2 y del exén 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C,

una mezcla de cebadores multiple para uso en un método para la amplificacién separada, especifica del locus, en
una etapa, del exén 3 y del exén 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C,

una mezcla de cebadores multiple para uso en un método para la amplificacién separada, especifica del locus, en
una etapa, del ex6n 2, del exén 3 y del ex6n 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C.
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Es otro objetivo de la presente invencién proporcionar un método mejorado para el tipado o subtipado de uno o
mads alelos HLA-A en una muestra.

Es otro objetivo de la presente invencidn proporcionar un kit de diagnéstico mejorado para el tipado o subtipado
de uno o més alelos HLA-A en una muestra.

Es un objetivo adicional de la presente invencién proporcionar un ensayo de sondas en lineas para el tipado o
subtipado de uno o mas alelos HLA-A en una muestra.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se refiere a un método para la amplificacién separada, especifica del locus, del ex6n 2, exén
3 y ex6n 4 de alelos HLA-A, haciendo uso de al menos un primer conjunto de cebadores, en el que:

- para la amplificacion del exén 2, el cebador inverso se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2 de HLA-A;

- para la amplificacién del exén 3, el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2 de HLA-A, y/o el cebador inverso se hibrida especificamente a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 3 de HLA-A;

- para la amplificacion del exén 4, el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 3 de HLA-A.

El método de amplificacién descrito aqui hace uso asi de un conjunto de cebadores de los cuales al menos uno de
los cebadores se hibrida a una secuencia diana especifica del locus en el intrén 2 o en el intrén 3 del gen de HLA de
Clase I a fin de obtener la amplificacion separada del ex6n 2 (sin el ex6n 3 o el ex6n 4), del exén 3 (sin el exén 2 o el
exon 4) y/o del ex6n 4 (sin el exén 2 o el exén 3).

En el caso en el que se amplifique el exén 2, el cebador inverso se hibrida a una secuencia diana especifica del
locus en el intrén 2, mientras que el cebador directo se puede escoger para que se hibride a una regién en direccién
5’ del exén 2 (por ejemplo en el intrén 1 o en el exén 1) o a los nucleédtidos iniciales del exén 2. En una realizacién
preferida, el cebador directo se hibrida a una regién especifica del locus en direccién 5° del exén 2 (por ejemplo en el
intrén 1 o en el ex6n 1) o a nucledtidos iniciales especificos del locus del exén 2, y el cebador inverso se hibrida a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 2.

En el caso en el que se amplifique el ex6n 3, el cebador directo se hibrida a una secuencia diana especifica del
locus en el intrén 2, mientras que el cebador inverso se puede escoger para que se hibride a los nucleétidos finales del
exo6n 3 o en direccién 5’ del exén 3 (por ejemplo, en el intrén 3), o el cebador inverso se hibrida a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 3 mientras que el cebador directo se puede escoger para que se hibride a una regién en
direccién 5 del ex6n 3 (por ejemplo, intrén 2) o a los nucledtidos iniciales del exén 3. En una realizacién preferida,
el exén 3 se amplifica mediante uso de un conjunto de cebadores de los cuales el cebador directo se hibrida a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 2, y el cebador inverso se hibrida a una secuencia diana especifica del
locus en el intrén 3.

En el caso en el que se amplifique el exdn 4, el cebador directo se hibrida a una secuencia diana especifica del locus
en el intrén 3, mientras que el cebador inverso se puede escoger para que se hibride a los nucledtidos finales del exén
4 o en direccién 3’ del ex6n 4 (por ejemplo, en el intrén 4). En una realizacién preferida, el cebador directo se hibrida
a una secuencia diana especifica del locus en el intrén 3, mientras que el cebador inverso se hibrida a secuencias diana
especificas del locus al final del ex6n 4 o en direccion 3° del exén 4 (por ejemplo, en el intrén 4).

Este nuevo método de amplificacidn dard como resultado la amplificacién de fragmentos de ADN mads cortos, que
sOlo contienen el exén 2, sélo el exén 3 o sélo el exdn 4, que son mucho més faciles de amplificar y mucho mads féciles
para uso en diferentes métodos de tipado, tales como secuenciacion o hibridacion con diferentes sondas especificas de
alelos. De la seccidn de ejemplos, estd claro que los conjuntos de cebadores que contienen un cebador que se hibrida a
una secuencia diana en el intrén 2 o en el intrén 3 proporcionan una amplificacién mucho mejor y mas facil del exén
2, ex6n 3 o ex6n 4 de los alelos HLA de Clase I, y un patrén de hibridacién mds claro y pronunciado con las sondas de
tipado de alelos. Ha sido un mérito definir cebadores especificos que permiten esta amplificacion separada del exé6n 2,
ex6n 3 o exdén 4 de sélo un locus de HLA, mientras que dichos exones de los otros locus de HLA (es decir, otros genes
de HLA clasicos, genes de HLA no cldsicos o pseudogenes) no se coamplifican. Puesto que los amplicones especificos
de @ en el producto de amplificacién pueden dar como resultado un tipado defectuoso, el método de amplificacién de
la invencién ciertamente mejorard la seguridad de los métodos actuales de tipado.

La expresion “especifico del locus” significa asi que el exén 2, el exén 3 y/o el exén 4 de un solo locus (es decir
HLA-A, HLA-B o HLA-C) se amplifica, mientras que el ex6n 2, exén 3 y/o exén 4 de los otros locus de HLA (es
decir, otros genes de HLA clasicos, genes de HLA no cldsicos o pseudogenes) no se amplifica. De este modo, cuando
se usan cebadores especificos para la amplificacion del exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-A, el exén 2, el exén 3 y/o

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2351 686 T3

el ex6n 4 de HLA-B, HLA-C o de otros locus de HLA no se amplifican. De forma similar, cuando se usan cebadores
especificos para la amplificacion del exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-B, el ex6n 2, ex6n 3 y/o exén 4 de HLA-A,
HLA-C o de otros locus de HLA no se amplifican. De forma similar, cuando se usan los cebadores especificos para la
amplificacién del exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-C, el exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-A, HLA-B y de otros
locus de HLA no se amplifican. A partir de esto estd claro que el exén 2, ex6n 3 y/o ex6n 4 de 2, 3 o mas locus de
HLA diferentes nunca se pueden amplificar juntos. De este modo, el exdén 2, ex6n 3 y/o exén 4 de HLA-A nunca se
pueden amplificar en el mismo tubo de reaccién con el exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-B. De forma similar, el
exon 2, exén 3 y/o ex6n 4 de HLA-A nunca se pueden amplificar en el mismo tubo de reaccién con el exén 2, exén
3 y/o ex6n 4 de HLA-C. De forma similar, el exén 2, exén 3 y/o ex6n 4 del HLA-B nunca se pueden amplificar en el
mismo tubo de reaccién con el ex6n 2, ex6n 3 y/o ex6n 4 de HLA-C. De forma similar, el exén 2, exén 3 y/o exén 4
de HLA-A nunca se pueden amplificar en el mismo tubo de reaccién con el ex6n 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-B y
con el ex6n 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-C. Como consecuencia, la presente invencion se refiere a un método para
la amplificacion separada, especifica del locus, del exén 2, exén 3 y exén 4 de alelos HLA-A. Esto significa que la
invencién se refiere a un método para la amplificacién separada del exdén 2, ex6n 3 y exén 4 de HLA-A.

El término “cebador” se refiere a una secuencia oligonucleotidica monocatenaria capaz de actuar como un punto
de iniciacién para la sintesis de un producto de extensién de cebador que es complementario a la hebra de acido
nucleico a copiar. La longitud y la secuencia del cebador debe ser tal que permitan cebar la sintesis de los productos
de extensién. En una realizacion especifica, la longitud del cebador tiene alrededor de 5-50 nucleétidos. En otra
realizacion especifica, la longitud del cebador tiene alrededor de 10-30 nucleétidos. En otra realizacién especifica, la
longitud de los cebadores tiene alrededor de 20-25 nucleétidos. La longitud y secuencia especificas dependeran de la
complejidad de la diana de ADN o ARN requerida, asi como de las condiciones a las que se use el cebador, tal como
temperatura y fuerza idnica.

La expresion “conjunto de cebadores” o “par de cebadores” se refiere a un par de cebadores que permite la am-
plificacion de parte o de todos los exones 2, 3 6 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C. Un conjunto de cebadores siempre
consiste en un cebador directo (o cebador 5°) y un cebador inverso (o cebador 3’).

Las expresiones “para hibridarse especificamente” y “se hibrida especificamente” significa que, durante la etapa
de amplificacién, dicho cebador forma un diplex con parte de su secuencia diana o con toda la secuencia diana en las
condiciones experimentales usadas, y que en esas condiciones dicho cebador no forma un diplex con otras secuencias
de los 4cidos polinucleicos presentes en la muestra a analizar. Se deberia entender que los cebadores que se disefian
para hibridarse especificamente a una secuencia diana de un 4cido nucleico pueden caer dentro de dicha secuencia
diana, o pueden solapar en gran medida con dicha secuencia diana (es decir, formar un ddplex con nucleétidos fuera
asi como dentro de dicha secuencia diana).

La expresion “secuencia diana” de un cebador segtn la presente invencidn es una secuencia en un intrén 2 o intrén
3 de los alelos HLA de Clase I a la que el cebador es completamente complementaria o parcialmente complementa-
ria (es decir, con hasta 20%, 15%, 10% o 5% de desemparejamientos). Se entenderd que el complemento de dicha
secuencia diana es también en algunos casos una secuencia diana adecuada. El hecho de que los cebadores de la am-
plificacién no tengan que emparejarse exactamente con la secuencia diana correspondiente en el molde para garantizar
la amplificacién apropiada estd ampliamente documentado en la bibliografia (Kwok et al., 1990). Sin embargo, cuan-
do los cebadores no son completamente complementarios con su secuencia diana, se deberia tener en cuenta que los
fragmentos amplificados tendran la secuencia de los cebadores y no de la secuencia diana.

En una realizacién, la amplificacién se lleva a cabo en un tubo de reaccién con un conjunto de cebadores para
la amplificacion del exén 2 como se describe anteriormente (el cebador inverso se hibrida con una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2) y consiguientemente s6lo se amplifica el exén 2. En otra realizacion, la amplificacién
se lleva a cabo en un tubo de reaccién con un conjunto de cebadores para la amplificacién del exén 3 como se
describe anteriormente (el cebador directo se hibrida con una secuencia diana especifica del locus en el intrén 2) y
consecuentemente sélo se amplifica el exén 3.

En otra realizacion, la amplificacion se lleva a cabo en un tubo de reaccién con un conjunto de cebadores para
la amplificacién del exén 3 como se describe anteriormente (el cebador inverso se hibrida con una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 3) y consiguientemente sélo se amplifica el exén 3.

En otra realizacion, la amplificacién se lleva a cabo en un tubo de reaccién con un conjunto de cebadores para
la amplificacién del exén 3 como se describe anteriormente (el cebador directo se hibrida con una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2, y el cebador inverso se hibrida con una secuencia diana especifica del locus en el
intrén 3) y consiguientemente s6lo se amplifica el exén 3.

En otra realizacién, la amplificacion se lleva a cabo en un tubo de reaccidén con un conjunto de cebadores para
la amplificacién del ex6n 4 como se describe anteriormente (el cebador directo se hibrida con una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 3), y consiguientemente sélo se amplifica el exén 4.

En consecuencia, se describe aqui un método para la amplificacién separada del ex6n 2, exén 3 o exdn 4 de alelos
HLA de Clase I.
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En otra realizacion, los diferentes conjuntos de cebadores implicados en la amplificacion del exén 2 y la amplifi-
cacion del exén 3 se mezclan y se lleva a cabo en un tinico tubo de reaccién la amplificacion separada tanto del exén
2 como del ex6n 3. De este modo, se describe ademds aqui un método como se describe anteriormente, caracterizado
ademds porque tanto el ex6n 2 como el exén 3 de HLA-A, HLA-B o HLA-C se amplifican mediante uso de una mezcla
de cebadores multiple que contiene al menos un par de cebadores para la amplificacion del ex6n 2 y al menos un par
de cebadores para la amplificacién del exén 3. En consecuencia, se describe un método para la amplificacion separada
del ex6n 2 y del ex6n 3 de alelos HLA de Clase 1.

