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RESUMO

STELET, Vinicius Navega. Avaliagao de protocolos de tipagem HLA por
sequenciamento de nova geragao para implementagao no laboratorio de

imunogenética do CEMO/INCA.. Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado
profissional para formagdo em pesquisa biomédica) — Instituto de Biofisica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O aumento da demanda por tipagens de alta resolugao para os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA) associado a um elevado polimorfismo desses genes
sdo desafios para os laboratérios de Imunogenética. O padrédo ouro -
sequenciamento de Sanger - apresenta alto numero de ambiguidades de tipagem e
baixo numero de amostras tipadas por corrida, tornando lenta a liberacdo de
resultados. Sequenciadores de nova geragdo sdo alternativas por analisarem
numero maior de amostras e de genes HLA por corrida diminuindo incidéncia de
ambiguidades. Para verificar a confiabilidade da tipagem HLA por sequenciamento
de nova geracdo (NGS), testamos 4 protocolos em 3 plataformas NGS para
implementagdo no laboratorio de imunogenética do Instituto Nacional de Cancer.
Submetemos, respectivamente, 12 e 32 amostras de DNA ao sequenciamento de 11
e 9 genes HLA nas plataformas Miseq (lllumina) e lon S5 (ThermoFisher) conforme
protocolos comerciais. Além disso, enviamos 384 a um servigo de tipagem HLA para
9 e 6 genes HLA nas plataformas MiSeq e PacBio, respectivamente. Calculou-se o
numero total de leituras, a cobertura, a mapeabilidade, o balanco alélico e o nivel e
tipo de erro de detecgao de bases para determinar qual a melhor plataforma NGS.
Problemas como contaminag¢des, ambiguidades, - protocolos comerciais — e baixo
rendimento — servigo de tipagem — foram observados. Comparando-se com Sanger,
os protocolos NGS exibiram aumento no numero de amostras, genes HLA e
resolucao de tipagem. As plataformas NGS geraram perfis diferentes de leituras. lon
S5 e lllumina apresentaram maior contagem de leituras e melhores niveis de
mapeabilidade e cobertura. PacBio destacou-se no comprimento de suas leituras.
MiSeq apresentou baixo nivel de erro do tipo inser¢cdo/delecdo. Portanto, na
comparagao com a tipagem por Sanger, protocolos NGS para tipagem HLA
apresentam alto nivel de concordancia e ganhos quantitativos e qualitativos que

favorecem sua adogao na rotina diagndstica.



VI

ABSTRACT

High demand for human leukocyte antigen (HLA) genes high resolution typing in
addition to the great polymorphism of these genes challenges Immunogenetics
laboratories. Sanger sequencing presents a high number of typing ambiguities and
low number of typed samples per run, slowing the release of results. Next generation
sequencers (NGS) are alternatives by analyzing larger numbers of samples and HLA
genes per run decreasing ambiguity rate. To verify the reliability of HLA typing by
NGS, we tested 4 protocols on 3 NGS platforms for implementation in the
immunogenetic laboratory of the National Institute of Cancer. We submitted,
respectively, 12 and 32 DNA samples to the sequencing of 11 and 9 HLA genes on
the Miseq (lllumina) and lon S5 (ThermoFisher) platforms according to commercial
protocols. In addition, we sent 384 samples to check two HLA typing services for 9
and 6 HLA genes on the MiSeq and PacBio platforms, respectively. The total number
of readings, coverage, mappability, allelic balance, and the level and type of base
detection error were determined to find the best NGS platform. Problems such as
contaminations, ambiguities on commercial protocols, and low yield on typing
service were observed. Comparing with Sanger, NGS protocols exhibited increased
numbers of samples, HLA genes and typing resolution. The NGS platforms
generated different profiles of readings. lon S5 and lllumina presented higher reading
counts and better levels of mappability and coverage meanwhile PacBio stood out
because of the length of his readings. MiSeq presented lower insertion/deletion error
level. Therefore, in comparison with Sanger typing, NGS protocols for HLA typing
have a high level of agreement and quantitative and qualitative gains that favor their

adoption in the diagnostic routine.
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1. INTRODUGAO
1.1 O Laboratério de Imunogenética e suas atribuicoes

O Instituto Nacional de Céancer (INCA) é o 6rgao auxiliar do Ministério da Saude para
desenvolvimento e coordenagéo de agdes integradas em prevengao e controle do cancer.
Ele é subdividido em 6 Coordenacdes, dentre elas a Coordenacao de Assisténcia,
responsavel pelas 5 unidades hospitalares do Instituto, os Hospitais do Cancer |, II, I, IV

e o Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO), conforme demonstrado na figura 1.
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Hospital do Cineer Iv |— Figura 1: Fluxograma contendo a estrutura regimental do INCA e
013 P . e . - - . \
sua subdivisdo nos diversos niveis hierarquicos. Destaque, a
ohicto e esquerda, para a coordenagdo de Assisténcia, responsavel pelas
unidades hospitalares (I — IV) e pelo CEMO (seta azul), responsavel
pelo laboratério de imunogenética. Abreviaturas: INCA: Instituto

Nacional de Cancer; CEMO: Centro de Transplante de Medula Ossea.
Decreto 7.797 de 30/08/2012, publicado no (DOU) de 31/08/2012.
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O CEMO é a unidade do INCA especializada em transplantes de células-tronco

hematopoéticas (CTH) para pacientes acometidos por neoplasias hematoldgicas,
sindromes de faléncia medular, imunodeficiéncias e alguns tipos de tumores ou
doencas genéticas. Em suas dependéncias sao realizados em torno de 96
transplantes por ano, tanto autélogos — uso de CTHs do préprio paciente — como

alogénicos — uso de CTH de um doador.

Além de realizar TCTHs entre individuos aparentados em suas dependéncias, o
CEMO também contribui para os TCTHs do tipo ndo-aparentados realizados em
todo o pais. Ele coordena as Geréncias de Busca — conhecida como REREME
(registro de receptores de medula 6ssea) - e de Cadastro de Doadores de Medula
Ossea — REDOME (Registro de Doadores de Medula Ossea). Estes dois servicos
recebem cadastros tanto de pacientes com indicagdo para o TCTH (receptores)
quanto de candidatos a doacao de CTHs, respectivamente. O REDOME ¢ o terceiro
maior cadastro mundial desta natureza, com mais de 4 milhdes de inscritos. Seus
dados s&o cruzados com os dos pacientes do REREME e de outros registros
mundiais na busca pelo melhor doador nao-aparentado disponivel para cada

receptor.

Esta busca sé € possivel porque os inscritos no REDOME ja contam com perfil
genético parcialmente determinado (média resolugdo) para a regido gendmica HLA

(Human Leucocyte Antigen), a mais importante em termos de sucessos de TCTHs.

Para dar apoio as atividades da triagem e avaliagéo prévias e posteriores ao enxerto
de CTH, foi criada uma Divisdo de Laboratérios dedicada aos transplantes
realizados no CEMO. Ela é dividida em 6 grupos de trabalho (laboratérios) que
desenvolvem exames de rotina e estratégias terapéuticas, além de realizar
atividades de pesquisa, nas areas de Biologia Molecular, Citogenética, Células-

Tronco, Processamento e criopreservagao, Imunologia e Imunogenética.

O Laboratorio de Imunogenética atua na rotina de TCTHs aparentados do CEMO
caracterizando o receptor e seus irmaos investigando atributos genéticos e humorais
da regido HLA. Ap6s analise dos haplétipos familiares, um laudo final informa ao

meédico responsavel a existéncia ou ndo de um doador aparentado compativel.



Além de contribuir para os transplantes realizados no CEMO, o laboratério de
Imunogenética do INCA e outros laboratérios do pais auxiliam na manutencdo e
renovacdo do REDOME e atendendo requisi¢oes internacionais de tipagem HLA
confirmatoéria de doadores brasileiros. Em menor escala, solicitagdes de outros
centros transplantadores da rede hospitalar federal do Rio de Janeiro, como o

Hospital da Lagoa e o Hospital dos Servidores, também séo atendidas.

