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HLA Typing Methods

• Serologic assays

– Microlymphocytotoxicity test

• Cellular assays

– Mixed lymphocyte culture

• Molecular assays

– Sequence-specific primer (SSP)

– Sequence-specific oligonucleotide probe (SSOP)

– Sequence-based testing (SBT)



A*01:01, 02:01



Sequenziamento  secondo Sanger dei loci HLA

A causa dei costi  e della laboriosità del metodo, l’ analisi dei loci HLA  è

solo raramente condotta sull’ intera regione codificante.



Allele ambiguity

outlier mutations: allele ambiguitiy 

Si verifica quando un polimorfismo che distingue un allele cade 

fuori dalla regione esaminata

example: HLA-B 

B*07:02, 44:02 

B*07:02, 44:19N 



Allele 1 Allele 2

A*01010101 A*110101

A*0117 A*1119

Allele 1 Allele 2

A*01010101 A*110101

A*0117 A*1119

Ambiguità generate dal sequenziamento dovute a 

mancanza di determinazione della fase gametica. 

Ambiguità generate dal sequenziamento dovute a 

mancanza di determinazione della fase gametica. 



Increased number of HLA alleles = more ambiguities 
Increased number of HLA alleles = more ambiguities 



Attraverso la NGS un genoma complesso come quello umano può essere 

sequenziato in meno di 7 giorni a un costo di $ 700-1000.  
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The new Gold Standard for genetic test
The new Gold Standard for genetic test

La Next Generation Sequencing  (NGS) è un metodo di sequenziamento 

del DNA che ha la capacità di processare milioni di frammenti (reads) in 

parallelo a un costo estremamente ridotto.

La Next Generation Sequencing  (NGS) è un metodo di sequenziamento 

del DNA che ha la capacità di processare milioni di frammenti (reads) in 

parallelo a un costo estremamente ridotto.

La NGS è attualmente il metodo di analisi del DNA col più basso tasso di errore 

per base.
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Problemi?   A volte il troppo guasta!!
Problemi?   A volte il troppo guasta!!



Piattaforme di Next Generation Sequencing  (NGS) 
Piattaforme di Next Generation Sequencing  (NGS) 



Benchtop genome sequencers
Benchtop genome sequencers



Illumina MiSeq  vs  Ion Torrent PGM
Illumina MiSeq  vs  Ion Torrent PGM



Apparecchiature associate alla NGS







Coverage o Read Depth: numero medio di volte che una 

base viene analizzata, corrisponde al numero di reads che 

mappano sulla base.

Coverage o Read Depth: numero medio di volte che una 

base viene analizzata, corrisponde al numero di reads che 

mappano sulla base.

SOME DEFINITIONS
SOME DEFINITIONS

Read: sequenza ottenuta da un singolo cluster originato a 

partire da un frammento di DNA o cDNA.

Read: sequenza ottenuta da un singolo cluster originato a 

partire da un frammento di DNA o cDNA.



HLA  & NGS
HLA  & NGS

HLA Typing:HLA Typing:

La quasi totalità delle tipizzazioni HLA per i registri di 
donatori è prodotta attualmente con metodi NGS

La quasi totalità delle tipizzazioni HLA per i registri di 
donatori è prodotta attualmente con metodi NGS

Risoluzione allelica a livello del 6-8 digitRisoluzione allelica a livello del 6-8 digit

Alta processivitàAlta processività

Basso costoBasso costo



HLA e MALATTIE
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FARMACOGENOMICA
FARMACOGENOMICA

Con l’ NGS sarà possibile indagare sui meccanismi  attraverso cui i 
geni HLA sono modulati nella loro espressione.

Con l’ NGS sarà possibile indagare sui meccanismi  attraverso cui i 
geni HLA sono modulati nella loro espressione.

Esistono oltre 100 malattie HLA associate
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E’ crescente l’ individuazione di risposte avverse ai farmaci mediate 
dal specifici alleli HLA.

E’ crescente l’ individuazione di risposte avverse ai farmaci mediate 
dal specifici alleli HLA.