En una realizacion, los diferentes conjuntos de cebadores implicados en la amplificacién del ex6n 2 y la amplifica-
cion del ex6n 4 se mezclan y se lleva a cabo en un tnico tubo de reaccién la amplificacion separada tanto del exén 2
como del ex6n 4. De este modo, se describe un método como se describe anteriormente, caracterizado ademds porque
tanto el ex6n 2 como el ex6n 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C se amplifican mediante uso de una mezcla de cebadores
miiltiple que contiene al menos un par de cebadores para la amplificacion del exén 2 y al menos un par de cebadores
para la amplificacion del ex6n 4. En consecuencia, se describe un método para la amplificacién separada del exén 2 y
del ex6n 4 de alelos HLA de Clase 1.

En otra realizacion, los diferentes conjuntos de cebadores implicados en la amplificacién del exén 3 y la amplifi-
cacioén del ex6n 4 se mezclan y se lleva a cabo en un tnico tubo de reaccién la amplificacién separada tanto del exén 3
como del ex6n 4. De este modo, se describe un método como se describe anteriormente, caracterizado ademds porque
tanto el exén 3 como el exén 4 de HLA-A, HLA-B o HLA-C se amplifican mediante uso de una mezcla de cebadores
multiple que contiene al menos un par de cebadores para la amplificacién del exén 3 y al menos un par de cebadores
para la amplificacion del exén 4. En consecuencia, se describe un método para la amplificacion separada del exon 3 'y
del ex6n 4 de alelos HLA de Clase 1.

En otra realizacidn, los diferentes conjuntos de cebadores implicados en la amplificacién del exén 2, la amplifica-
cién del ex6n 3 y la amplificacion del exon 4 se mezclan y se lleva a cabo en un tinico tubo de reaccién la amplificacién
separada de los tres exones, el exén 2, exén 3 y ex6n 4. De este modo, la presente invencidén también se refiere a un
método como se describe anteriormente caracterizado ademds porque los tres exones, el exon 2, exén 3 y exén 4 de
HLA-A, HLA-B o HLA-C se amplifican mediante uso de una mezcla de cebadores miiltiple que contiene al menos un
par de cebadores para la amplificacién del exén 2, al menos un par de cebadores para la amplificacién del exén 3 y al
menos un par de cebadores para la amplificacion del exén 4.

En consecuencia, la presente invencién se refiere a un método para la amplificacién separada del exén 2, exén 3 y
ex6n 4 de alelos HLA de Clase 1.

El método de amplificacién usado puede ser reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki et al., 1988), reaccion
en cadena de la ligasa (LCR; Landgren et al., 1988; Wu y Wallace, 1989; Barany, 1991), amplificacion a base de
secuencias de dcido nucleico (NASBA; Guatelli ef al., 1990; Compton, 1991), sistema de amplificacién a base de
transcripcion (TAS; Kwoh et al., 1989), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA; Duck, 1990) o amplificacién
por medio de Qg replicasa (Lomeli et al., 1989), o cualquier otro método adecuado para amplificar moléculas de dcido
nucleico conocida en la técnica. También, en el método de la presente invencion, se pueden usar técnicas de TMA
(Guatelli et al., 1990) o de ADND (Sanchez-Pescador et al., 1988; Urdea et al., 1991). En una realizacion especifica,
el ex6n 2, ex6n 3 y exén 4 de HLA-A se amplifican mediante PCR.

En una realizacién especifica, la presente invencion se refiere a un método como se describe anteriormente, carac-
terizado ademads porque la secuencia diana especifica del locus estd situada en una de las siguientes posiciones:

- 67,96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intr6n 2 de HLA-A (Fig. 1) y/6 32, 50, 62, 73, 83, 86, 118, 130,
150, 501, 525, 561 6 571 (Fig. 4) del intr6n 3 de HLA-A.

Puesto que estas posiciones contienen todas ellas nucleétidos especificos del locus, estas posiciones son particu-
larmente adecuadas para disefiar un cebador eficaz para la amplificacion especifica del locus del exén 2, exén 3 o exén
4. Los cebadores pueden tener diferente longitud. En una realizacion especifica, la longitud del cebador es alrededor
de 5-50 nucledtidos. En otra realizacion especifica, la longitud del cebador es alrededor de 10-30 nucleétidos. En
otra realizacién especifica, la longitud de los cebadores es alrededor de 20-25 nucleétidos. La longitud y secuencia
especificas dependerdn de la complejidad de la diana de ADN o ARN requerida, asi como de las condiciones a las que
se use el cebador, tales como temperatura y fuerza iénica.

En una realizacion especifica, la presente invencion se refiere a un método como se describe anteriormente carac-
terizado ademds porque dichas posiciones constituyen el extremo 3’ del cebador que se usar para la amplificacién del
exo6n 2, exén 3 o exén 4. De este modo, a partir de las posiciones descritas anteriormente, se pueden disefiar cebadores
directos asi como inversos que tienen su extremo 3’ en estas posiciones especificas. El cebador inverso que tiene su
extremo 3’ en una de las posiciones especificas mencionadas anteriormente del intrén 2 permitira la amplificacién
especifica del locus del exén 2 del alelo HLA. El cebador directo que tiene su extremo 3’ en una de las posiciones
especificas mencionadas anteriormente del intrén 2 permitira la amplificacion especifica del locus del exén 3 del alelo
HLA-A. El cebador inverso que tiene su extremo 3’ en una de las posiciones especificas mencionadas anteriormente
del intrén 3 permitird la amplificacién especifica del locus del exén 3 del alelo HLA-A. El cebador directo que tiene
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su extremo 3’ en una de las posiciones especificas mencionadas anteriormente del intrén 3 permitird la amplificacién
especifica del locus del ex6n 4 del alelo HLA-A. Los cebadores pueden tener diferente longitud. En una realizacién
especifica, la longitud del cebador es alrededor de 5-50 nucledtidos. En otra realizacién especifica, la longitud del
cebador es alrededor de 10-30 nucledtidos. En otra realizacién especifica, la longitud de los cebadores es alrededor
de 20-25 nucledtidos. La longitud y secuencia especificas dependeran de la complejidad de la diana de ADN o ARN
requerida, asi como de las condiciones a las que se use el cebador, tales como temperatura y fuerza idnica.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un método como se describe anteriormente, caracterizado
ademads porque el cebador se elige de la siguiente lista:

- para la amplificacion del exén 2 de HLA-A (tabla 1):

5’ ATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 1)

5’ GATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 2)

5/ GGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 3)

5’ YGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 4)
5’ GYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 5)
5’ GGYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 6)
5’ GGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3’ (SEC ID NO 7)

5’ GGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3’ (SEC ID NO 8)

5" AGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3" (SEC ID NO 9)

5’ AAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3’ (SEC ID NO 10)
5’ CAAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3” (SEC ID NO 11)
5’ CTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3’ (SEC ID NO 12)

5" TCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3’ (SEC ID NO 13)

5’ CTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3" (SEC ID NO 14)

5’ CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3’ (SEC ID NO 15)
5" GCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3” (SEC ID NO 16)
5’ GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3” (SEC ID NO 17)
5" TCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 18)

5’ CTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3” (SEC ID NO 19)

5’ CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 20)

5’ GCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’” (SEC ID NO 21)
5’ GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3” (SEC ID NO 22)
5’ GGGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3” (SEC ID NO 23)
5’ CCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 30)

5’ GCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 31)

5’ CGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 32)

5’ GCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3" (SEC ID NO 33)
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5’ GGCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 34)
5’ AGGCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 35)
5’ AGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3! (SEC ID NO 36)

5’ AAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 37)

5’ WAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 38)

5’ TWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 39)
5’ GTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 40)
5’ GGTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 41)
5’ CCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3" (SEC ID NO 42)

5" ACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3" (SEC ID NO 43)

5’ AACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 44)

5’ AAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 45)
5’ GAAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 46)
5’ TGAAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3! (SEC ID NO 47)
5’ YCCVGCCCCGACCAACCYGG3” (SEC ID NO 48)

5’ GYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 49)

5’ YGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 50)

5" CYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3" (SEC ID NO 51)
5" CCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3" (SEC ID NO 52)
5" CCCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 53)

- para la amplificacion del exén 3 de HLA-A (tabla 2; tabla 3)

5’ CGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 54)

5" ACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3” (SEC ID NO 55)

5’ CACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3* (SEC ID NO 56)

5’ CCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 57)
5’ CCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 58)
5’ CCCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 59)
5’ GGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 60)

5’ GGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3" (SEC ID NO 61)

5’ CGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 62)

5’ CCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 63)
5’ TCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3" (SEC ID NO 64)
5’ CTCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3" (SEC ID NO 65)
5’ CCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 66)

5" RCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 67)
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57’ CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 68)

57 CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 69)
5" TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 70)
5’ ATCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 71)
5’ CCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’' (SEC ID NO 72)

5’ CCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 73)

5’ RCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 74)

5’ CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 75)
5’ CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 76)
5’ TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3" (SEC ID NO 77)
5’ CGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 84)

5’ CCGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 85)

5’ GCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 86)

5’ AGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3" (SEC ID NO 87)
5’ AAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3” (SEC ID NO 88)
5’ GAAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3” (SEC ID NO 89)
5’ GACYCCGAGACCCTTGDCCC3" (SEC ID NO 90)

5’ GGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 91)

5’ GGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 92)

5" CGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 93)
5’ GCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3” (SEC ID NO 94)
5/ CGCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3" (SEC ID NO 95)
57’ GACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 96)

5’ AGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 97)

5’ GAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 98)

5’ CGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 99)
5’ CCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 100)
5’ YCCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 101)
5’ GTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 102)

5’ AGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 103)

5’ CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 104)
5' TCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 105)
5/ TTCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 106)
5/ TTTCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 107)
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5’ AGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 150)

5" CAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3' (SEC ID NO 151)

5’ CCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 152)

5’ GCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 153)
5’ GGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 154)
57 AGGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 155)
57 CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 156)

5’ CCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 157)

5’ TCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 158)

5’ CTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3" (SEC ID NO 159)
5’ TCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 160)
5’ GTCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 161)
5’ CCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3" (SEC ID NO 162)

5’ TCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 163)

5’ GTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3" (SEC ID NO 164)

5’ GGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3” (SEC ID NO 165)
5’ TGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3 (SEC ID NO 166)
5" TTGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 167)
5" CTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3” (SEC ID NOC 168)

5’ TCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 169)

5’ TTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 170)

5’ ATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 171)
5’ TATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3" (SEC ID NO 172)
5’ ATATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 173)
5’ GGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 174)

5’ AGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 175)

5" GAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 176)

5’ GGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 177)
5" GGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3" (SEC ID NO 178)
5’ AGGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 179)
5’ GGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 180)

5’ GGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 181)

5’ AGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 182)

5’ GAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 183)
5’ AGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 184)
5’ CAGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 185)
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5’ CCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 186)

57 ACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 187)

5’ AACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 188)

5" AAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 189)
5’ GAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3” (SEC ID NO 190)
5’ GGAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3" (SEC ID NO 191)
5’ AGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 192)

5’ CAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’" (SEC ID NO 193)

5" ACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3" (SEC ID NO 194)

5' TACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 195)
5’ GTACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 196)
5’ GGTACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 197)
5" TCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 198)

5’ CTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 199)

5" CCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 200)

5/ ACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 201)
5/ AACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 202)
5’ GAACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3" (SEC ID NO 203)

- para la amplificacion del exén 4 de HLA-A (tabla 4):

5/ TTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 204)

5’ GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 205)

5’ GGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 206)
5’ GGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 207)
5’ TGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 208)
5’ CTGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 209)
5’ GGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 24)

5" RGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 25)

5’ CRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 26)

5’ CCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 27)
5" CCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 28)

11
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5’ TCCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3" (SEC ID NO 29)
5’ CTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 210)

5’ GCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 211)

5" TGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 212)

5’ RTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 213)
5’ YRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3" (SEC ID NO 214)
5’ GYRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 215)
5’ GTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 216)

5’ TGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 217)

5 GTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 218)

5’ AGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 219)
5’ GAGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 220)
5’ GGAGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 221).