Face a destacada relevancia estratégica para a saude publica a nivel nacional e
mundial, o Laboratério de Imunogenética do CEMO busca o dominio das estratégias
mais eficientes para cumprimento de suas atribuigdes. Para entender melhor a
importancia e a maneira como determina-se a histocompatibilidade para TCTHs, é
necessario apresentar um pouco a respeito da histéria e as caracteristicas biologicas
do grupo de genes tipificado nas analises de histocompatibilidade. Veremos que a
historia de sua descoberta permeia justamente seu relevante papel na rejeigao de
enxertos — orgaos ou tecidos transplantados. Eles sdo os genes do complexo
principal de Histocompatibilidade (MHC) Humano, conhecidos como antigenos

leucocitarios humanos: HLA.
1.2 Um breve histérico
1.2.1 Os transplantes e o genoma

A troca ou reposicao de partes do corpo humano ja consta em registros do primeiro
século depois de Cristo, versando sobre transplantes de pele autdlogos para reparo
de narinas danificadas (BARKER,2013). Entretanto, as primeiras evidéncias
cientificas sugerindo fatores associados ao sucesso ou fracasso dos transplantes
comegaram a surgir apenas no inicio do século XX, com os achados de Gorer e
Snell (1948).

Seu trabalho conjunto levou a inédita descricdo, em camundongos, de um gene
associado aos transplantes que foi chamado H-2 (histocompatibility locus 2). Este
locus apresentava papel principal em termos de histocompatibilidade de tecidos,
haja vista os quadros mais severos de rejeicdo de transplantes estarem relacionados

a diferencgas entre o doador e o receptor nesta regido do genoma murino.



1.2.2 Os transplantes e o sistema imune

No periodo final da segunda guerra mundial, Medawar estudou o comportamento de
enxertos de pele em coelhos e humanos, trazendo evidéncias experimentais da
participagdo do Sistema Imune na reagédo de rejeicdo a enxertos. Observou que
sucessivos enxertos entre um mesmo par doador-receptor apresentavam
velocidades de rejeigao diferentes, sendo os enxertos mais tardios rejeitados mais
precocemente que os primeiros. E concluiu que cada contato com as células do
doador tornava o sistema imune do receptor mais sensibilizado (MEDAWAR,1944;
GIBSON; MEDAWAR,1943).

Medawar passou a ser conhecido como o “Pai da Transplantacdo” e recebeu o
Prémio Nobel em 1960 por suas contribuicbes neste campo da Medicina
(STARZL,1995).

1.2.3 A descoberta do MHC humano

Jean Dausset, partindo dos postulados de Gorer, Snell e Medawar, organizou um
sistema de deteccdo e identificacdo de anticorpos pré-formados no soro de
pacientes que sofreram muitas transfusdes sanguineas. Este soro era colocado em
contato com uma série de populagdes (painel) de leucécitos de individuos sadios,
buscando-se anticorpos contra antigenos destas células (THORSBY,2009;
DAUSSET,1958).

A presenca no soro do paciente de anticorpos contra os leucocitos do doador, era
identificada por uma reacdo de aglutinagédo. Este resultado significava que aquele
paciente fora sensibilizado previamente por antigenos semelhantes aos presentes
nos leucocitos daquele doador. O que provou ser uma contraindicacdo para um

possivel transplante entre este par doador-receptor.

Dausset conseguiu isolar painéis de leucdcitos que apresentavam uma taxa de
aglutinagcdo mais baixa que os demais chamando-os Mac (iniciais dos nhomes dos 3
respectivos pacientes). Também identificou 6 soros de pacientes que né&o

aglutinavam painéis de leucécitos Mac positivos, porém, aglutinavam outros.



Esse foi o primeiro relato de uma ferramenta diagndstica capaz de separar amostras
em dois grandes grupos: antigenos Mac positivos e antigenos Mac negativos
(DAUSSET,1958).

Numa colaboragdo mundial para reunir os antigenos e anticorpos encontrados por
outros pesquisadores, buscou-se uniformizar a nomenclatura e a metodologia para
garantir a comparacgao e a reprodutibilidade das tipagens, Bernard Amos promoveu,
em 1964, o primeiro Workshop Internacional de Histocompatibilidade. Neste
encontro Paul Terazaki apresentou uma plataforma de tipagem sorolégica destes
antigenos: o teste de microlinfocitotoxicidade, que acabou sendo adotado por varios
laboratérios, além de divulgar os resultados de um estudo associando a rejeigao
aguda no transplante renal e o resultado positivo para reagdo cruzada entre
anticorpos do soro do receptor e leucdcitos do doador (TERASAKI,1962,1963,1964).

Gatti ef al (1968) conseguiram realizar os primeiros transplantes de medula éssea
bem-sucedidos em humanos, escolhendo o melhor doador entre os familiares dos

pacientes com base na tipagem HLA disponivel para época.

Porém, apenas em 1975, o papel biolégico destas moléculas que influem
diretamente nos transplantes comegou a ser descrito pelos experimentos de
Zinkernagel et al (1975). Eles inocularam o virus causador da meningite em
camundongos e verificaram que a ativagdo dos linfocitos T depende tanto dos
antigenos virais quanto dos antigenos da transplantagdo, também chamados de
MHC.

Logo verificou-se que a principal fungdo deste MHC seria sinalizar possiveis
alteragdes fisioldégicas nas células ao sistema imune. Portanto, o alto grau de
polimorfismo observado nessas moléculas € uma forma de minimizar a possibilidade
de ndo existir, numa populagao, individuos capazes de apresentar, via moléculas
HLA, os antigenos de um patdégeno novo aos linfocitos T. Aumentando-se, entdo, as
chances de sobrevivéncia da espécie. (ZINKERNAGEL; DUNLOP; DOHERTY,1975).



Aregido do MHC humano é uma das mais estudadas e caracterizados do genoma, o
que rendeu, aqueles que langcaram seus fundamentos, dois prémios Nobel em
Fisiologia e Medicina: em 1980 - Dausset e Snell - e em 1996 - Doherty e

Zinkernagel.

1.3 Os antigenos nao apenas leucocitarios Humanos

Na literatura, encontramos duas siglas principais que designam os antigenos que

sao relacionados a histocompatibilidade: MHC e HLA.

HLA diz respeito as primeiras observagdes destas moléculas na membrana de
leucocitos humano. Apesar destas células nao serem as unicas que as expressam, a
nomenclatura HLA persiste principalmente na literatura clinica, designando os genes
e as moléculas relacionados ao processo de apresentagédo de antigeno aos linfocitos

T em humanos.

1.3.1 Estrutura dos genes HLA

O primeiro mapa do MHC humano foi publicado em 1991 (TROWSDALE;
RAGOUSSIS; CAMPBELL,1991), e sofreu sucessivas atualizagcbes até a verséo
atual (HORTON et al, 2004). A regido do MHC humano compreende uma grande
regido gendbmica que ocupa 7,6 Mb do brago curto do cromossomo 6 e agrupa
genes que codificam desde a sintese de tRNA, histonas e proteinas com dominio
dedo de zinco até aqueles com papel imune mais evidente, como citocinas e as

moléculas HLA propriamente ditas.

As regides do MHC humano conhecidas como supercluster HLA classe | e o cluster
HLA classe Il (HORTON et al, 2004) abrigam os genes mais importantes na
determinacao dos perfis de histocompatibilidade para transplantes, em destaque na
figura 02. Cada um destes dois grupos de genes pode ser subdividido em classicos

ou nao classicos, conforme a tabela 01.



Apesar dos HLAs nao-classicos também apresentarem um papel importante na
modulagdo do sistema imune, como o efeito imunossupressor atribuido ao HLA-G
(WLASIUK,2016), as divergéncias entre doador e receptor quanto aos HLAs
classicos parecem ser mais impactantes no desfecho dos transplantes de medula
ossea (SASAZUKI et al,1998; PETERSDOREF et al, 2001). Os genes HLA classicos
sdo expressos de maneira codominante e tem como principal caracteristica o alto
grau de polimorfismo, conforme podemos observar na tabela 02. Atualmente, sao
conhecidos mais de 15.000 alelos e 11.000 proteinas HLA, sendo o gene HLA-B o

mais polimorfico do genoma humano.