HLA  & NGS
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Allele 1 Allele 2 

A*02:01:01:01 (CWD) A*03:01:01:01 (CWD) 

A*02:35:01 (CWD) A*03:108 (WD) 



The Significance of Read Length for HLA Typing by NGS

Lind C et al., Hum Immunol. 10:1033-42 (2010)



Applicazione di un metodo di high-

troughput basato sulla Next Generation 

Sequencing per la tipizzazione dei loci HLA

Applicazione di un metodo di high-

troughput basato sulla Next Generation 

Sequencing per la tipizzazione dei loci HLA

Per la validazione del metodo sono stati 

identificati 96 campioni di DNA , 

precedentemente tipizzati mediante SBT ad 

alta risoluzione.
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288 con un sitema Home-made  individual tagging sequencing method
288 con un sitema Home-made  individual tagging sequencing method

Kit commerciali  (32 Campioni con GENDX NGSgo; 

20 con OMIXON Holotype HLA)

Kit commerciali  (32 Campioni con GENDX NGSgo; 

20 con OMIXON Holotype HLA)



Nel protocollo di validazione abbiamo incluso i kit commerciali



Steps in Holotype HLA
5 hours hands-on time





Our Method Our Method 

Sviluppo di un protocollo  di liquid handling 
semi-automatico, su MTP 96

Sviluppo di un protocollo  di liquid handling 
semi-automatico, su MTP 96

Sviluppo di un supporto informatico Home Made.
Sviluppo di un supporto informatico Home Made.

Long Range  PCR specifica per i loci HLA-A, B, C, 
DRB1, DQB1, DPB1, basata su piattaforma Illumina 
Nextera XT e sequenziamento su Illumina MiSeq

Long Range  PCR specifica per i loci HLA-A, B, C, 
DRB1, DQB1, DPB1, basata su piattaforma Illumina 
Nextera XT e sequenziamento su Illumina MiSeq



Perché un metodo Home-made?
Perché un metodo Home-made?

La NGS è un metodo complesso con contenuti importanti di 
genomica e bioinformatica. 

La NGS è un metodo complesso con contenuti importanti di 
genomica e bioinformatica. 

Permette di trovare soluzioni specifiche a problemi specifici.
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Interpretazione dei dati finali più confidente, soprattutto 
nel casi in cui il software produce un risultato dubbio. 

Interpretazione dei dati finali più confidente, soprattutto 
nel casi in cui il software produce un risultato dubbio. 

Permette di ottenere un know how  utile a sviluppare altri 
sistemi di analisi genetica (loci KIR)

Permette di ottenere un know how  utile a sviluppare altri 
sistemi di analisi genetica (loci KIR)



�7 Prodotti di LongRange PCR dal 5’ al 3’ UTR per i loci: A, B, C, DRB1, DPB1, 
DQB1, G per un target di ~ 50Kb

�Preparazione delle librerie con kit Nextera XT modificato e individual tag

�Selezione dei frammenti mediante doppio taglio con AmpureXP Beads

�Normalizzazione delle librerie con Nextera XT normalization module

�Sequenziamento su Illumina MiSeq con Flow Cell v3 300+300 cicli

�7 Prodotti di LongRange PCR dal 5’ al 3’ UTR per i loci: A, B, C, DRB1, DPB1, 
DQB1, G per un target di ~ 50Kb

�Preparazione delle librerie con kit Nextera XT modificato e individual tag

�Selezione dei frammenti mediante doppio taglio con AmpureXP Beads

�Normalizzazione delle librerie con Nextera XT normalization module

�Sequenziamento su Illumina MiSeq con Flow Cell v3 300+300 cicli





Strategies for HLA Typing by NGS 

cDNA-based typing (selected exons can be included) 

Exon-based typing (selected exonic/intronic sequences)

Full genomic typing 

Full length Amplification (5’UTR to 3’UTR) of : HLA-A, HLA-B, HLA-C (~3kb) 

HLA-DQA1 (~7kb) 

HLA-DQB1 (~7kb) 