Se describen ademads aqui los siguientes cebadores para la amplificacion del exén 2 de HLA-B (tabla 5):

5’ ACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3’ (SEC ID NO 108)

5’ AACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3’ (SEC ID NO 109)

5’ CAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3’ (SEC ID NO 110)

5’ CCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3’ (SEC ID NO 111)

5" MCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3” (SEC ID NO 112)
5’ GMCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3’ (SEC ID NO 113)
5’ YGMCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC3" (SEC ID NO 314)

- para la amplificacion del exén 3 de HLA-B (tabla 6; tabla 7):

5’ CYGGGGCGSAGGTCACGACT3’ (SEC ID NO 114)
5" CCYGGGGCGSAGGTCACGACT3’ (SEC ID NO 115)
5’ GCCYGGGGCGSAGGTCACGACT3” (SEC ID NO 116)
57" GGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT3" (SEC ID NO 117)
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5’ CGGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT3’ (SEC ID NO 118)
5’ CCGGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT3” (SEC ID NO 119)
5" CCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 120)

5’ ACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3” (SEC ID NO 121)

5/ TACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 122)

5’ TTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 123)
5" TTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 124)
5’ GTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3” (SEC ID NO 125)
5" CGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3" (SEC ID NO 222)
5/ GCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 223)
5’ CGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 224)
5’ CGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 225)

5’ TCGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 226)

5" CTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 227)

5’ TCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 228)
5’ TTCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 229)
5’ CTTCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC3’ (SEC ID NO 230)
5" TCTCGTKGGAGSCCATCCCC3’ (SEC ID NO 231)

5’ TTCTCGTKGGAGSCCATCCCC3" (SEC ID NO 232)

5" CTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC3’ (SEC ID NO 233)

5' TCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC3" (SEC ID NO 234)
5’ YTCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC3" (SEC ID NO 235)
5’ CYTCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC3’ (SEC ID NO 236)
5’ GATCCCATTTTCCTCYTCTT3" (SEC ID NO 237)

5’ TGATCCCATTTTCCTCYTCTT3’ (SEC ID NO 238)

5’ CTGATCCCATTTTCCTCYTCTT3’ (SEC ID NO 239)

5’ GCTGATCCCATTTTCCTCYTCTT3’ (SEC ID NO 240)
5’ CGCTGATCCCATTTTCCTCYTCTT3’ (SEC ID NO 241)
5’ GCGCTGATCCCATTTTCCTCYTCTT3’ (SEC ID NO 242)
5" GCTGATCCCATTTTCCTCYT3" (SEC ID NO 243)

5’ CGCTGATCCCATTTTCCTCYT3’ (SEC ID NO 244)

5’ GCGCTGATCCCATTTTCCTCYT3" (SEC ID NO 245)
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5’ AGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT3’ (SEC ID NO 246)
5’ TAGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT3’ (SEC ID NO 247)
5’ CTAGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT3’ (SEC ID NO 248)
5’ TCCATTCAAGGGAGGGCGAC3" (SEC ID NO 249)

5’ CTCCATTCAAGGGAGGGCGAC3’ (SEC ID NO 250)

5’ TCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC3" (SEC ID NO 251)

5’ TTCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC3’ (SEC ID NO 252)
5’ ATTCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC3’ (SEC ID NO 253)
5’ CATTCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC3" (SEC ID NO 254)

- para la amplificacion del exén 4 de HLA-B (tabla 8):

5’ AGATTATCCCAGGTGCCTGC3" (SEC ID NO 255)

5’ GAGATTATCCCAGGTGCCTGC3" (SEC ID NO 256)

5’ GGAGATTATCCCAGGTGCCTGC3" (SEQ NO 257)

5’ AGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC3’ (SEC ID NO 258)
5’ TAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC3’ (SEC ID NO 259)
5’ ATAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC3’ (SEC ID NO 260)
5’ TGTCCTGYCCATTCTCAGKC3’ (SEC ID NO 261)

5’ GTGTCCTGYCCATTCTCAGKC3’ (SEC ID NO 262)

5’ GGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC3” (SEC ID NO 263)

5’ AGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC3’ (SEC ID NO 264)
5’ CAGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC3’ (SEC ID NO 265)
57 CCAGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC3’ (SEC ID NO 266)
5’ TCACATGGGTGGTCCTAGG3’ (SEC ID NO 267)

5’ GTCACATGGGTGGTCCTAGG3’ (SEC ID NO 268)

5’ GGTCACATGGGTGGTCCTAGG3" (SEC ID NO 269)

5 TGGTCACATGGGTGGTCCTAGG3’ (SEC ID NO 270)

5’ CTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG3’ (SEC ID NO 271)
5’ KCTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG3” (SEC ID NO 272)
5’ GKCTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG3” (SEC ID NO 273)
5" TSCCATGARAGATGCMAAGC3’ (SEC ID NO 274)
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5’ GTSCCATGARAGATGCMAAGC3’ (SEC ID NO 275)

5’ TGTSCCATGARAGATGCMAAGC3’ (SEC ID NO 276)

5’ GTGTSCCATGARAGATGCMAAGC3” (SEC ID NO 277)
5’ GGTGTSCCATGARAGATGCMAAGC3” (SEC ID NO 278)
5/ GGGTGTSCCATGARAGATGCMAAGC3’ (SEC ID NO 279)
5/ GWAWTTTCTGACTCTTCCCA3" (SEC ID NO 280)

5’ TGWAWTTTCTGACTCTTCCCA3’ (SEC ID NO 281)

5' CTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA3’ (SEC ID NO 282)

5’ CCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA3’ (SEC ID NO 283)
5’ GCCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA3" (SEC ID NO 284)
5/ CGCCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA3" (SEC ID NO 285)

- para la amplificacion del exén 2 de HLA-C (tabla 9):

5" GTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3’ (SEC ID NO 126)

5’ GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3" (SEC ID NO 127)

5’ CGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3’ (SEC ID NO 128)

57 CCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3"” (SEC ID NO 129)
5’ YCCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3’ (SEC ID NO 130)
57 CYCCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3’ (SEC ID NO 131)

- para la amplificacion del exén 3 de HLA-C (tabla 10):

5’ CGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3” (SEC ID NO 132)

5’ TCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3” (SEC ID NO 133)

5’ GTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3" (SEC ID NO 134)

5’ GGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3’ (SEC ID NO 135)
5 GGGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3’ (SEC ID NO 136)
57 CGGGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT3’ (SEC ID NO 137)
5’ CGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3’ (SEC ID NO 138)

5’ TCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3’ (SEC ID NO 139)

5" CTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3" (SEC ID NO 140)

5’ CCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3’ (SEC ID NO 141)
5’ CCCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3’ (SEC ID NO 142)
5’ ACCCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT3" (SEC ID NO 143)
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- para la amplificacion del exén 4 de HLA-C (tabla 11):

5" GTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3’ (SEC ID NO 286)

5’ GGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3’ (SEC ID NO 287)

5’ AGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3” (SEC ID NO 288)

5’ CAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3” (SEC ID NO 289)
5’ CCAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3’ (SEC ID NO 290)
5’ CCCAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC3” (SEC ID NO 291)
S5’ TGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3’ (SEC ID NO 292)

5’ CTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3" (SEC ID NO 293)

5’ GCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3" (SEC ID NO 294)

5’ GGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3’ (SEC ID NO 2935)
5’ AGGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3’ (SEC ID NO 296)
5’ CAGGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC3’ (SEC ID NO 297)
57 CTCAGGATRGTCACATGGSC3’ (SEC ID NO 298)

5’ TCTCAGGATRGTCACATGGSC3” (SEC ID NO 299)

5’ TTCTCAGGATRGTCACATGGSC3’ (SEC ID NO 300)

5’ RTTCTCAGGATRGTCACATGGSC3’ (SEC ID NO 301)
5’ CRTTCTCAGGATRGTCACATGGSC3’ (SEC ID NO 302)
5’ CCRTTCTCAGGATRGTCACATGGSC3’ (SEQ NO 303)

5’ GCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3’ (SEC ID NO 78)

5’ GGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3" (SEC ID NO 79)

5’ GGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3’ (SEC ID NO 80)

5’ TGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3’ (SEC ID NO 81)

5’ ATGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3’ (SEC ID NO 82)
5’ CATGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA3’ (SEC ID NO 83)
5’ SCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3' (SEC ID NO 304)

5’ CSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3’ (SEC ID NO 305)

5" TCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3’ (SEC ID NO 306)

5’ GTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3’ (SEC ID NO 307)
5" TGTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3’ (SEC ID NO 308)
5/ GTGTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT3’ (SEC ID NO 309)
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En otra realizacién preferida, la presente invencion se refiere a cualquier método como se describe anteriormente,
caracterizado ademads porque la amplificacion del exén 4 se lleva a cabo con al menos uno de los siguientes cebadores
directos:

) para HLA-A: S5APBio: B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC (SEC
ID NO 144).

En otra realizacion preferida, la presente invencidn se refiere a cualquier método como se describe anteriormente,
caracterizado ademads porque la amplificacién del exén 2 se lleva a cabo con al menos uno de los siguientes cebadores
1nversos:

. para HLA-A: 3ex4APbio: B-TTGGGCAGACCCTCATGCTGC (SEC
ID NO 311).

En una realizacién muy especifica, la presente invencion se refiere a cualquier método como se describe anterior-
mente, caracterizado ademads porque:

- la amplificacién del ex6n 2 se lleva a cabo con al menos uno de los siguientes conjuntos de cebadores:

e para HLA-A: 5APbio (B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC;
SEC ID NO 144) y 3ex2APbio (B-ATCTCGGACCCGGAGACTGT:;

SEC ID NO 1);
- la amplificacion del exén 3 se lleva a cabo con al menos uno de los siguientes conjuntos de cebadores:

e para HLA-A: 5ex3APbio (B-CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC:
SEC ID NO 104) y 3ex3APbio (B-CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG;
SEC ID NO 156}):

- la amplificacién del ex6n 4 se lleva a cabo con al menos uno de los siguientes conjuntos de cebadores:

e para HLA-A: 5ex4APbio (B-GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT; SEC
ID NO 205) y 3ex4APbio (B-TTGGGCAGACCCTCATGCTGC;
SEC ID NO 311).

La persona experta entenderd que estos cebadores (SEC ID NO 1 a 314) se pueden adaptar mediante adicién o
supresion de uno o mds nucledtidos en sus extremidades. Tales adaptaciones pueden ser necesarias, por ejemplo, si se
cambian las condiciones de amplificacion, si el material amplificado es ARN en lugar de ADN, como es el caso, por
ejemplo, en el sistema de NASBA.

Adicionalmente se describe aqui un cebador como se describe anteriormente, para uso en la amplificacién del
ex6n 2 de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C, hibriddndose especificamente dicho cebador a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2 de respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; mds especificamente, hibriddndose
especificamente dicho cebador a una secuencia diana especifica del locus situada en la posicion:

- 67,96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intrén 2 de HLA-A (Fig. 1); o
- 356 170 del intrén 2 de HLA-B (Fig. 2); o
- 84,107 6 142 del intr6n 2 de HLA-C (Fig. 3);
mads especificamente, eligiéndose dicho cebador de la tabla 1 (para la amplificacién del exén 2 de HLA-A), de la

tabla 5 (para la amplificacién del exén 2 de HLA-B), o de la tabla 9 (para la amplificacién del ex6n 2 de HLA-C).
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Se describe adicionalmente un cebador como se describe anteriormente, para uso en la amplificacién del exén 3
de los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C, hibriddndose especificamente dicho cebador a una secuencia diana especifica
del locus en el intrén 2 (cebador directo) o una secuencia diana especifica del locus en el intrén 3 (cebador inverso) de
respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; mis especificamente, hibriddndose especificamente dicho cebador a una
secuencia diana especifica del locus situada en la posicidn:

- 67,96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intrén 2 de HLA-A (Fig. 1) o 32, 50, 62, 73, 83, 86, 118, 130,
150 del intr6n HLA-A 3 (Fig. 4); o

- 356 170 del intrén 2 de HLA-B (Fig. 2) 0 42, 46, 65, 68, 96, del intrén 3 de HLA-B (Fig. 5); o
- 84,107 6 142 del intr6n 2 de HLA-C (Fig. 3);

mads especificamente, eligiéndose dicho cebador de la tabla 2 o la tabla 3 (para la amplificacién del ex6n 3 de HLA-
A), o de la tabla 6 o tabla 7 (para la amplificacion del ex6n 3 de HLA-B).