A maioria das variantes identificadas s&o trocas de um nucleotideo (SNP), porém,
também ha delegdes, insergcbes e mutacdes de troca de quadro de leitura. Além
disso, as variantes nao ocorrem de maneira uniforme ao longo do gene,
concentrando-se principalmente nos éxons codificantes do dominio de ligagdo ao
peptideo. Conforme as figuras 03 e 04, as regides mais polimorficas nos genes HLA
classe | séo os éxons 2 e 3 e, nos genes de classe I, o éxon 2, com destaque para a
cadeia beta (HLA-DRB1, HLA-DPB1 e HLA-DQB1).
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Figura 02: Localizagao e a organizagdo do complexo HLA no brago curto do cromossomo 6. De
cima para baixo, observam-se diversas visées ampliadas deste complexo. A primeira delas demonstra
a separagéo dos genes em 3 grandes classes: |, Il e lll; a segunda, destaca os genes da regido HLA
classe ll; a terceira, os genes HLA de classe Il e a ultima, os genes HLA classe |. Setas indicam os
principais genes HLA na determinagéo da histocompatibilidade. Adaptado de Klein (2000).

Tabela 01: Segregacdo dos genes HLA em classicos e ndo classicos, e de classe | e Il. Os genes
classicos sédo aqueles com papel mais bem descrito nos processos fisioldgicos de tolerancia/rejeigao ao

enxerto de CTHs.

Classe

Genes HLA
Classicos Nao-classicos
| A B, C E,F, G
I DRA, DRB1, DQA, DQB1, DPA, DPB1, DM. DO

DRB3, DRB4, DRB5
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Tabela 02: Numero de alelos e proteinas HLA ja descritos. Em negrito, os genes classicos.
Destaque para o maior polimorfismo observado nos genes HLA classicos de classe | (A — C), bem
como para aqueles que codificam a cadeia beta dos genes HLA de classe Il (DRB, DQB, DPB). * O
gene HLA-B é o mais polimérfico do genoma humano. (IMGT/HLA database. Extraido em
21/12/2017).

Gene ... n°® alelos N° de
HLA expressos nulos proteinas
A I 3997 186 2792
B | 4859° 147 3518
C I 3290 131 2497
DRA Il 7 0 2
DRB 1
DRB 3 I 145 4 119
DRB 4 I 66 7 52
DRB 5 I 54 3 48
DQA1 I 92 3 35
DQB1 I 1152 31 779
DPA1 I 56 0 26
DPB1 I 942 22 655
E I 26 1 8
F I 26 0 5
G I 56 2 18
DRB 2 Il 1 0 0
DRB 6 I 3 0 0
DRB 7 I 2 0 0
DRB 8 Il 1 0 0
DRB 9 I 1 0 0
DMA Il 7 0 4
DMB Il 13 0 7
DOA Il 12 1 3
DOB Il 13 0 5
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Figura 03: Distribuicdo da frequéncia de mutagées nos dominios da proteina )

HLA-B. Pode-se observar que ha uma maior incidéncia de variantes nos

dominios alfa 1 e alfa 2, codificados pelos éxons 2 e 3, respectivamente.
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Figura 04: Distribuigdo da frequéncia de mutagdes nos dominios da cadeia beta da proteina HLA-DR.
Pode-se observar que ha uma maior incidéncia de variantes nos dominio beta 1 que é codificado pelo éxons 2.
Extraido de http://hla.alleles.org/inc/images/drb1_heatmap1.png em 01/02/2018.
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1.3.2 Estrutura molecular das proteinas HLA

A molécula HLA é composta por duas cadeias de proteinas que podem apresentar-
se como homodimeros constituidos de uma cadeia alfa e outra beta (HLAs classe Il);
ou heterodimeros, com uma cadeia alfa e uma cadeia beta2-microglobulina (HLAs
classe |). Esta cadeia beta2-microglobulina apesar de desempenhar importante
funcao estabilizadora da cadeia pesada nao € considerada do grupo HLA. Portanto,

para os HLA classe |, considera-se apenas a sequéncia da cadeia alfa.

Cada cadeia HLA pode ser subdividida nos seguintes dominios: cauda
citoplasmatica, transmembrana (que permite seu ancoramento na bicamada lipidica)

e extracelular.

Do ponto de vista clinico e diagndstico em histocompatibilidade, a porcao
extracelular da molécula parece ser a mais relevante, mais especificamente a regiao
da fenda de ligacdo ao peptideo, por ser a responsavel pela apresentagcdo do

peptideo e sinalizagao ao linfécito T.

Conforme a figura 05, nas moléculas de classe |, esta fenda é formada pelos
dominios alfa 1 e alfa 2 da cadeia pesada; enquanto que na classe Il, temos os

dominios alfa 1 e beta 1 das cadeias alfa e beta, respectivamente.

1.3.3 Fungao das moléculas HLA

A principal fungao das moléculas HLA classicas € viabilizar a apresentagcao de
peptideos aos linfocitos T. De um lado, temos a célula apresentando, na sua
membrana externa, moléculas HLA associadas a seus respectivos peptideos; de
outro, os linfécitos T que, através de seus receptores de célula T (TcR), “verificam”
os complexos HLA-peptideo. Se a ligacdo dos TcRs ao complexo HLA-peptideo for
de afinidade superior ao limiar de ativacao, o linfécito passara por uma expansao

clonal e podera exercer sua atividade efetora.
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HLA Classe | HLA Classe ll

Fenda de ligacao
ao peptideo

Cauda Cauda
citoplasmatica citoplasmatica

Figura 05: Representagio grafica das moléculas HLA de classe | e Il. A esquerda, a molécula
HLA classe | com as cadeias pesada (vermelha) e leve - beta2 microglobulina (roxo). A direita, a
molécula HLA classe Il, composta de uma cadeia alfa (amarelo) e beta (laranja). Na porgao
extracelular, a parte mais importante da molécula, a fenda de ligacdo ao peptideo, formada pelos
dominios alfa 1 e 2 (HLA classe |) ou alfa 1 e beta 1 (HLA classe Il). Finalmente, a cauda
citoplasmatica e a regido transmembrana (TM) formam o restante da molécula. Adaptado de Kilein
(2000).

Os linfécitos T CD8+ reconhecem os peptideos de origem enddégena, fruto do
metabolismo daquela célula, apresentados via HLA de classe |I. Quando estes
linfécitos sdo ativados, geram uma resposta citotoxica levando a eliminagcao da
célula. Os HLAs classicos de classe | sdo encontrados na maioria das células

nucleadas.

Em contrapartida, a populagdo T CD4+ reconhece antigenos do meio extracelular
que sao fagocitados, processados e apresentados via HLA de classe Il pelas células
apresentadoras de antigenos. Este linfocito ativado passa a liberar citocinas proé-

inflamatdrias estimulando a célula fagocitica e o proprio linfécito.
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1.3.4 O papel das proteinas HLA e os transplantes

Do ponto de vista da histocompatibilidade, o melhor enxerto (6rgdo ou tecido
transplantado) é aquele que expressa as mesmas moléculas HLA ja presentes no
receptor. Nos transplantes de 6rgaos solidos (rim, pulmao, coragéo), o novo 6rgao
devera ser preservado da agao de um sistema imune ja bem estabelecido no

organismo do receptor, que é tolerante ao perfil HLA do receptor.

Nos transplantes de medula Ossea, por estarmos inserindo novos progenitores
celulares e, logo, novas células do sistema imune no receptor, pode ocorrer um
quadro de rejeicdo peculiar: a doenga do enxerto contra o hospedeiro. Ela consiste
na agao do novo sistema imune contra as células do receptor, provocando um
quadro inflamatério generalizado que pode levar ao 6bito. Portanto, buscar o melhor
doador de medula éssea — aquele que nao apresenta divergéncias quanto ao perfil

HLA — é etapa crucial no sucesso destes transplantes.