Partial Amplification of: HLA-DRB1 amplicon ~5 kb (gene ~15kb) 

HLA-DPB1 amplicon ~7kb (gene ~12kb) 



HLA-A

HLA-C

HLA-B

HLA-DRB1

HLA-DQB1

HLA-DPB1

HLA-

M A                 C               B             DRB1 DQB1        DPB1

Locus length (bp)

HLA-A 3,398

HLA-C 4,296

HLA-B 4,440

HLA-DRB1 11,899

HLA-DQB1 7,118

HLA-DPB1 13,605

(A)

(B)

Figure S1: PCR amplification of the six HLA genes. (A) Amplified region of the six loci, where dark green boxes 
represent exons. Red arrows indicate the amplified region. (B) Agarose gel electrophoresis of PCR products and 
sizes of each amplicon.













Workflow
(tempi riferiti a una plate da 96 campioni)

1. Amplificazione O/N dei loci d’interesse

2. Dosaggio dei frammenti e produzione di un pool di prodotti equimolari

3. Dosaggio fluorimetrico e diluizione intermedia dei pool

4. Dosaggio fluorimetrico e diluizione di lavoro dei pool

5. Tagmentazione e purificazione

6. Indexing PCR

7. Doppia purificazione per la selezione dei frammenti 

8. Normalizzazione delle librerie

9. Produzione del pool di librerie equimolari

10. Sequenziamento su Illumina MiSeq con Flow Cell v3 301+301 cicli

11. Analisi dei dati

1° giorno

2° giorno

3° giorno

56h



La preparazione delle librerieLa preparazione delle librerie

Size selection con biglie magneticheSize selection con biglie magnetiche



La preparazione delle librerie

Selezione da gel Selezione con biglie

1° step, beads 0,5X 
lega frammenti grandi

2° step, beads 0,6X
lega frammenti più piccoli

Keep supernatant 
Discard beads

Discard supernatant
Keep beads



NGSengine GenDXNGSengine GenDX



HLA Twin OmixonHLA Twin Omixon









Identificazione di nuovi alleli by GenDX NGSengineIdentificazione di nuovi alleli by GenDX NGSengine



Identificazione di nuovi alleli by Omixon Twin HLA typingIdentificazione di nuovi alleli by Omixon Twin HLA typing



ConclusioniConclusioni

La NGS può essere usata per lo sviluppo di sistemi di genotipizzazione dei geni 

HLA producendo molti vantaggi rispetto ai sistemi correnti.
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HLA producendo molti vantaggi rispetto ai sistemi correnti.

Diventa indispensabile quando è necessario un livello High-throughput come 

nel caso della tipizzazione per i registri di donatori di midollo osseo o cellule 

cordonali.  
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D’ altra parte è necessario almeno inizialmente, una attenta programmazione del 

numero di campioni massimo e minimo da analizzare per flow cell, utilizzo della 

tagmentazione, size selection dei frammenti, coverage stimato ecc.
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abbiamo osservato:

Che il protocollo da noi utilizzato ha mostrato una concordanza con  metodi 

alternativi prossima al 100%.
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Che l’ identificazione di primers specifici che riducano il rischio di sbilanciamento 

allelico o perdita allelica, è un elemento fondamentale nella riuscita della 

tipizzazione.

Che l’ identificazione di primers specifici che riducano il rischio di sbilanciamento 

allelico o perdita allelica, è un elemento fondamentale nella riuscita della 

tipizzazione.

Che fino a 192 campioni indipendenti possono essere analizzati nella stessa flow cell 

da 18 Gb con un coverage sufficiente.

Che fino a 192 campioni indipendenti possono essere analizzati nella stessa flow cell 

da 18 Gb con un coverage sufficiente.

In queste condizioni sperimentali il costo di una tipizzazione HR per 7 loci HLA è circa  

70 euro.

In queste condizioni sperimentali il costo di una tipizzazione HR per 7 loci HLA è circa  

70 euro.



Third Generation Sequencing : Single Molecule Sequencing
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Third Generation Sequencing : Single Molecule Sequencing
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