Se describe adicionalmente un cebador como se describe anteriormente, para uso en la amplificacién del exén 4 de
los alelos HLA-A, HLA-B o HLA-C, hibriddndose especificamente dicho cebador a una secuencia diana especifica del
locus en el intrén 3 de respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; mas especificamente, hibriddndose especificamente
dicho cebador a una secuencia diana especifica del locus situada en la posicion:

- 501, 525,561 6 571 del intrén 3 de HLA-A (Fig. 4); o
- 438,502, 524, 547 6 571 del intr6n 3 de HLA-B (Fig. 5); o
- 461,477,527, 545 6 561 del intr6n 3 de HLA-C (Fig. 6);

mads especificamente, eligiéndose dicho cebador de la tabla 4 (para la amplificacién del ex6n 4 de HLA-A),
de la tabla 8 (para la amplificacién del exén 4 de HLA-B), o de la tabla 11 (para la amplificacién del exén 4 de
HLA-C).

Se describe adicionalmente un conjunto de cebadores que consiste en una combinacién de un cebador directo y un
cebador inverso como se define anteriormente, para uso en la amplificacion del ex6n 2 de los alelos HLA-A, HLA-
B o HLA-C. Se describe especificamente la combinacién del cebador directo SAPBio (SEC ID NO 144) para HLA-
A, IBPinl (SEC ID NO 145) para HLA-B o 5CIN1 (SEC ID NO 146) para HLA-C y un cebador inverso que se
hibrida especificamente a una secuencia diana especifica del locus en el intrén 2 de respectivamente HLA-A, HLA-B
o HLA-C; mas especificamente, hibriddndose especificamente dicho cebador inverso a una secuencia diana especifica
del locus situada en la posicién:

- 67,96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intrén 2 de HLA-A;
- 0356170 del intrén 2 de HLA-B; o
- 84,107 6 142 del intrén 2 de HLA-C;

mds especificamente, eligiéndose dicho cebador inverso de la tabla 1 (para la amplificacién del exén 2 de HLA-A),
de la tabla 5 (para la amplificacion del exén 2 de HLA-B), o de la tabla 9 (para la amplificacién del exén 2 de HLA-
O).

También se describe un conjunto de cebadores que consiste en una combinacién de un cebador directo y un ce-
bador inverso como se describe anteriormente, para uso en la amplificacion del ex6n 3 de los alelos HLA-A, HLA-
B o HLA-C. Se describe especificamente la combinacién de un cebador directo que se hibrida especificamente a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 2 de respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; més especifica-
mente, hibriddndose especificamente dicho cebador directo a una secuencia diana especifica del locus situada en la
posicién:

- 67,96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intrén 2 de HLA-A; o
- 356170 del intrén 2 de HLA-B; o
- 84,107 6 142 del intrén 2 de HLA-C;
mas especificamente, eligiéndose dicho cebador directo de la tabla 2 (para la amplificacién del exén 3 de HLA-
A), o de la tabla 6 (para la amplificacion del ex6n 3 de HLA-B) o de la tabla 10 (para la amplificacién del exén 3 de

HLA-C), y un cebador inverso que se hibrida especificamente a una secuencia diana especifica del locus en el intrén
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3 de respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; mas especificamente, hibriddndose especificamente dicho cebador
inverso a una secuencia diana especifica del locus situada en la posicion:

- 32,50, 62,73, 83, 86, 118, 130, 150 (Fig. 4) del intrén 3 de HLA-A; o
- 42,46, 65, 68, 96, del intr6n 3 de HLA-B (Fig. 5);

mas especificamente, eligiéndose dicho cebador inverso de la tabla 3 (para la amplificacién del ex6n 3 de HLA-
A), de la tabla 7 (para la amplificacién del ex6n 3 de HLA-B), o de 3CIN3 (SEC ID NO 149) (para la amplificacién
del ex6n 3 de HLA-C).

Se describe adicionalmente un conjunto de cebadores que consiste en una combinacién de un cebador directo y un
cebador inverso como se describe anteriormente, para uso en la amplificacién del exén 4 de los alelos HLA-A, HLA-
B o HLA-C. Se describe especificamente la combinacién de un cebador directo que se hibrida especificamente a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 3 de respectivamente HLA-A, HLA-B o HLA-C; mas especificamente,
hibriddndose especificamente dicho cebador directo a una secuencia diana especifica del locus situada en la posicién:

- 501, 525,561 6 571 del intrén 3 de HLA-A (Fig. 4); o
- 438,502, 524, 547 6 571 del intrén 3 de HLA-B (Fig. 5); o
- 461, 477,527, 545 6 561 del intrén 3 de HLA-C (Fig. 6);
mas especificamente, eligiéndose dicho cebador directo de la tabla 4 (para la amplificacion del exén 4 de HLA-A),
de la tabla 8 (para la amplificacion del ex6n 4 de HLA-B) o de la tabla 11 (para la amplificacion del exén 4 de HLA-

C), y un cebador inverso 3ex4APbio (SEC ID NO 311) para HLA-A, 3ex4IBbio (SEC ID NO 312) para HLA-B, o
3ex4ICbio (SEC ID NO 313) para HLA-C.

Especificamente, los cebadores se usan en una mezcla que permite la amplificacién separada del exén 2 y del exén
3. En consecuencia, se describe una mezcla de cebadores miiltiple que contiene al menos un par de cebadores como
se describe anteriormente para la amplificacién del ex6n 2 y un par de cebadores como se describe anteriormente para
la amplificacién del exén 3.

Especificamente, la mezcla de cebadores miltiple para la amplificacion separada del exén 2 y del exén 3 comprende
los siguientes conjuntos de cebadores:

- para la amplificacion separada del ex6n 2 y del ex6n 3 de HLA-A:

Amplicén Conjunto de Secuencia (5’-3’) SEC ID
cebadores
Exén 1-2 [5APbio(57) B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC 144
3ex2APbio (3’) [B-ATCTCGGACCCGGAGACTGT 1
Exén 3 Sex3APbio(5') B-CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 104
3ex3APbio (3’) [B-CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 156

- para la amplificacion separada del ex6n 2 y del ex6n 3 de HLA-B:

Amplicén| Conjunto de Secuencia (5’'-3) SEC ID
cebadores
Exon 2 IBPinlbio (5’) [B-GGGAGGAGCGAGGGGACCSCAG 145
IB3PinZ2bio (3’) B-AACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 109

Exén 3 IB5Pin2bio (5’) B-CGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG|224
IB3Pin3bio (3’) B-TCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 234
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- para la amplificacién separada del ex6n 2 y del exén 3 de HLA-C:

Amplicén | Conjunto de Secuencia (5'-3') SEC ID
cebadores
Exon 2 S5CIN1 (57) B-AGCGAGGGGCCCGCCCGGCGA 146
IC3Pin2bio(3’) B-GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 127
Exén 3 IC5Pin2bio(5’) [B-TCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 139
3CIN3 (3') B-GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT 149

Especificamente, los cebadores se usan en una mezcla que permite la amplificacién separada del exén 2, ex6n 3 y
ex6n 4. En consecuencia, se describe una mezcla de cebadores multiple que contiene al menos un par de cebadores
como se describe anteriormente para la amplificacién del ex6n 2, un par de cebadores como se describe anteriormente
para la amplificacion del ex6n 3, y un par de cebadores como se describe anteriormente para la amplificacion del exén
4.

Especificamente, la mezcla de cebadores multiple para la amplificacion separada del exén 2, exén 3 y exén 4
comprende los siguientes conjuntos de cebadores:

- para la amplificacién separada del ex6n 2, exén 3 y exén 4 de HLA-A:

Amplicén | Conjunto de Secuencia (5’-3') SEC ID
cebadores
Exé6n 1-2 [|5APbio(5') B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC 144
3ex2APbio (3') P-ATCTCGGACCCGGAGACTGT 1
Exon 3 5ex3APbio(5’) |B-CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 104
3ex3APbio (3') |[B-CCCTCCTTGIGGGAGGCCAG 156
Exén 4 Sex4APbio (5’) B-GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 205
3ex4APbio (3’) B-TTGGGCAGACCCTCATGCTGC 311
- para la amplificacién separada del ex6n 2, exén 3 y exén 4 de HLA-B:
Amplicén| Conjunto de Secuencia (5'-3') SEC ID
cebadores
Exdén 2 IBPinlbio (5’) [B-GGGAGGAGCGAGGGGACCSCAG 145
IB3Pin2bio (3") B-AACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 109
Exén 3 IB5Pin2bio (5') B-CGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG [224
IB3Pin3bio (3') B-TCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 234
Exén 4 S5ex41Bbio(5’) [B-TCACATGGGTGGTCCTAGG 267
3ex41Bbio (3') B-TCGGCAGCCCCTCATGCTGT 312
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- para la amplificacién separada del ex6n 2, exén 3 y exén 4 de HLA-C:

Amplicén Conjunto de Secuencia (5’-3’) SEC ID
cebadores
Fxén 2 SCIN1({5’) B-AGCGAGGGGCCCGCCCGGCGA 146
IC3Pin2bio(3’) B-GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 127
Exén 3 IC5Pin2bio (5°) [B-TCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 139
3CIN3 (3’) ~GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT 149
FExén 4 S5ex41Cbio(5") B-TCTCAGGATRGTCACATGGSC 299
3ex41Cbio(3’) [B-CATCTCAGGGTGMRGGGCTT 313

Los cebadores se pueden marcar. El marcado se puede llevar a cabo por cualquier método conocido por la per-
sona experta en la técnica. La naturaleza del marcador puede ser isotépica (**P, S, etc.) o no isotdpica (biotina,
digoxigenina, etc.).

Los oligonucleétidos usados como cebadores también pueden comprender andlogos nucleotidicos tales como fos-
forotioatos (Matsukura et al., 1987), alquilfosforotioatos (Miller et al., 1979) o 4cidos nucleicos peptidicos (Nielsen
et al., 1991; Nielsen et al., 1993), o pueden contener agentes intercalantes (Asseline et al., 1984). Como la mayoria
de las otras variaciones o modificaciones introducidas en las secuencias de ADN originales, estas variaciones nece-
sitardn adaptaciones con respecto a las condiciones en las que el oligonucleétido se deberia de usar para obtener la
especificidad y sensibilidad requeridas. Sin embargo, los resultados eventuales de la hibridacién serdn esencialmente
los mismos que los obtenidos con los oligonucle6tidos no modificados. La introduccidn de estas modificaciones puede
ser ventajosa a fin de influir positivamente en caracteristicas tales como la cinética de hibridacidn, reversibilidad de la
formacién de hibridos, estabilidad bioldgica de las moléculas oligonucleotidicas, etc.

Se describe aqui el uso de los cebadores, los conjuntos de cebadores y/o las mezclas de cebadores de la invencién
en un método para la amplificacién separada y especifica del locus del exén 2, exén 3 y/o exén 4 de HLA-A, HLA-B
o HLA-C.

La presente invencién también se refiere a un método para tipar o subtipar uno o més alelos HLA-A en una muestra,
que comprende las siguientes etapas:

@) si es necesario, liberar, aislar y/o concentrar los acidos nucleicos presentes en dicha muestra;
(ii))  amplificar los dcidos nucleicos descritos aqui;

(iii))  tipar los alelos HLA-A especificos presentes en dicha muestra.