Atualmente, conforme a estratégia de busca do doador, sdo empregadas diferentes

estratégias de tipagem HLA gerando resultados em variados niveis de resolugéo.

1.3.5 Nomenclatura do sistema HLA

Conforme demonstrado na figura 06, o nome de cada alelo HLA é composto de um
prefixo seguido de 2 a 4 campos numéricos separados por dois pontos, e, em alguns
casos, um sufixo formado por uma letra. O prefixo é formado pela expressao “HLA”,
um hifen e o nome do gene HLA em questdo. O asterisco(*) diferencia a

nomenclatura do alelo para aquela da proteina HLA.

Os dois primeiros campos numéricos nomeando os alelos HLA sdo os mais
importantes porque diferenciam uma cadeia proteica HLA de outra. O primeiro
campo designa o grupo alélico, enquanto o segundo, o alelo dentro daquele grupo.

Os outros dois campos numéricos — terceiro e quarto — ndo sao obrigatdrios, mas

apenas utilizados quando descritos alelos que diferem da sequéncia referéncia por
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possuirem variantes silenciosas em éxons — terceiro campo — ou mutagdes em

regides nao codificantes — quarto campo.

Quanto ao uso dos sufixos, eles sdo empregados para denotar caracteristicas do
grau de expressao do alelo. Os sufixos mais comuns na rotina diagnodstica sao “L” e
“‘N” que correspondem a expressao baixa ou ausente do referido alelo,

respectivamente.

Apesar da nomenclatura oficial prever a possibilidade de evidenciar diferencas sutis
entre dois alelos, as estratégias diagnosticas mais empregadas tém grandes
limitagcbes que impedem determinar, com precisdo, ambos alelos HLA em
determinada amostra. Limitagdes metodoldgicas, como a analise com foco em
apenas alguns éxons e as ambiguidades de fase inviabilizam o alcance do que

chamamos de mais alto nivel de resolu¢ao nas tipagens HLA.

Hifen usado para separar o Sufi)g) usado para :
nome do gene e o prefixo HLA alteracbes de expressdo
Separador Separador de campo
HLA-A*02:101:01:02N
[
[ ] [ ] [ ]
Prefixo Gene Campo 4: demonstra

diferencas em regides

Campo 1: grupo alélico nac-codificantes

Campo 2: Proteina HLA especifica

Campo 3: demonstra substituic es sindnimas
na regiao codificante

© SGE Marsh 04510

Figura 06: Nomenclatura de um alelo HLA. Como exemplo temos um dos alelos 101 (2° campo
numeérico), do grupo de alelos 02 (1° campo) do gene HLA-A (prefixo e gene). Este alelo foi nomeado
por apresentar uma mutagdo numa regido nao codificante (4° campo) que, provavelmente, torna este
alelo incapaz de sintetizar uma proteina, conforme descrito no prefixo N (nulo) acrescido ao final.
Adaptado de <http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html>. Consultado em 02/02/2018.
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1.4 Niveis de Resolucao das tipagens HLA
1.4.1 Resolucgao Alélica

Quando uma técnica de tipagem HLA consegue determinar com precisdo os dois
alelos para cada gene HLA, discernindo diferengcas na sequéncia nucleotidica
expressas até o ultimo campo numerico possivel, dizemos tratar-se de uma tipagem
com resolugdo alélica. Estas plataformas sdo baseadas, geralmente, em
sequenciamento de DNA. Obter tipagens a este nivel de resolugdo requer o
sequenciamento de todas as partes do gene (éxons, introns e regides nao-
codificantes) (NUNES,2011).

1.4.2 Alta Resolugao

Quando uma estratégia de tipagem HLA é capaz de analisar - e distinguir - apenas
as diferentes sequéncias que formam a fenda de ligagdo aos peptideos nos alelos,
dizemos que este € um resultado de alta resolugdo. Geralmente, para se alcancgar
este nivel de resolucdo, deve-se sequenciar e determinar a fase dos éxons que
codificam esta regido da proteina, ou seja, éxons 2 e 3, nos alelos HLA classe |, e o

éxon 2, para HLA classe II.

No resultado da tipagem usamos o nome do alelo de menor numeragao, dentre
aqueles possiveis, acrescido de um sufixo. Quando agrupamos alelos (ndo-nulos)
que formam proteinas com aminoacidos da fenda semelhantes, empregamos o
sufixo P. Quando a semelhanca esta na sequéncia nucleotidica que forma a fenda,

usamos o sufixo G.
1.4.3 Média Resolugao

Dentre as plataformas ja bem estabelecidas para diagnéstico HLA, aquelas com
capacidade de analisar um maior numero de amostras conseguem determinar com
exatiddo apenas o primeiro campo numérico (grupo alélico) acompanhado de um
conjunto de possibilidades de alelos. Este tipo de tipagem HLA é enquadrada como
de média resolucao, geralmente formada pelo nome do alelo até o primeiro campo

numérico, acrescido de um cédigo de letras, chamado NMDP (National Marrow
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Donor Program). Este cédigo consiste em siglas de duas a cinco letras, que pode

ser decodificada numa lista de possiveis alelos daquela amostra.
1.4.4 Baixa Resolugao

Os resultados de tipagem HLA de baixa resolugdo sao aqueles onde foi possivel
determinar apenas o grupo alélico do gene HLA tipificado. Apesar de ter sido
amplamente utilizada pelos primeiros pesquisadores, foi praticamente abandonada
pelos grandes laboratdrios e registros mundiais, por trazer pouca informagao face ao

polimorfismo exuberante destes genes.
1.5 A tipagem HLA e a busca por um doador compativel

A busca pelo melhor doador de medula éssea tem inicio entre os irmaos do receptor
da medula. O Laboratério de Imunogenética emprega duas plataformas de tipagem
HLA por SSO (sequence-specific oligonucleotide) que fornecem resultados de média
resolugéo para verificar a tipagem do paciente e seus irméos para oito alelos (4
genes) HLA (HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1 e HLA-DQB1) e identificar aquele(s)
irmao(s) que compartilha(m) dos mesmos haplétipos do paciente, se for o caso. O

resultado é reportado ao corpo clinico responsavel.

Fracassando a busca por doadores aparentados, lanca-se mao da base de dados do
REDOME. Atualmente, os doadores cadastrados neste registro possuem apenas
tipagem de meédia resolugcédo para os genes HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1. Durante a
busca por um doador compativel, aqueles identificados como possivelmente
compativeis a média resolugao, tem, entado, a tipagem HLA de média resolugao para
os genes HLA-C e HLA-DQB1 determinadas. Finalmente, novas amostras do
receptor e do doador selecionado sdo encaminhadas para uma tipagem
confirmatoria por sequenciamento de DNA dos genes HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-
DRB1 e HLA-DQBH1, gerando resultados de alta resolugéao.

Como descrito, sdo necessarias varias etapas para determinar-se de maneira viavel
e segura o melhor doador nao-aparentado disponivel para um receptor de

transplante de medula 6ssea. Para simplificar o processo, a inscricao dos doadores
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no REDOME com tipagem para todos os genes HLA classicos ao nivel de alta
resolucdo seria uma alternativa. Essa estratégia ja tem sido adotada por alguns
registros de doadores de medula em outros paises. O registro chinés, somente entre
fevereiro de 2011 e dezembro de 2012, incluiu 79.000 novos doadores no seu
cadastro com tipagem de alta resolugao dos genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DRB1, HLA-DQB1 (ZHOU,2015). Desde 2015, o registro britanico passou a
inscrever novos doadores com esse tipo de tipagem HLA, com 10.000 novas
inscricdes somente naquele ano. O Registro turco planeja inscrever anualmente
20.000 novos doadores com tipagem HLA pronta para analise final de
histocompatibilidade frente aos receptores de medula éssea. Recentemente, o
registro aleméao publicou ter alcangado, em Junho de 2016, a marca de 2,7 milhdes
de amostras de doadores com tipagem HLA de alta resolugdo com aumento do
numero de amostras processadas por més (de 30.000 para 110.000) e redugao de
mais de 50% nos custos (SCHOFL,2017). Outros paises como Estados Unidos,
Suica, Canada e Cingapura também estdo na lista de paises que, atualmente,

inscrevem doadores nos seus registros com tipagem HLA de alta resolugao.