La liberacién, concentracién y aislamiento de los dcidos nucleicos procedentes de la muestra se puede realizar me-
diante cualquier método conocido en la técnica. Actualmente, existen diversos kits comerciales tales como el QlAamp
Blood Kit de Qiagen (Hilden, Alemania) para el aislamiento de dcidos nucleicos a partir de muestras de sangre, o el
“High pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica). También existen otros procedi-
mientos bien conocidos para el aislamiento de ADN o ARN a partir de una muestra biolégica (Sambrook et al., 1989).
Los 4cidos nucleicos se amplifican subsiguientemente mediante el método de la invencidn descrito anteriormente. Los
productos de esta etapa de amplificacién son entonces idealmente adecuados para tipar el alelo especifico presente en
la muestra. Actualmente se conocen 169 alelos diferentes de HLA-A, 332 alelos diferentes de HLA-B, y 87 alelos
diferentes de HLA-C. El tipado de estos alelos se puede realizar mediante cualquier método conocido en la técnica,
tal como el andlisis diplex de los productos de la PCR (Clay et al., 1994), el andlisis de polimorfismo conforma-
cional monocatenario del producto de la PCR (PCR-SSCP; Yoshida et al., 1992), tipado a base de secuencias (SBT;
Santamaria ef al., 1992 y 1993), el uso de cebadores especificos de secuencias en la reaccién de la PCR (PCR-SSP;
Olerup y Zetterquist, 1991), el uso de PCR en combinacién con un sondaje oligonucleotidico especifico de secuen-
cias (PCR-SSOP; Saiki et al., 1986), la transferencia de punto convencional, la transferencia Southern, el sindwich
o sondado mediante transferencia de punto inversa (Saiki et al., 1989). A fin de obtener resultados rapidos y faciles
si estan implicadas una multitud de sondas, puede ser conveniente un formato de hibridacién inversa. En consecuen-
cia, en una realizacion preferida, las sondas seleccionadas se inmovilizan en ciertas localizaciones sobre un soporte
solido, y los 4cidos polinucleicos amplificados se marcan a fin de permitir la deteccién de los hibridos formados. La
expresion “soporte s6lido” se puede referir a cualquier sustrato al que se puede acoplar una sonda oligonucleotidica,
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con la condicién de que retenga sus caracteristicas de hibridacién y con la condicién de que el nivel de fondo de la
hibridacién permanezca bajo. Habitualmente, el sustrato sélido serd una placa de microtitulacién (por ejemplo en la
técnica de DEIA), una membrana (por ejemplo nailon o nitrocelulosa) o una microesfera (perla) o un chip. Antes de
la aplicacién a la membrana o fijacion, puede ser conveniente modificar la sonda de dcido nucleico a fin de facilitar la
fijacién o mejorar la eficacia de la hibridacion. Tales modificaciones pueden englobar la unién de un homopolimero
de acido nucleico a un trozo de ADN, el acoplamiento con diferentes grupos reactivos tales como grupos alifaticos,
grupos NH,, grupos SH, grupos carboxilicos, y el acoplamiento con biotina, aptenos o proteinas.

La presente invencion se refiere ademads a un kit de diagndstico para el tipado o subtipado de uno o mas alelos
HLA-A en una muestra, que comprende los siguientes componentes:

(6] cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los 4cidos nucleicos presentes en dicha
muestra;

(ii))  un conjunto de cebadores o una mezcla de cebadores como se describe aqui;

(iv)  un medio para tipar los alelos HLA-A especificos presentes en dicha muestra.

Un kit de diagndstico especifico y muy compatible con el usuario es el ensayo de sondas en lineas para el tipado o
subtipado de uno o més alelos HLA-A en una muestra, que comprende los siguientes componentes:

@) cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los dcidos nucleicos presentes en dicha
muestra;

(ii))  un par de cebadores o una mezcla de cebadores como se describe aqui;

(iii)  al menos una sonda que se hibrida especificamente con uno de los alelos HLA-A, fijada a un soporte s6lido;
(iv)  un tampdn de hibridacién, o componentes necesarios para producir dicho tampén;

(v)  unadisolucién de lavado, o componentes necesarios para producir dicha disolucién;

(vi)  cuando sea apropiado, un medio para detectar los hibridos que resultan de la hibridacién precedente.

En esta realizacion, el conjunto seleccionado de sondas se inmoviliza a una tira de membrana en forma de lineas.
Dichas sondas se pueden inmovilizar individualmente o como mezclas a las localizaciones delineadas. Los 4cidos
polinucleicos de HLA-A amplificados se pueden marcar con biotina, y el hibrido se puede detectar entonces, via un
acoplamiento con biotina-estreptavidina, con un sistema de desarrollo del color no radioactivo.

La expresion “tampoén de hibridacién” significa un tampdn que permite una reaccion de hibridacion entre las sondas
y los 4cidos polinucleicos presentes en la muestra, o los productos amplificados, en las condiciones de restriccién
apropiadas.

La expresion “disolucién de lavado” significa una disolucién que permite lavar los hibridos formados en las con-
diciones de restriccién apropiadas.

También se describe aqui el uso de los cebadores, los conjuntos de cebadores y/o las mezclas de cebadores de la
invencién para la fabricacién de un kit de diagnéstico o ensayo de sondas en lineas para el tipado de HLA de Clase 1.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones a continuacién, excepto que el contexto requiera otra
cosa, se entenderd que la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, implican
la inclusién de un todo o etapa sefialado o grupo de todos o etapas sefialados, pero no la exclusién de ningtin otro todo
o etapa o grupo de todos o etapas.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Alineamiento de 29 secuencias del intrén 2 de HLA-A. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucleétidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical.
Se indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucledtido en esa
posicion. La secuenciacion se llevé a cabo segtin el ejemplo 1.

Figura 2. Alineamiento de 38 secuencias del intrén 2 de HLA-B. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucledtidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical.
Se indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucleétido en esa
posicion. La secuenciacidn se llevé a cabo segtn el ejemplo 1.
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Figura 3. Alineamiento de 13 secuencias del intrén 2 de HLA-C. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucledtidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical.
Se indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucleétido en esa
posicion. La secuenciacion se llevé a cabo segun el ejemplo 1.

Figura 4. Alineamiento de 12 secuencias del intr6n 3 de HLA-A. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucledtidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical. Se
indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucleétido en esa posicion.

Figura 5. Alineamiento de 22 secuencias del intr6n 3 de HLA-B. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucledtidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical. Se
indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucleétido en esa posicion.

Figura 6. Alineamiento de 12 secuencias del intrén 3 de HLA-C. En la parte superior de la figura se muestra la
secuencia de consenso. Los nucleétidos que conforman la secuencia de consenso se indican con una linea vertical. Se
indican los nucleétidos que difieren de la secuencia de consenso. N indica la ausencia de un nucleétido en esa posicion.

Figura 7. Resultado de un ensayo de sondas en lineas para el tipado de HLA-A como se indica en el ejemplo 5.
Los 4cidos nucleicos se amplificaron mediante uso de: (A) SAPBio (cebador directo; SEC ID NO 144) y 3APBio
(cebador inverso; SEC ID NO 147) para la amplificacion del ex6n 2 y exén 3 de HLA-A en un solo amplicén; (B)
la mezcla de cebadores mdltiple para la amplificacién separada del exén 2, exén 3 y exén 4 de HLA-A. Las sondas
con los ndmeros 1, 4, 9, 10, 12 y 13 muestran claramente una sefial mds fuerte tras la hibridacién con los amplicones
obtenidos mediante uso de la mezcla de cebadores multiple (tira B).

Figura 8. Resultados de un ensayo de sondas en lineas para el tipado de HLA-B como se indica en el ejemplo
6. Los 4cidos nucleicos se amplificaron mediante uso de: (B) IBPinl (cebador directo; SEC ID NO 145) e IBPin3
(cebador inverso; SEC ID NO 148) para la amplificacion del ex6n 2 y exén 3 de HLA-B en un solo amplicén; (B) la
mezcla de cebadores multiple para la amplificacién separada del exén 2, exén 3 y exén 4 de HLA-B. Las sondas con
los nimeros 9, 10, 18, 19, 20, 34 y 35 muestran claramente una sefial mds fuerte tras la hibridacién con los amplicones
obtenidos mediante uso de la mezcla de cebadores mdltiple (tiras B).

Tablas
TABLA 1

Cebadores inversos usados para la amplificacion del exon 2 de HLA-A

Posicidén 3’ Secuencia (5’'-3') SEC ID NO
en el
intrén 2

67 ATCTCGGACCCGGAGACTGT 1
GATCTCGGACCCGGAGACTGT 2
GGATCTCGGACCCGGAGACTGT 3
YGGATCTCGGACCCGGAGACTGT 4
GYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT 5
GGYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT 6

96 IGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT 7
GGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT 8
AMGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT 9
AAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT 10
CAAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT 11

109 CTCCCGGGDCAAGGGTCTCG 12
TCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG 13
ICTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG 14
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CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG 15
GCCTCTCCCGGGDCARGGGTCTCG 16
GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG 17

110 TCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 18
CTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 19
CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 20
GCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 21
GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 22
GGGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC 23

118 CCTGGGCCTCTCCCGGGDCA 30
GCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA 31
GCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA 32
CGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA 33
GECGCCTGRGCCTCTCCCGEGDCA 34
AGGCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA 35

123 AGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 36
AAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 37
WAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 38
TWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 39
GTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 40
GGTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG 41

131 CCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 42
ACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 43
AACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 44
AAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 45
GAAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 46
TGAAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC 47

181 YCCVGCCCCGACCAACCYGG 48
GYCCVGCCCCGACCAACCYGG 49
YGYCCVGCCCCGACCAACCYGG 50
CYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG 51
CCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG 52
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lCCCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG

53

TABLA 2

Cebadores directos usados para la amplificacion del exon 3 de HLA-A

Posicidén 3’ Secuencia (5’'-3’) SEC ID

en el NO
intrén 2

67 CGGACGGGCCRGGTSRCCCA 54
ACGGACGGGCCRGGTSRCCCA 55
CACGGACGGGCCRGGTSRCCCA 56
CCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA 57
CCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA 58
CCCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA 59
96 GGTCCGAGATCCRCCCCGAA 60
GGGTCCGAGATCCRCCCCGAA 6l
CGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA 62
ICCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA 63
TCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA 64
CTCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA 65
109 CCCCGAAGCCGCGGGACYCC 66
RCCCCGAAGCCGCGGGACYCC 67
CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC 68
CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC 69
TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC 70
IATCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC 71
110 CCCGAAGCCGCGGGACYCCG 12
CCCCGAAGCCGCGGGACYCCG 73
RCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG 74
CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG 75
CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG 76
TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG 77
118 CGCGGGACYCCGAGACCCTT 84
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CCGCGGGACYCCGAGACCCTT 85
GCCGCGGGACYCCGAGACCCTT 86
PGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT 87
AAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT 88
GAAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT 89
123 GACYCCGAGACCCTTGDCCC 90
GGACYCCGAGACCCTTGDCCC 91
GGGACYCCGAGACCCTTGDCCC 92
CGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC 93
GCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC 94
CGCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC 95
131 GACCCTTGDCCCGGGAGAGG 96
AGACCCTTGDCCCGGGAGAGG 97
GAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG 98
CGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG 99
CCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG 100
YCCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG 101
181 GTTTAGGCCAAARAATCCCCC 102
AGTTTAGGCCAAARATCCCCC 103
CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 104
TCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 105
TTCAGTTTAGGCCAARAAATCCCCC 106
TTTCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 107
TABLA 3
Cebadores inversos usados para la amplificacion del exén 3 de HLA-A
Posicidén Secuencia (5’'-3') SEC ID NO
3’ en el
intrén 3
32 IAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 150
CAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 151
CCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 152
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GCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 153
GGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 154
AGGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC 155
50 CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 156
CCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 157
TCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 158
CTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 159
TCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 160
GTCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG lel
62 CCCAAWTGTCTCCCCTCCTT 162
TCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT 163
GTCCCRAAWTGTCTCCCCTCCTT 164
GGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT 165
TGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT 166
TTGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT 167
73 CTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 168
TCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 169
TTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 170
ATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 171
TATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 172
ATATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 173
83 GGGYGATATTCTAGTGTTGG 174
AGGGYGATATTCTAGTGTTGG 175
GAGGGYGATATTCTAGTGTTGG 176
GGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG 177
GGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG 178
AGGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG 179
86 GGAGGGYGATATTCTAGTGT 180
GGGAGGGYGATATTCTAGTGT 181
FGGGAGGGYGATATTCTAGTGT 182
GAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT 183
AGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT 184
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CAGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT 185
118 CCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 186
IACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 187
AACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 188
AAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 189
GAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 190
GGAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC 191
130 IMGGATCTGGAAACCCAGGAG 192
CAGGATCTGGAAACCCAGGAG 193
IACAGGATCTGGAAACCCAGGAG 194
TACAGGATCTGGAAACCCAGGAG 195
GTACAGGATCTGGAAACCCAGGAG 196
GGTACAGGATCTGGAAACCCAGGAG 197
150 TCAGAGTCACTCTCTGGTAC 198
CTCAGAGTCACTCTCTGGTAC 199
CCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC 200
IACCTCAGAGTCACTCTCTG GTAC 201
AACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC 202
GRACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC 203
TABLA 4
Cebadores directos usados para la amplificacion del exén 4 de HLA-A
Posicién 3’ Secuencia (5'-3') SEC ID
en el NO
intrén 3
501 TTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 204
GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 205
GGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 206
GGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 207
TGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 208
CTGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 209
525 GGTGTCCTGTCCATTCTCAA 24
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RGGTGTCCTGTCCATTCTCAA 25
CRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA 26
CCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA 27
ICCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA 28
TCCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA 29
561 CTGGWGGAGTGTCCCATKAC 201
GCTGGWGGAGTGTCCCATKAC 211
TGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC 212
RTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC 213
YRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC 214
IGYRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC 215
571 GTCCCATKACAGATRCMMAA 216
TGTCCCATKACAGATRCMMAA 217
GTGTCCCATKACAGATRCMMAA 218
AGTGTCCCATKACAGATRCMMAA 219
IGAGTGTCCCATKACAGATRCMMAA 220
GGAGTGTCCCATKACAGATRCMMARA 221
TABLA 5
Cebadores inversos usados para la amplificacion del exén 2 de HLA-B
Posicién Secuencia (5'-3') SEC ID
3’ en el NO
intrén 2
170 IACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 108
IAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 109
CAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 110
ICCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 111
MCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 112
GMCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 113
'YGMCCAACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 314
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TABLA 6