Este alto numero de tipagens HLA de alta resolugédo foi alcangado com grandes
investimentos nas plataformas de sequenciamento empregadas nos laboratérios de

referéncia destes centros.

1.6 As plataformas de tipagem HLA

No Brasil, atualmente, as diferentes etapas do processo de busca de doadores de
medula demandam diversas técnicas de tipagem HLA que variam entre si conforme
a resolugdo das tipagens que geram e a capacidade de processamento de
amostras. Apesar do sequenciamento de DNA classico gerar tipagens HLA de alta
resolucao, imprescindiveis no laudo final de histocompatibilidade, o baixo numero de
amostras capaz de ser analisado por ensaio torna inviavel sua aplicagdo em larga
escala. No Brasil, esta metodologia € empregada somente na fase final da busca por
um doador compativel. Como alternativa, aplicam-se metodologias de tipagem HLA

de menor resolugao para as primeiras etapas da busca de potenciais doadores.
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1.6.1 Sequenciamento de DNA classico ou de Sanger

O sequenciamento de DNA classico foi proposto por Peter Sanger em 1977 como
uma modificagdo da reacdo em cadeia da polimerase. Sanger aplicou
desoxinucleotideos (dNTPs) associados aos di-desoxi-nucleotideos (ddNTPs),
formas modificadas de dNTPs que n&o possuem o radical hidroxila ligado ao
carbono 3'. Estas variantes, quando incorporadas a cadeia de DNA em sintese,
inviabilizam a formagdo de novas ligagdes fosfodiéster. Esta estratégia de
sequenciamento de DNA ficou conhecida como metodologia de terminagdo da
sintese da cadeia de DNA (SANGER,1977).

Entretanto, o sequenciamento de Sanger apresenta algumas limitagées. Uma reagao
automatizada pode gerar no maximo 384 sequéncias de até 1000 bases de
comprimento a uma taxa de 80-100 bases por hora. Variantes presentes em baixa
frequéncia podem ser confundidas com o alto ruido inerente a esta técnica e o custo
por base sequenciada é alto, conforme podemos verificar na figura 07. A fim de
transpor tais barreiras, uma nova geragao de sequenciadores, langados a partir de
2004, tem revolucionado o campo da genémica, permitindo a geragdo de dados de
sequenciamento de maneira massiva e paralela, reduzindo o tempo e os custos

associados a estas reacoes.

1.6.2 Uma nova geragao de sequenciadores de DNA

Os principais fabricantes de sequenciadores de nova geracao a lllumina® (Mini-,
Mi-, Next-, Hi-Seq), a Thermo Fisher Scientific (lon Torrent PGM® e lon S5 ®) e a
Pacific Bioscience (QUAIL,2012). Devido a diferengas metodoldgicas entre elas,
alguns autores classificam como de “primeira geragao” o sequenciamento classico
proposto por Sanger, ao passo que dividem os equipamentos NGS em duas classes:

segunda (SGS) e terceira geragao de sequenciadores (TGS).
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Figura 07: Evolugao do custo por megabase e por genoma sequenciado ao longo dos anos em
comparagao com o langcamento das novas plataformas de sequenciamento. A partir de 2008,
nota-se uma queda mais evidente no custo por megabase sequenciada e, consequentemente, por
genoma.

Os protocolos SGS empregam a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) na
preparacao da biblioteca de DNA a fim de amplificar o sinal detectado durante o
sequenciamento. Ja os TGSs sado conhecidos por utilizar como molde na reacao de

sequenciamento até mesmo moléculas unicas de DNA.

O primeiro equipamento SGS foi langado em 2004 pela 454 Life Sciences
(MARGULIES,2005). Sua abordagem consiste na amplificagao por PCR em emulsao
de fragmentos unicos de DNA presos em microesferas. Em seguida, milhares destas
esferas sdo carregadas numa placa de picotitulagdo contendo pogos capazes de
receber apenas uma esfera cada. O sequenciamento ocorre em todos os pogos de
maneira paralela, e a adicdo de base € detectada pela liberagdo do radical

pirofosfato (pirossequenciamento) e a emisséo de fluorescéncia.
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Em 2006, a Solexa adquirida posteriormente pela lllumina, atual lider do mercado de
NGS, langou seu equipamento NGS baseado no principio CRT (cyclic reversible
termination) onde ciclos de adigdo de uma unica base sao executados. Numa lamina
de vidro, chamada flow cell, fragmentos de DNA contendo sequéncias adaptadoras
sao retidas e amplificadas formando clusters (BENTLEY,2008). Estes agregados sao
sequenciados usando-se apenas nucleotideos modificados capazes de impedir a
extensao da cadeia temporariamente. Quando incorporados, eles sao identificados
por emitir fluorescéncia base especifica sob a acao de um laser. Apds o registro, o
ciclo termina removendo-se o radical bloqueador e regenerando-se a hidroxila 3'.
Atualmente, a lllumina disponibiliza uma vasta linha de sequenciadores para atender
desde protocolos de sequenciamento com finalidade diagndstica — sequenciamento
de painel de genes e baixo volume de dados — até grandes estudos populacionais,

conforme demonstrado na figura 08.

4 & & & -

MiniSeq System MiSeq Series NextSeq Series HiSeq Series HiSeq X Series
Aplicacdes Sequenciamento Sequenciamento Sequenciamento Sequenciamento Sequenciamento
de regides -alvo, de pequenos de exomas, de genomas em completo de
pequenos RNAs genomas e transcriptomas e larga escala, genomas
e painel de painéis de genes ressequenciamen exomas, humanos a nivel
genes to de regides alvo transcriptomas populacional em
larga escala
Bt oele o 7,5Gb 15 Gb 120 Gb 1500 Gb 1800 Gb
(Méaximo)
Amplicons
gerados 25 milhdes 25 milhdes 400 milhdes 5 bilhdes 6 bilhdes
(nimero)
Amplicons
(tamanho 2 x 150 bp 2 x 300 bp 2 x 150 bp 2 x 150 bp 2 x 150 bp
maximo)
Tempo de ! : !
T 4 — 24hs 4 —55hs 12 — 30hs 7 hs a 6 dias Até 3 dias

Figura 08: Linha de sequenciadores que aplicam o principio CRT fabricados pela lllumina®, a
lider mundial no mercado de NGS. Da esquerda para a direita os equipamentos estdo organizados
em ordem crescente quanto a geracao de dados e ao tempo por corrida, partindo de 7,5Gb e 4-24hs,
respectivamente, até 1800Gb e 3 dias. Destaque para o MiSeq®, o equipamento da lllumina® mais
estabelecido no mercado, que possui maior comprimento de sequéncias geradas (2x 300bp).
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O lon Torrent foi langcado em 2010, usando uma abordagem semelhante ao 454, pois
utiliza a PCR em emulsdo de amostras imobilizadas em microesferas para a
formacéao dos clusters de DNA que serao sequenciados. Entretanto, diferente de seu
antecessor, que emprega deteccdo de nucleotideos pela emissédo de fotons, o lon
emprega um principio mais simples e barato para detectar bases incorporadas pela
DNA polimerase. Sua tecnologia de sequenciamento com semicondutores emprega
microchips com sensores que detectam alteragdes na concentracido de ions
hidrogénio (pH). Estes proétons sao liberados no meio reacional de maneira
proporcional a adigdo de nucleotideos durante a reacdo de sequenciamento.
Nucleotideos estes que ndo possuem radicais complementares (bloqueadores ou
fluoréforos) e sao infundidos no chip sequencialmente — um por vez — pelo

equipamento.

O grande avanco introduzido por esta estratégia é dispensar o uso de nucleotideos
modificados e aparatos 6ticos, diminuindo o custo do equipamento e seus insumos
bem como o tempo de corrida (ROTHBERG,2011). A Life/ThermoFisher
disponibiliza, como a lllumina, plataformas voltadas para diagndstico clinico, como o
lon PGM (personal Genome machine), e para aplicagbes que demandam maior
volume de dados, como o lon Proton. Recentemente, foi langado no mercado o lon

S5, uma plataforma cuja operagédo é mais simples que a de seus antecessores.

A Nanofluidics, adquirida posteriormente pela Pacific Biosciences, desenvolveu a
primeira estratégia capaz de sequenciar diretamente uma unica molécula de DNA
em tempo real, usando nucleotideos marcados e chips SMRT (single molecule real
time sequencing) dispensando amplificagdo prévia por PCR. Cada chip contém
milhares de pequenos pogos chamados ZMV (zero mode waveguides), onde sao
colocadas a amostra, uma enzima DNA polimerase fixa no fundo do pocgo, os
nucleotideos marcados e a uma camera que registra num filme, em tempo real, as

fluorescéncias emitidas pelos respectivos nucleotideos adicionados (MOREY,2013).
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Figura 09: Fotografia dos TGS da Pacific Biosciences e do chip SMRT (a direita) onde ocorrem
as reagdes de sequenciamento paralelo. A esquerda, o primeiro modelo, PacBio RSII. No centro,
seu contemporaneo, o PacBio Sequel, que promete um volume maior de dados por corrida maior que
seu antecessor em 7x.

1.6.3 Comparacgao de plataformas NGS

Alguns trabalhos dedicaram-se a comparar o desempenho destes equipamentos
constatando vantagens e desvantagens entre as diversas plataformas. Um estudo
que comparou o desempenho do 454, do MiSeq e do lon torrent PGM no
sequenciamento de um genoma procarioto mostrou que, enquanto a cobertura ao
longo do genoma é semelhante para as 3 plataformas, 454 produz a menor
quantidade de dados por corrida porém as sequéncias de maior tamanho, em média
466 bases, seguido pelo MiSeq, com 214 bases e lon Torrent com 195 bases. MiSeq
apresentou os menores valores de erros tanto do tipo insercao/delecao quanto
substituicdo de bases, seguido por 454 e lon torrent. Entretanto, atualizagcbes de
reagentes do fabricante do lon Torrent levaram a quedas de 3 a 4 vezes nas taxas
de erro usando o kit de 100bp, o que demonstra que os protocolos NGS estdo em

constante aprimoramento (LOMAN,2012).

A principal vantagem da plataforma PacBio € o menor tempo de corrida e 0 maior
tamanho das sequéncias geradas que, atualmente, ja alcangou a marca de 10kb de
comprimento médio, podendo mais da metade das sequéncias numa corrida
alcancar 20kb. Entretanto, a baixa quantidade de dados gerados por corrida (0,5 - 1
bilhdo de bases), a alta taxa de erro (11-15%) e o alto custo por base sequenciada

s&o algumas das limitagcbes desta plataforma (RHOADS,2015).
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1.7 Plataformas de sequenciamento de DNA e a tipagem HLA

Atualmente, o grande desafio no desenho de protocolos de tipagem HLA para
transplante de medula 6ssea é encontrar uma maneira viavel de atingir-se o nivel de
resolugéo alélica. Isso significa solucionar numa unica reagao todas as possiveis
ambiguidades. As principais barreiras encontradas pelo sequenciamento de Sanger
para tipagem HLA sao: (1) ocorréncia de sequéncias heterozigotas que podem ser
alinhada a mais de um par de alelos (figura 10; ambiguidade de fase ou Cis-trans);
(2) nao sequenciamento da regido que solucionaria a ambiguidade; (3) auséncia da

informagéo completa da sequéncia de referéncia daquele alelo (ADAMS, 2004).

585
56
90

B*070201 TGGAGGGCGAGTGCGTGGAG
B*0724 TGGAGGGCCTGTGCGTGGAG
B*3503 TGGAGGGGCCTGTGCGTGGAG
B*3533 TGGAGGGGGAGTGCGTGGAG

Figura 10: Ambiguidade na sequéncia de uma regidao do gene HLA-B. O sequenciamento apenas
do éxon 3 deste gene gera resultados semelhantes tanto para individuos com tipagem B*07:02:01
B*07:24 quanto B*35:03 B*35:33, ambos com as mesmas trocas de base nas mesmas posicbes (559
e 560). Adaptado de ADAMS, 2004.

Posicao

Atualmente, o Laboratério de Imunogenética realiza a tipagem HLA de alta resolugao
utilizando um protocolo baseado na metodologia de Sanger que permite realizar a
tipagem dos genes HLA classicos de classe | e Il (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DRB1, HLA-DQB1) para apenas 6 amostras no sequenciador AB3500 series. A
solugdo de ambiguidades é feita através do sequenciamento de outras regides e/ou

a comparagao com resultados obtidos por outras técnicas.
1.7.1 Protocolos comerciais de tipagem HLA por NGS
Os protocolos de tipagem HLA por NGS mais empregados atualmente a nivel

mundial sdo aqueles oferecidos por empresas com notéria tradicdo na fabricagao de

equipamentos NGS e na inovagao e suporte em tipagem HLA.
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Um dos maiores laboratorios de tipagem HLA no mundo, a Histogenetics, emprega
um protocolo para a tipificacdo de 384 amostras simultaneamente ao nivel de
resolucdo de grupo G (analisando apenas os éxons mais polimérficos). Neste
ensaio, além dos genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1, também
HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5 e HLA-DPB1 s&o tipificados numa unica rodada
de sequenciamento no equipamento MiSeq (CEREB,2015). Em termos capacidade
de geracdo de tipagens, comparando-se ambos protocolos (INCA/Sanger x
Histogenetics/NGS), teriamos 60 alelos tipados pela estratégia INCA/Sanger (6
amostras x 10 alelos) contra 5376 pela plataforma Histogenetics/NGS (384 amostras

x 14 alelos). A diferenga entre ambos é de mais de 5000 tipagens por corrida.

Alternativamente, outros protocolos se utilizam de estratégias com foco na solugao
do maior numero de ambiguidades possivel. Para isso, sequenciam uma regido
maior dos genes HLA, incluindo éxons, introns e regides nao traduzidas, ao custo de
sequenciar um menor numero de amostras por corrida. Este é o caso dos protocolos

fornecidos pelas empresas lllumina, One Lambda, GenDx, Omixon e Immucor.

Enquanto estas empresas disputam ativamente os mercados norte-americano e
europeu de tipagem HLA por NGS, o mercado brasileiro ainda da seus primeiros
passos. Destaque-se o pioneirismo da lllumina®, que desde 2015 distribui seus
produtos para HLA no pais e, em 2016, realizou demonstra¢gdes de uma nova versao

do seu protocolo.

Em contrapartida, outras empresas que possuem vasta tradicdo no campo da
Imunogenética de Transplantes ainda ndo encontraram seu espago no mercado
brasileiro. A One Lambda® , empresa fundada em 1984, atualmente subsidiaria da
ThermoFisher, domina a maior parcela do mercado de tipagem HLA de média
resolucao brasileiro através de ser distribuidor local. Entretanto, seu produto para
NGS, langado no mercado americano em 2014, somente foi apresentado aos

clientes no Brasil em Junho de 2017.
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A GenDx, empresa com sede em Utrecht, Holanda, fundada em 2005 com foco em
tipagem HLA por sequenciamento de Sanger, hoje dedica-se também ao
desenvolvimento de protocolos NGS em 3 sequenciadores: lllumina, lon torrent e
PacBio. Além disso, comercializa seu software (NGSEngine) para analise dos
resultados. Porém, no Brasil, apenas no fim de 2017 iniciou a demonstragcao dos

seus protocolos no Brasil.

A Omixon, empresa fundada em 2011 com sede em Budapeste, Hungria, é a
pioneira e lider no fornecimento de insumos para tipagem HLA em NGS. Seu
protocolo (Holotype HLA) e seu software de analises (HLA Twin), langados em 2014,
sao utilizados, atualmente, em mais de 20 laboratérios de hospitais em diversos
paises para sequenciamento dos genes HLA por NGS utilizando os sequenciadores
lllumina. Entretanto, somente em agosto de 2017 firmou parceria com um

distribuidor local para revenda e suporte de seus produtos no mercado brasileiro.