Cebadores directos usados para la amplificacion del exon 3 de HLA-B

Posicién 3’ en Secuencia (5’'-3') SEC ID NO
el intrén 2

35 ICYGGGGCGSAGGTCACGACT 114
CCYGGGGCGSAGGTCACGACT 115
IGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT 116
GGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT 117
CGGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT 118
ICCGGCCYGGGGCGSAGGTCACGACT 119

170 CCCGGTTTCATTTTCAGTTG 120
IACCCGGTTTCAITIIICAGTITG 121
TACCCGGTTTCAIITIICAGTTG 122
TTACCCGGTTTCAIIIICAGTTG 123
TTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG 124
GTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG 125
ICGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG 222
IGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG 223
ICGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG 224

TABLA 7

Cebadores inversos usados para la amplificacion del exén 3 de HLA-B

Posicidén 3’ Secuencia (5’-3') SEC ID NO
en el
intrén 3

42 CGTKGGAGSCCATCCCCGSC 225
TCGTKGGAGSCCATCCCCGSC 226
CTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC 227
TCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC 228
TTCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC 229
CTTCTCGTKGGAGSCCATCCCCGSC 230

46 TCTCGTKGGAGSCCATCCCC 231
TTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 232
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CTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 233
TCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 234
YTCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 235
ICYTCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 236
65 GATCCCATTTTCCTCYTCTT 237
TGATCCCATTTTCCTCYTCTT 238
CTGATCCCATTTTCCTCYTCTT 239
IGCTGATCCCAIIIICCTCYTCTT 240
CGCTGATCCCATTTTCCTCYTCTT 241
IGCGCTGATCCCATTTTCCTCYTCTT 242
68 IGCTGATCCCAIIIICCTCYT 243
CGCTGATCCCATTTTCCTCYT 244
IGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT 245
AGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT 246
TAGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT 247
CTAGCGCTGATCCCATTTTCCTCYT 248
96 TCCATTCAAGGGAGGGCGAC 249
CTCCATTCAAGGGAGGGCGAC 250
'TCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC 251
TTCTCCATTCRAAGGGAGGGCGAC 252
ATTCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC 253
CATTCTCCATTCAAGGGAGGGCGAC 254

TABLA 8

Cebadores directos usados para la amplificacion del exon 4 de HLA-B

Posicidén 3’ Secuencia (5’-3') SEC ID NO
en el
intrén
438 AGATTATCCCAGGTGCCTGC 255
GAGATTATCCCAGGTGCCTGC 256
GGAGATTATCCCAGGTGCCTGC 257
IAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC 258
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TAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC 259
ATAGGAGATTATCCCAGGTGCCTGC 260
502 TGTCCTGYCCATTCTCAGKC 261
GTGTCCTGYCCATTCTCAGKC 262
GGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC 263
AGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC 264
CAGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC 265
CCAGGTGTCCTGYCCATTCTCAGKC 266
524 TCACATGGGTGGTCCTAGG 267
GTCACATGGGTGGTCCTAGG 268
GGTCACATGGGTGGTCCTAGG 269
TGGTCACATGGGTGGTCCTAGG 270
CTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG 271
KCTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG 272
GKCTGGTCACATGGGTGGTCCTAGG 273
547 TSCCATGARAGATGCMAAGC 274
GTSCCATGARAGATGCMAAGC 275
TGTSCCATGARAGATGCMAAGC 276
GTGTSCCATGARAGATGCMAAGC 277
GGTGTSCCATGARAGATGCMAAGC 278
GGGTGTSCCATGARAGATGCMAAGC 279
571 GWAWTTTCTGACTCTTCCCA 280
TGWAWTTTCTGACTCTTCCCA 281
CTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA 282
CCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA 283
GCCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA 284
CGCCTGWAWTTTCTGACTCTTCCCA 285
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TABLA 9

Cebadores inversos usados para la amplificacion del exon 2 de HLA-C

Posicién 3’ Secuencia (5'-3') SEC ID

en el NO
intrén 2

107 GTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 126
GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 127
CGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 128
ICCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 129
YCCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 130
CYCCGGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 131

TABLA 10

Cebadores directos usados para la amplificacion del exon 3 de HLA-C

Posicion 3’ Secuencia (5’'-3') SEC ID NO
en el
intrén 2

84 CGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 132
TCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 133
IGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 134
GGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 135
IGGGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 136
CGGGTCGCCCCRAGTCTCCSSGTCT 137

142 CGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 138
TCG RCCG G RGAGAGCCCCAGT 139
CTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 140
CCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 141
ICCCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 142
ACCCTCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 143
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TABLA 11

Cebadores directos usados para la amplificacion del exon 4 de HLA-C

Posicién 3’ Secuencia (5'-3') SEC ID NO
en el
intrén 3

461 GTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 286
GGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 287
AGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 288
ICAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 289
ICCAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 290
ICCCAGGTGCCTGTGTCCAGGCTGGC 291

477 TGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 292
CTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 293
GCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 294
GGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 295
AGGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 296
CAGGCTGGCGTCTGGGTTCTGTGCC 297

527 FTCAGGATRGTCACATGGSC 298
TCTCAGGATRGTCACATGGSC 299
TTCTCAGGATRGTCACATGGSC 300
RTTCTCAGGATRGTCACATGGSC 301
CRTTCTCAGGATRGTCACATGGSC 302
ICCRTTCTCAGGATRGTCACATGGSC 303

545 GCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 78
GGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 79
IGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 80
TGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 81
ATGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 82
ICATGGGCGCTGTTGGAGTGTCGCAA 83

561 SCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 304
ICSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 305
TCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 306
GTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 307
TGTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 308
GTGTCSCAAGAGAGAWRCAAAGTGT 309
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Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacion de la secuencia del intrén 2 de diversos alelos HLA-A, HLA-B 'y HLA-C

Se prepararon dcidos nucleicos a partir de diferentes muestras de sangre mediante el uso del kit QIAamp Blood
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) segin el protocolo del fabricante.

Parte del ex6n 1, del intrén 2, del ex6n 2, del intrén 2 y del exén 3 de HLA-A se amplificaron mediante uso del
siguiente conjunto de cebadores:

Cebador Secuencia (5’'-3’) SEC ID NO
S5APBio (5') B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC 144
3APBio (3’) B-CCGTGCGCTGCAGCGTCTCCTTCCCG 147

B = biotina.

El ex6n 2, el intrén 2 y el ex6n 3 de HLA-B se amplificaron mediante uso del siguiente conjunto de cebadores:

Cebador Secuencia (5’-3') SEC ID NO
IBPinl (5") B-GGGAGGAGCGAGGGGACCSCAG 145
IBPin3(3") [B-GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT 148

B = biotina.

El ex6n 2, el intrén 2 y el ex6n 3 de HLA-C se amplificaron mediante uso del siguiente conjunto de cebadores:

Cebador Secuencia (5’-3') SEC ID NO
5CIN1 (5'") [B-AGCGAGGGGCCCGCCCGGCGA 146
3CIN3 (3’) B-GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT 149

B = biotina.

El ciclo de reaccién de 1la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
1 min. a 96°C;
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C);
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C);
10 veces (30 s a 96°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C);
15 veces (30 s a 96°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C);
5 min. a 72°C.

La reaccién de amplificacion se llevé a cabo en 50 mM de Tris-HCI pH 9,2, 16 mM de (NH,),SO,, 200 uM de
dNTPs, 2,5 U de Taq polimerasa, 1,5 mM de MgCl,, 15 pmoles de cada cebador y 0,1 a 0,5 g de ADN.
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El amplicén resultante se clond en el vector pPGEMt (Promega, Madison, WI, USA). El andlisis de la secuencia nu-
cleotidica se llev$ a cabo mediante uso de un secuenciador de ADN automatizado Modelo 373A (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) con didesoxinucleétidos marcados para fluorescencia PrismTM Ready Reaction Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los cebadores usados para la reaccién de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacién. Se obtuvieron 29 secuencias del intrén 2 para
HLA-A, 38 para HLA-B y 13 para HLA-C. Las secuencias se muestran en las Figuras 1, 2 y 3, respectivamente.

Ejemplo 2
Amplificacion del exon 2 y del exén 3 de HLA-A

Se prepararon dcidos nucleicos a partir de diferentes muestras de sangre mediante uso del QIAamp Blood Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) segun el protocolo del fabricante. Basdndose en el alineamiento de secuencias de las
secuencias del intrén 2 de HLA-A (Figura 1) se disefié un cebador inverso y uno directo, especifico del locus, para la
amplificacion especifica del exén 2 y del exén 3, respectivamente, de HLA-A. Con estos cebadores, se construyé una
mezcla de cebadores para la amplificacién separada del ex6n 2 y del exén 3 de HLA-A, que consiste en los siguientes
dos conjuntos de cebadores:

- parael exén 2: SAPBio (SEC ID NO 144) como cebador directo, y 5’ ATCTCGGACCCGGAGACTGT3’
(SEC ID NO 1) como cebador inverso;

- para el exén 3: S’CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 104) como cebador directo, y
3APBio (SEC ID NO 147) como cebador inverso.

El ciclo de la reaccién de la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:

5 min. a 96°C;
35 veces (30 s a 96°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C);
10 min. a 72°C.

La reaccién de PCR se llevé a cabo en 10 mM de Tris.HC1 pH 8,3, 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl,, 0,001% (p/v)
de gelatina, 200 uM de los ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20 pmoles de cada cebador y 1U AmpliTaq (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La longitud de los productos de la PCR obtenidos se verificé en un gel de agarosa
segtin Sambrook et al. (1989).

Ejemplo 3
Amplificacion del exon 2 y del exon 3 de HLA-B

Se prepararon 4cidos nucleicos a partir de diferentes muestras de sangre mediante uso del QIAamp Blood Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) segtin el protocolo del fabricante. Basdndose en el alineamiento de secuencias de las
secuencias del intrén 2 de HLA-B (Figura 2), se disefi6 un cebador inverso y uno directo, especificos del locus, para la
amplificacion especifica del exén 2 y del exén 3, respectivamente, de HLA-B. Con estos cebadores, se construy6 una
mezcla de cebadores para la amplificacion separada del ex6n 2 y del ex6n 3 de HLA-B, que consiste en los siguientes

2 conjuntos de cebadores:

- parael ex6n 2: IBPinl (SEQ ID NO 145) como cebador directo, y 5’ ACCCGCGGGGATTTTTGGCCTC3’
(SEC ID NO 310) como cebador inverso;

- parael exén 3: 5’ACCCGGTTTCATTTTCAGTTG3’ (SEC ID NO 121) como cebador directo, y IBPin3
(SEC ID NO 148) como cebador inverso.
El ciclo de la reaccién de la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
5 min. a 96°C;
35 veces (30 s a 96°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C);

10 min. a 72°C.
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La reaccién de PCR se llevé a cabo en 10 mM de Tris.HCI pH 8,3, 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl,, 0,001% (p/v)
de gelatina, 200 uM de los dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20 pmoles de cada cebador y 1U AmpliTaq (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La longitud de los productos de la PCR obtenidos se verificé en un gel de agarosa
seglin Sambrook et al. (1989).