A Histogenetics € um laboratério que atua fornecendo o servico de tipagem HLA a
nivel mundial, utilizando protocolos desenvolvidos in-house. Atualmente, é lider
mundial na geragdo de tipagens HLA por sequenciamento de Sanger e NGS.

Entretanto, ainda nao oferece seus servigos ao mercado brasileiro.

Portanto, este trabalho busca avaliar diferentes protocolos e plataformas NGS para
tipagem HLA disponiveis ou em vias de disponibilidade no Brasil. Com base nos
resulados, determinar a melhor opg¢ao para implementagao na rotina do laboratoério

de Imunogenética do INCA.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade, confiabilidade e a eficacia de
protocolos de genotipagem HLA por NGS para as amostras do laboratério de

Imunogenética do Instituto Nacional de Cancer.

2.1 Objetivos especificos

e Realizar a tipagem dos genes HLA-A, -B, -C, -DRB1, DQB1, DPB1 por NGS;

e Comparar e verificar a concordancia dos resultados obtidos pelas plataformas
NGS com aqueles gerados pelo sequenciamento classico;

e Comparar a qualidade dos dados gerados entre os diferentes protocolos e

sequenciadores de nova geragao;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolamento e caracterizagao do DNA gendémico

As amostras utilizadas foram isoladas de sangue periférico humano colhido em tubo
contendo anticoagulante EDTA. Apos serem recebidas no laboratorio, as amostras
de sangue sdo acondicionadas a temperatura de 4°C e, posteriormente,
encaminhadas a rotina de extracdo de DNA automatizada (QiaSymphony, Qiagen®)
conforme protocolo do fabricante. O sangue foi homogeneizado por 5 minutos e
inserido diretamente no equipamento que encarrega-se de todas as etapas de
extragao, purificacéo e eluicdo do DNA gendmico. O protocolo empregado consiste
nas etapas de rompimento de membranas, inativacao de nucleases com uso de
proteinase K, ligacdo do DNA a particulas magnéticas de silica, lavagem do
sobrenadante e eluicdo do material isolado em 100uL ou 200uL de tampao fornecido

pelo fabricante.

Ao término da extragao, 2uL de cada amostra foram utilizados para determinar-se a
qualidade do material extraido (concentragdo e pureza) por espectrofotometria
(Nanodrop8000,Thermo Scientific). Antes do inicio das medi¢des, aplicou-se 2uL do
tampao de eluicdo como medida de referéncia (“branco”) para correcdao das medidas
de absorvancia efetuadas a 260nm e 280nm. Os dados referentes a concentracao e
a razao da absorvancia a 260nm e a 280nm foram calculados pelo software do

equipamento e associados ao cadastro da amostra.

3.2 Selecao das amostras

Dentre as mais de 90.000 amostras de DNA armazenadas no laboratdrio,
selecionou-se todas aquelas que possuiam solicitagcdo de tipagem HLA de alta
resolugcdo recebida no laboratério entre 01 de janeiro de 2011 e 31 de agosto de
2016. Destas 1383 amostras, que possuiam tipagem por sequenciamento de Sanger
de algum gene HLA, foram filtradas 1299 delas que tinham a tipagem completa, ou

seja, para os genes HLA-A, -B, -C, -DRB1 e -DQB1. Além disso, foram escolhidas
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apenas as amostras com valores de razado 260/280 entre 1,6 (inclusive) e 2,1

(inclusive), que foram 1200 no total.

3.3 Tipagem HLA pela plataforma de sequenciamento de DNA de Sanger

As amostras foram tipificadas para os genes HLA-A, -B, -C, DRB1 e DQB1 a alta
resolugado usando-se um protocolo comercial (SeCore, Life Technologies) baseado
no sequenciamento de Sanger. A primeira etapa do protocolo consistiu na
amplificacdo de regides especificas dos genes HLA via PCR. Para os genes HLA
classe |, empregou-se uma PCR que gerou, numa mesma reagao, dois amplicons
para cada gene, o primeiro abrangendo os éxons 2 e 3 (HLA-A, 1200bp; HLA-B,
1400bp; HLA-C, 1375bp) e o segundo contendo o éxon 4 (HLA-A, 990bp; HLA-B,
950bp; HLA-C, 1600bp).

Para os genes HLA classe |l foram necessarias duas reacdes separadas por
amostra: uma para amplificar o éxon 2 (HLA-DRB1, 500 — 850bp; HLA-DQB1,
350bp), e outra, para o éxon 3 (HLA-DRB1, 350bp; HLA-DQB1, 375bp).

O produto resultante foi tratado com duas enzimas — exonuclease e fosfatase
alcalina — (ExoSAP) para remocao de primers e dNTPs n&o incorporados aos
fragmentos de DNA. Os mesmos éxons descritos na tabela acima foram
sequenciados de maneira bidirecional (fitas forward e reverse) usando-se
nucleotideos fluorescentes com radical bloqueador da extensao (BigDye Terminator
sequencing). As sequéncias resultantes foram purificadas por precipitagcdo com
etanol 80% preparado a fresco e incubadas com formamida a 95°C para sofrer
desnaturagcdo. Em seguida, as sequéncias foram submetidas a eletroforese capilar
automatizada (ABI 3500, Applied Byosystems) e identificadas pela fluorescéncia
emitida apds excitagao por um laser. Os dados gerados foram interpretados por um
software especifico (Utype) que exibiu o eletroferograma e a(s) combinagao(des) de
alelo(s) possivel(eis) apds o alinhamento as sequéncias de referéncia. Em alguns
casos, primers especificos (gSSP) foram empregados para solugdo de

ambiguidades de tipagem.
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3.4 Tipagem HLA pelas plataformas de sequenciamento de nova geragao

Amostras de DNA do laboratério de Imunogenética foram submetidas a 4 protocolos
de tipagem HLA por NGS. As diferencas quanto a plataforma NGS utilizada e
numero de amostras testadas, bem como quanto aos genes HLA e suas regides

abrangidas estédo descritas na tabela 03 e tabelas 04 e 05, respectivamente.

Os protocolos NGS testados podem ser subdivididos em 4 grandes etapas:
amplificacdo da regido alvo, preparo da biblioteca, amplificacdo clonal,
sequenciamento e analise de dados. PacBio, excepcionalmente, ndo emprega a

etapa de amplificacao clonal.
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Tabela 03: Nome, genes HLA abrangidos, nimero de amostras testadas e fabricantes do protocolos de tipagem HLA por NGS analisados.

Protocolo ™5 B C  DRB1 DQB1GES§EI;|1MDRBS DRB4 DRB5 DQA1 DPA1 N Sequenciador  Fabricante
Sanger X X X X X 7 AB 3500  Life Technologies
llumina0l X X X X X X X X X 384 {”Tﬂﬁ?ﬁa} Histogenetics
llumnad2 X X X X X X X X X X X 12 {”Tﬂﬁ?ﬁa} lllumina
lon X X X X X X X X x 32 {T'ﬁ’;rfn%} Onelambda
PacBio X X X X X X 384 RS{I':';CSB?S;JE' Histogenetics
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Tabela 04: Regides dos genes HLA de classe | cobertas pelos protocolos de Sanger e de NGS testados. Vale notar que a excegao de lllumina01, os demais
protocolos cobrem por completo toda a regido codificante dos genes HLA classe I. lllumina02 apresenta uma pequena falha na cobertura do éxon 7 de HLA-B por
utilizar primers que alinham-se nesta regido. UTR = Regi&do n&o traduzida / E=éxon / i= intron

Gene HLA

Plataforma A B C

5 regidao transcrita 7 5 regido transcrta 3 5 regido transcrita 3

utR E | E | E i E i Ei EiEjEwIR viRE | E | E | EjiEiEjiEuwviR uTEj E i E | E i EiEiE | EuUR