Ejemplo 4
Amplificacion del exon 2 y del exon 3 de HLA-C

Se prepararon dcidos nucleicos a partir de diferentes muestras de sangre mediante uso del QIAamp Blood Kit
(Qiagen, Hilden, Alemania) segtn el protocolo del fabricante. Basdndose en el alineamiento de secuencias de las
secuencias del intrén 2 de HLA-C (Figura 3), se disefié un cebador inverso y uno directo, especificos del locus, para la
amplificacion especifica del exdén 2 y del exén 3, respectivamente, de HLA-C. Con estos cebadores, se construyé una
mezcla de cebadores para la amplificacién separada del exén 2 y del exén 3 de HLA-C, que consiste en los siguientes
2 conjuntos de cebadores:

- parael exén 2: SCIN1 (SEC ID NO 146) como cebador directo, y 5’GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT3’
(SEC ID NO 127) como cebador inverso;

- parael exén 3: 5’TCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT?3’ (SEC ID NO 139) como cebador directo, y 3CIN3
(SEC ID NO 149) como cebador inverso.
El ciclo de la reaccién de la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
5 min. a 96°C;
35 veces (30 s a 96°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C);
10 min. a 72°C.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 10 mM de Tris.HCI pH 8,3, 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl,, 0,001% (p/v)
de gelatina, 200 uM de los ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 20 pmoles de cada cebador y 1U AmpliTaq (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). La longitud de los productos de la PCR obtenidos se verificé en un gel de agarosa
segtin Sambrook et al. (1989).

Ejemplo 5
Amplificacion del exon 2, exon 3y exon 4 de HLA-A

Se recogieron muestras de sangre a partir de un donante caucdsico en B.A.R.C. (Gante, Bélgica). Se prepararon
dcidos nucleicos a partir de las muestras de sangre mediante el uso del QIAamp Blood Kit (Qiagen, Hilden, Alemania)
segun el protocolo del fabricante.

5.1 Mezcla de cebadores para la amplificacion separada del exon 2, exon 3 'y exon 4 de HLA-A

Se usé una mezcla de cebadores para la amplificacion separada del exén 2, ex6n 3 y exén 4 de HLA-A, que consiste
en los siguientes conjuntos de cebadores:

Amplicén Conjunto de Secuencia (5'-3') SEC ID
cebadores NO

Exén 1-2 SAPbio (57) B-TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC 144

3ex2APbio (3") | B-ATCTCGGACCCGGAGACTGT 1
Exén 3 S5ex3APbio (5’) | B-CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC 104

3ex3APbio (3’) | B-CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG 156
Exén 4 Sex4APbio (5’) [ B-GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT 205
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3ex4APbio (3’) | B-TTGGGCAGACCCTCATGCTGC 311

B = biotina.

El ciclo de reaccién de la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
1 min. a 96°C;
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C);
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C);
10 veces (30 s a 96°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C);
15 veces (30 s a 96°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C);
5 min. a 72°C;
4°C.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 50 mM de Tris.HCI pH 9,2, 16 mM de (NH,),SO,, 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de los ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2,5 U de Taq polimerasa (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems,
Branchburg, New Jersey, US), 20 pmoles del cebador 5APbio, 20 pmoles del cebador 3ex2APbio, 40 pmoles del
cebador Sex3APbio, 40 pmoles del cebador 3ex3APbio, 15 pmoles del cebador Sex4APbio, 15 pmoles del cebador
3ex4APbio y 0,1-0,5 ug de ADN.

La longitud de los productos de amplificacién obtenidos se verific en un gel de agarosa al 3% segtin Sambrook
et al. (1989). Se obtuvieron 3 bandas de diferente longitud que se refieren respectivamente al exén 2 (559 pb), exén 3

(439 pb) y ex6n 4 (380 pb) de HLA-A. Mediante el uso de este protocolo, los exones de HLA-A se amplificaron de
forma suficientemente potente para el tipado subsiguiente en un ensayo de hibridacion.

5.2 Ensayo de los productos de amplificacion obtenidos en un ensayo de tipado de HLA-A

Los amplicones de HLA-A se tiparon subsiguientemente en un ensayo de hibridacion inversa basado en la tecnolo-
gia de LiPA (Stuyver et al., 1993). Tras la etapa de amplificacién como se describe anteriormente, los dcidos nucleicos
amplificados se hibridaron a un panel de 36 sondas mediante uso del kit de HLA-A de LiPA (Innogenetics, Gante,
Bélgica) segtin las instrucciones del fabricante. En la Figura 7 se muestran los resultados de esta hibridacién inversa.

Para comparacién, también se obtuvo un producto de amplificacién, que comprende el exén 2 y el exén 3 en un
unico amplicén, mediante el uso de SAPBio (cebador directo; SEC ID NO 144) y 3APBio (cebador inverso; SEC ID
NO 147). En la Figura 7 también se muestra la hibridacién de este amplicon mds grande a las sondas en la tira de
LiPA. La Figura 7 ilustra claramente que los amplicones obtenidos mediante amplificacion separada del exén 2 y del
exo6n 3 permiten un tipado mds claro y pronunciado que el amplicén mas grande obtenido mediante amplificacién del
ex6n 2 y del ex6n 3 en un tnico amplicén.

Ejemplo 6
Amplificacion del exon 2, exon 3y exon 4 de HLA-B

Se recogieron muestras de sangre a partir de un donante caucdsico en B.A.R.C. (Gante, Bélgica). Se prepararon
acidos nucleicos a partir de las muestras de sangre mediante el uso del QIAamp Blood Kit (Qiagen, Hilden, Alemania)
segtin el protocolo del fabricante.

6.1 Mezcla de cebadores para la amplificacion separada del exon 2, exon 3y exon 4 de HLA-B

Se usé una mezcla de cebadores para la amplificacion separada del ex6n 2, exén 3 y ex6n 4 de HLA-B, que consiste
en los siguientes conjuntos de cebadores:
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Amplicén | Conjunto de ceba- | Secuencia (5’'-3') SEC ID
dores NO

Exén 2 IBPinlbio (5') B-GGGAGGAGCGAGGGGACCSCAG 145
IB3Pin2bio (3’) B-AACCCGCGGGGATTTTGGCCTC 109

Exén 3 IB5Pin2bio (5') B- 224

CGCGTTTACCCGGTTTCATTTTCAGTTG

IB3Pin3bio (37) B-TCTTCTCGTKGGAGSCCATCCCC 234
Exén 4 5ex4IBbio (5') B-TCACATGGGTGGTCCTAGG 267
3ex4IBbio (3') B-TCGGCAGCCCTCATGCTGT 312

B = biotina.

El ciclo de reaccion de 1la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
1 min. a 96°C;
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C);
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C);
10 veces (30 s a 96°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C);
15 veces (30 s a 96°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C);
5 min. a 72°C;

4°C.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 50 mM de Tris.HCI pH 9,2, 16 mM de (NH,),SO,, 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de los ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2,5 U de Taq polimerasa (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems,
Branchburg, New Jersey, US), 35 pmoles del cebador IBPinlbio, 35 pmoles del cebador IBPin2bio, 50 pmoles del
cebador IB5Pin2bio, 50 pmoles del cebador IB3Pin3bio, 10 pmoles del cebador Sex4IBbio, 10 pmoles del cebador
3ex41Bbio y 0,1-0,5 ug de ADN.

La longitud de los productos de amplificacion obtenidos se verificé en un gel de agarosa al 3% seglin Sambrook
et al. (1989). Se obtuvieron 3 bandas de diferente longitud que se refieren respectivamente al exén 2 (555 pb), exén
3 (446 pb) y ex6n 4 (323 pb) de HLA-B. Mediante el uso de este protocolo, los exones de HLA-B se amplificaron de
forma suficientemente potente para el tipado subsiguiente en un ensayo de hibridacion.

6.2 Ensayo de los productos de amplificacion obtenidos en un ensayo de tipado de HLA-B

Los amplicones de HLA-B se tiparon subsiguientemente en un ensayo de hibridacién inversa basado en la tecnolo-
gia de LiPA (Stuyver et al., 1993). Tras la etapa de amplificacién como se describe anteriormente, los dcidos nucleicos
amplificados se hibridaron a un panel de 60 sondas mediante uso del kit de HLA-B de LiPA (Innogenetics, Gante,
Bélgica) segtin las instrucciones del fabricante. En la Figura 8 se muestran los resultados de esta hibridacién inversa.

Para comparacion, también se obtuvo un producto de amplificacién, que comprende el exén 2 y el exén 3 en un
unico amplicon, mediante el uso de IBPinl (cebador directo; SEC ID NO 145) y IBPin3 (cebador inverso; SEC ID NO
148). En la Figura 8 también se muestra la hibridacién de este amplicon mds grande a las sondas en la tira de LiPA.
La Figura 8 ilustra claramente que los amplicones obtenidos mediante amplificacién separada del ex6n 2 y del exén 3
permiten un tipado mds claro y pronunciado que el amplicén mds grande obtenido mediante amplificacién del exén 2
y del exén 3 en un tnico amplicén.
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Ejemplo 7
Amplificacion del exon 2, exon 3y exon 4 de HLA-C
Se prepararon 4cidos nucleicos a partir de las muestras de sangre mediante el uso del QIAamp Blood Kit (Qiagen,

Hilden, Alemania) segtin el protocolo del fabricante. Se us6 una mezcla de cebadores para la amplificacién separada
del ex6n 2, ex6n 3 y exén 4 de HLA-C, que consiste en los siguientes conjuntos de cebadores:

Amplicén | Conjunto de cebadores | Secuencia (5/-3') SEC ID NO
Ex6n 2 SCIN1(5") B-AGCGAGGGGCCCGCCCGGCGA 146
IC3Pin2bio(3’) B-GGTCGAGGGTCTGGGCGGGTT 127
Exén 3 IC5Pin2bio (5') B-TCGRCCGGRGAGAGCCCCAGT 139
3CIN3 (37) B-GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT | 149
Exon 4 5ex4ICbio (5') B-TCTCAGGATRGTCACATGGSC 299
3ex4ICbio (3') B-CATCTCAGGGTGMRGGGCTT 313

B = biotina.

El ciclo de reaccién de la PCR estaba compuesto de las siguientes etapas:
1 min. a 96°C;
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C);
5 veces (30 s a 96°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C);
10 veces (30 s a 96°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C);
15 veces (30 s a 96°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C);
5 min. a 72°C;
4°C.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en 50 mM de Tris.HCI pH 9,2, 16 mM de (NH,),SO,, 1,5 mM de MgCl,,
200 uM de los dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2,5 U de Taq polimerasa (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems,
Branchburg, New Jersey, US), 20 pmoles de cada cebador y 0,1-0,5 ug de ADN.

La longitud de los productos de amplificacién obtenidos se verificé en un gel de agarosa al 3% segtin Sambrook et
al. (1989). Se obtuvieron 3 bandas de diferente longitud que se refieren respectivamente al exén 2, exén 3 y exé6n 4 de
HLA-C. Mediante el uso de este protocolo, los exones de HLA-C se amplificaron de forma suficientemente potente
para el tipado subsiguiente en un ensayo de sondas en lineas.
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REIVINDICACIONES
1. Método para tipar o subtipar uno o mds alelos HLA-A en una muestra, que comprende las siguientes etapas:
(i) sies necesario, liberar, aislar y/o concentrar los dcidos nucleicos presentes en dicha muestra;

(i) amplificar de forma separada, especifica del locus, el exén 2, exén 3 y exén 4 de los alelos HLA-A,
haciendo uso de al menos tres conjuntos de cebadores, en los que

- para la amplificacion del exén 2, el cebador inverso se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2 de HLA-A,

- para la amplificacion del exén 3, el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 2 de HLA-A, y/o el cebador inverso se hibrida especificamente a una
secuencia diana especifica del locus en el intrén 3 de HLA-A, y

- para la amplificacion del exén 4, el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia diana
especifica del locus en el intrén 3 de HLA-A,;

(iii) tipar el alelo HLA-A especifico presente en dicha muestra.
2. Método segtn la reivindicacion 1, caracterizado ademds porque la secuencia diana especifica del locus estd
situada en la posicién 67, 96, 109, 110, 118, 123, 131 6 181 del intrén 2 de HLA-A (Fig. 1) y/o posicién 32, 50, 62,
73, 83, 86, 118, 130, 150, 501, 525, 561 6 571 del intrén 3 de HLA-A (Fig. 4).

3. Método segin la reivindicacién 2, caracterizado ademds porque dichas posiciones constituyen el extremo 3’
del cebador que se usa para la amplificacién del ex6n 2, exén 3 o exon 4.

4. Método segun la reivindicacién 3, caracterizado ademds porque el cebador se escoge de la siguiente lista:
- para la amplificacion del exén 2 de HLA-A (tabla 1):
5" ATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 1)
5’ GATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 2)
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5’ GGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 3)

5’ YGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’” (SEC ID NO 4)
5’ GYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 5)
5" GGYGGATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 6)
5’ GGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3’ (SEC ID NO 7)

5" GGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3” (SEC ID NO 8)

5’ AGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3" (SEC ID NO 9)

5’ AAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3’ (SEC ID NO 10)
5’ CAAGGGTCTCGGRGTCCCGCGGCT3” (SEC ID NO 11)
5’ CTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3” (SEC ID NO 12)

5’ TCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3’ (SEC ID NO 13)

5’ CTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3” (SEC ID NO 14)
5’ CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3’ (SEC ID NO 15)
5’ GCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3" (SEC ID NO 16)
5’ GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTCG3” (SEC ID NO 17)
5" TCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 18)
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5/ CTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 19)

5’ CCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 20)

5’ GCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 21)
5’ GGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 22)
5/ GGGCCTCTCCCGGGDCAAGGGTCTC3’ (SEC ID NO 23)
5! CCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 30)

5 GCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 31)

5’ CGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3’ (SEC ID NO 32)

5/ GCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3" (SEC ID NO 33)
57 GGCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3” (SEC ID NO 34)
57/ AGGCGCCTGGGCCTCTCCCGGGDCA3" (SEC ID NO 35)
5/ AGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 36)

5’ AAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 37)

5f WAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 38)

5’ TWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 39)
5’ GTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3” (SEC ID NO 40)
5’ GGTWAAGGCGCCTGGGCCTCTCCCG3’ (SEC ID NO 41)
5’ CCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3” (SEC ID NO 42)

5’ ACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 43)

5’ AACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 44)

5’ AAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 45)
5’ GARACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3” (SEC ID NO 46)
5’ TGAAACCGGGTWAAGGCGCCTGGGC3’ (SEC ID NO 47)
5’ YCCVGCCCCGACCAACCYGG3" (SEC ID NO 48)

5’ GYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 49)

5’ YGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3” (SEC ID NO 50)

5’ CYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 51)
5" CCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3” (SEC ID NO 52)
57 CCCYGYCCVGCCCCGACCAACCYGG3’ (SEC ID NO 53)
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- para la amplificacion del exén 3 de HLA-A (tabla 2; tabla 3)

5’ CGGACGGGCCRGGTSRCCCA3" (SEC ID NO 54)

5’ ACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 55)

5’ CACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 56)

5" CCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3" (SEC ID NO 57)
5’ CCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3’ (SEC ID NO 58)
5’ CCCCACGGACGGGCCRGGTSRCCCA3" (SEC ID NO 59)
5’ GGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 60)

5’ GGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 61)

5’ CGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3" (SEC ID NO 62)

5/ CCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3" (SEC ID NO 63)
5" TCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 64)
5’ CTCCGGGTCCGAGATCCRCCCCGAA3’ (SEC ID NO 65)
5’ CCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 66)

5’ RCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3" (SEC ID NO 67)

5’ CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3” (SEC ID NO 68)

5’ CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 69)
5’ TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 70)
5" ATCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCC3’ (SEC ID NO 71)
5’ CCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 72)

5" CCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3" (SEC ID NO 73)

5" RCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 74)

5’ CRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 75)
5’ CCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 76)
5" TCCRCCCCGAAGCCGCGGGACYCCG3’ (SEC ID NO 77)
5’ CGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 84)

5’ CCGCGGGACYCCGAGACCCTT3” (SEC ID NO 85)

5’ GCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 86)

57 AGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3’ (SEC ID NO 87)
5’ AAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3’" (SEC ID NO 88)
5" GAAGCCGCGGGACYCCGAGACCCTT3"” (SEC ID NO 89)
5" GACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 90)
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57 GGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 91)

5’ GGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 92)

57 CGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3’ (SEC ID NO 93)

5’ GCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3" (SEC ID NO 94)
5’ CGCGGGACYCCGAGACCCTTGDCCC3” (SEC ID NO 95)
5’ GACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 96)

5" AGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 97)

5" GAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3" (SEC ID NO 98)

5’ CGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 99)

5’ CCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 100)
5’ YCCGAGACCCTTGDCCCGGGAGAGG3’ (SEC ID NO 101)
5/ GTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 102)

5’ AGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 103)

57 CAGTTTAGGCCARAAATCCCCC3" (SEC ID NO 104)

5/ TCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3" (SEC ID NO 105)
5" TTCAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3’ (SEC ID NO 106)
5’ TTTCAGTTTAGGCCAAARAATCCCCC3’ (SEC ID NO 107)
5’ AGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 150)

57 CAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 151)

5’ CCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 152)

5’ GCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3” (SEC ID NO 153)
5’ GGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 154)
5’ AGGCCAGCCCGGGAGATCTAYAGGC3’ (SEC ID NO 155)
5’ CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 156)

5’ CCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 157)

5’ TCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 158)

5’ CTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 159)
5" TCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 160)
5’ GTCTCCCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3’ (SEC ID NO 161)
57 CCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 162)

5’ TCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 163)

5" GTCCCARAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 164)
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5’ GGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3” (SEC ID NO 165)
S5’ TGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3’ (SEC ID NO 166)
5’ TTGGTCCCAAWTGTCTCCCCTCCTT3" (SEC ID NO 167)
5’ CTAGTGTTGGTCCCAAWTGT 3’ (SEC ID NO 168)

5’ TCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 169)

5’ TTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 170)

5’ ATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 171)
5’ TATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3’ (SEC ID NO 172)
5' ATATTCTAGTGTTGGTCCCAAWTGT3" (SEC ID NO 173)
5’ GGGYGATATTCTAGTGTTGG3” (SEC ID NO 174)

5/ AGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 175)

5’ GAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 176)

5’ GGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 177)
5 GGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 178)
5’ AGGGAGGGYGATATTCTAGTGTTGG3’ (SEC ID NO 179)
5’ GGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 180)

5’ GGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 181)

5" AGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 182)

5’ GAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 183)
5’ AGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 184)
5’ CAGAGGGAGGGYGATATTCTAGTGT3’ (SEC ID NO 185)
5’ CCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 186)

5’ ACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 187)

5" AACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’” (SEC ID NO 188)

5" AAARCCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3’ (SEC ID NO 189)
5’ GAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3” (SEC ID NO 190)
5" GGAAACCCAGGAGGAKTCCTCTCCC3” (SEC ID NO 191)
5" AGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 192)

5’ CAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 193)

5" ACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’” (SEC ID NO 194)

5" TACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 195)
5’ GTACAGGATCTGGAAACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 196)
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5’ GGTACAGGATCTGGARACCCAGGAG3’ (SEC ID NO 197)
5’ TCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 198)

5’ CTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 199)

5" CCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 200)

5’ ACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 201)
5’ AACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3' (SEC ID NO 202)
5’ GAACCTCAGAGTCACTCTCTGGTAC3’ (SEC ID NO 203)

- para la amplificacion del exén 4 de HLA-A (tabla 4):

5/ TTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3" (SEC ID NO 204)

5/ GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 205)

5’ GGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 206)
5’ GGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 207)
5’ TGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 208)
5’ CTGGGTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 209)
5’ GGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 24)

5’ RGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 25)

5’ CRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 26)

5’ CCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 27)
5’ CCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 28)
5’ TCCCRGGTGTCCTGTCCATTCTCAA3’ (SEC ID NO 29)
5’ CTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 210)

5’ GCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3" (SEC ID NO 211)

5’ TGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 212)
5’ RTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3" (SEC ID NO 213)
5’ YRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3" (SEC ID NO 214)
5’ GYRTGCTGGWGGAGTGTCCCATKAC3’ (SEC ID NO 215)
5’ GTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 216)

5’ TGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 217)

5’ GTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 218)
5’ AGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 219)
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5’ GAGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3’ (SEC ID NO 220)
5’ GGAGTGTCCCATKACAGATRCMMAA3' (SEC ID NO 221).

5. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado ademds porque la amplificacién del ex6n
2 se lleva a cabo el siguiente cebador directo:

e 5'TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC3’ (SEC ID NO 144).

6. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado ademas porque la amplificacion del ex6n
4 se lleva a cabo con el siguiente cebador inverso:

e 5'TTGGGCAGACCCTCATGCTGC3’ (SEC ID NO 311).

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado ademds porque:

- la amplificacion del exén 2 se lleva a cabo con el siguiente conjunto de cebadores:

® 5’ TTCTCCCCAGACGCCGAGGATGGCC3’ (SEC ID NO 144) y
5" ATCTCGGACCCGGAGACTGT3’ (SEC ID NO 1);

- la amplificacion del exén 3 se lleva a cabo con el siguiente conjunto de cebadores:

o 5’ CAGTTTAGGCCAAAAATCCCCC3" (SEC ID NO 104) vy
5" CCCTCCTTGTGGGAGGCCAG3" (SEC ID NO 156);

- la amplificacion del exén 4 se lleva a cabo con el siguiente conjunto de cebadores:

U 5’ GTTCTGTGCTCYCTTCCCCAT3’ (SEC ID NO 205) vy
5’ TTGGGCAGACCCTCATGCTGC3’” (SEC ID NO 311).

8. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado ademads porque tanto el exén 2 como el
exo6n 3 de HLA-A se amplifican mediante uso de una mezcla de cebadores miiltiple que contiene al menos un par de
cebadores para la amplificacion del exén 2 y al menos un par de cebadores para la amplificacion del exén 3.

9. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado ademas porque los tres exones, exén 2,
exo6n 3 y ex6n 4, de HLA-A se amplifican mediante uso de una mezcla de cebadores miltiple que contiene al menos
un par de cebadores para la amplificacioén del exén 2, al menos un par de cebadores para la amplificacién del exén 3 y
al menos un par de cebadores para la amplificacién del exé6n 4.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado ademds porque la etapa de tipado se
lleva a cabo mediante hibridacién con una o mds sondas adecuadas.

11. Un kit de diagndstico para tipar o subtipar uno o mas alelos HLA-A en una muestra, que comprende los
siguientes componentes:

(6] cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los dcidos nucleicos presentes en dicha
muestra;
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una mezcla de cebadores que contiene al menos

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del exén 2, que consiste en una combinacion de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacion del ex6n 2 de alelos HLA-A,

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del ex6n 3, que consiste en una combinacién de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacion del exén 3 de alelos HLA-A, y

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del ex6n 4, que consiste en una combinacién de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacién del exén 4 de alelos HLA-A;

un medio para el tipado del alelo HLA-A especifico presente en dicha muestra.

12. Un kit de ensayo sondas en lineas para el tipado o subtipado de uno o mds alelos HLA-A en una muestra, que
comprende los siguientes componentes:

®

(ii)

(iii)

(iv)
v)
(vi)

cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los dcidos nucleicos presentes en dicha
muestra;

una mezcla de cebadores que contiene al menos

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del ex6n 2, que consiste en una combinacién de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacién del ex6n 2 de alelos HLA-A,

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del exén 3, que consiste en una combinacion de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacién del exén 3 de alelos HLA-A, y

- un conjunto de cebadores para la amplificacién del exén 4, que consiste en una combinacién de un
cebador directo y un cebador inverso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para
uso en la amplificacion del ex6n 4 de alelos HLA-A;

al menos una sonda que se hibrida especificamente con el exén 2, exén 3 o ex6n 4 de HLA-A, fijada a
un soporte sélido;

un tampon de hibridacién, o componentes necesarios para producir dicho tampén;
una disolucién de lavado, o componentes necesarios para producir dicha disolucién;

cuando sea apropiado, un medio para detectar los hibridos que resultan de la hibridacién precedente.
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