1122334455667 78 1122334455667 R 1122334455667 78

Sanger X X X X X X X X X
Huminall X X X X X X X X X X Xx X
Huminal2 K XN X XxXxXxXxX XK X Xx XxXxXx XK X Xx XxXxXxXxX
lon Kx XNxXxXxXxXxXxX Kx X x XxXxXxXxX Kx X x XxXxXxXxXxX
PacBio XKx XNx Xx XxXxXxXxX XKxXx XxXxXxzxXxX XKx Xx XxXxXxXzxXxX

Tabela 05: Regioes dos genes HLA de classe Il cobertas pelos protocolos de Sanger e de NGS testados. Além de abranger maior nimero de regioes,
lllumina02 também sequenciou os genes HLA-DQA1 e HLA-DPA1 por completo. UTR = Regi&do n&o traduzida / E=éxon / i= intron

Blatad Gene HLA
ataforma
DRB1 DQB1 DPB1 DRB3/4/5
5 regido transcrita 3 5 regido transcrita 3 5 regido transcrita = o 5 regido transcrita 3
URE{E| E(E{E{EYR UREEE{EE(EYR VUIREE,E{E{EY"R URE,E{E|E|E|EUR
112233445586 1122335344558 112233445 112233445586
Sanger X X X X
[lumina0l X X X X X X X X
Huminal2 XxXx XX Ky XuXxXxXxX KxXxXxX Xy Xx
lon XxXx Xx XX XKx XXXz X XKx XX

PacBio XxXx KxXxX Xx X
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3.4.1 Teste do protocolo comercial lllumina02

O primeiro protocolo de tipagem HLA por NGS avaliado (lllumina02) foi a versao 2
da solugdo oferecida no mercado pela lllumina (Trusight HLA v. 02). Todas os
procedimentos foram executadas conforme descrito no protocolo. A primeira etapa
foi determinar a concentragao de DNA das 12 amostras por um método fluorimétrico
(Qubit 2.0 High sensitivity). A partir dos dados obtidos (tabela 06), as concentracdes
das amostras foram ajustadas para 10ng/uL. Em seguida, 5uL (50ng de DNA) foi
utilizado para cada uma das 8 reagbes de amplificacdo dos 11 genes HLA. A
excecao dos genes HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 e -DRB5, todas os demais genes
foram amplificados separadamente, conforme ilustra a figura 13. Além disso, foram
empregados dois programas de amplificagdo: um para o gene HLA-DQB1 [1x (94° C
3 minutos); 10x (94° C por 30 segundos, 55° C por 2 minutos, 72° C por 15 minutos);
20x (94° C por 30 segundos, 60° C por 2 minutos, 72° C por 15 minutos); 1x (72° C
por 10 minutos)] e outro para os demais genes [1x (94° C por 3 minutos); 30x (94° C
por 30 segundos, 60° C por 2 minutos, 68° C por 15 minutos); 1x (68° C por 10
minutos)]. A etapa seguinte - preparo da biblioteca — conforme a figura 11 teve inicio
com a purificagdo e normalizagdo dos amplicons gerados empregando-se
microesferas magnéticas. Os amplicons foram, entdo, fragmentados (Nextera,
lllumina) e, aqueles pertencentes a uma mesma amostra, foram agrupados num
unico pogo (1° pool) e purificados novamente. Através de uma nova reagédo de PCR,
sequéncias adaptadoras (P5 e P7) conjugadas a 2 sequéncias indice (barcodes)
foram adicionadas aos amplicons de cada amostra. Apds nova etapa de purificagao,
os amplicons foram unidos em um unico tubo formando a biblioteca final que, apds
desnaturacdo com NaOH 0,1N, foi inserida no cartucho de sequenciamento da
plataforma NGS MiSeq (lllumina). Para as etapas de amplificacdo clonal e
sequenciamento, foi empregada a flow cell micro MiSeq v2 e o kit de
sequenciamento MiSeq Reagent Kit v2 - 300 cycles no modelo paired-end

sequencing (2 x 150 ciclos).

Os dados gerados pelo equipamento foram analisados utilizando-se o software
Assign TruSight HLA v2.0 (lllumina) que realizou a montagem e alinhamento das
sequéncias contidas nos arquivos fastq de cada amostra e informou as tipagens

para cada uma das amostras e genes HLA. Como métricas de qualidade, o software
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Assign calculou a proporgao de bases identificadas que possuiam Q-score superior

a 30 (acuracia igual ou superior a 99,9%) bem como a cobertura média dos alelos

Tabela 06: Comparagéo dos valores de quantificagdo determinados por espectrofotometria e
fluorimetria das amostras utilizadas no teste do protocolo lllumina02. A direita, discrepancia dos
valores de fluorimetria comparados aos obtidos por espectrometria.

Método
Amosira  Espectrofotometria  Fluorimetria Discrepancia

1 80,63 65,6 81,4

2 54,53 35,6 65,3

3 34,69 242 69,8

4 58.9 41,4 70,3

5 43,68 21,8 49,9

6 42,81 29,2 68,2

7 60,21 h1.,2 95,0

8 70,18 41,6 59,3

9 64,18 40,2 62,6

10 64,94 49,6 76,4

11 61,2 33.4 54,6

12 53,39 31,2 58.4

Média 57.4 39,25 67,6

Desvio 12,7 131 12,4
R Lrlprr ey
A -o00000000066 9/0/0,0,0,0,0000.00
B~000000000000 QOOOOOOOOOO0)
C—+000000000000 000000000000
DPA1 -0 0000000000 QOOOOOOOOOOC)
DPB1 - Q00000000000 000000000000
DAA1 Q00000000000 000000000000,
DRB1/3/4/5—OO0000000000 0000000000 0F
000000000000 D@B1—-»0O00000000CO0

Figura 11: Modelos de amplificagdo dos genes HLA adotados por Illumina02. Empregou-se
majoritariamente a amplificagdo em separado dos diferentes genes, bem como de um protocolo de
amplificagéo diferente para o gene HLA-DQB1,



35

Geracao de amplicons HLA
Purificacao dos amplicons
2 Normalizacéao
A Tagmentacéo

' 1° Pool e limpeza

»  Amplificacédo via PCR

Purificacdo dos amplicons

2 2° Pool e carregamento

Figura 12: Etapas do preparo da biblioteca de NGS do protocolo lllumina02.

3.4.2 Teste do protocolo comercial lon

O segundo protocolo testado utilizou os reagentes e procedimentos validados pela
empresa OneLambda sob o nome comercial NxType. Semelhantemente a
lllumina02, a primeira etapa do protocolo lon foi determinar a concentragao das 32
amostras investigadas por fluorimetria (Qubit High sensitivity, Invitrogen) conforme
os dados da tabela 07. Em seguida, 50 ng de DNA foram empregados para realizar
2 PCRs multiplex por amostra: uma abrangendo os genes HLA de classe | e outra os
genes HLA classe Il cujos protocolos de amplificacdo foram: 1x (94° C por 2
minutos); 22x (98° C por 10 segundos, 69° C por 3 minutos); 8x (98° C por 10
segundos, 60° C por 3 minutos); 1x (94° C por 2 minutos); 30x (98° C por 10
segundos, 69° C por 3 minutos), respectivamente com ajuste de rampa para simular

o termociclador GeneAmp 9600 (Veriti, Thermo).



Método

Amostra Espectrofotometria Fluorimetria Discrepéncia %

1 50,1
2 7.5
3 23,0
4 a3
5 36,2
6 o4 5
7 1716
8 70,5
9 435
10 98,8
11 722
12 42 4
13 52,0
14 36,6
15 59 4
16 49
17 58,3
18 45 4
19 28,5
20 60,8
21 39,5
22 64,7
23 60,1
24 51,1
25 40,0
26 30,0
27 20 4
28 85,2
29 47 5
30 93
31 10,6
32 81,5
Média 48 8
Desvio 326

56,2
76
36,0
157
34 6
12.0
250
96,6
50,8
734
98,0
63,6
84,6
55,4
93 4

1122
1002
156,5
168,8
05 6
220
146
137.0
116.8
743
1357
150,1
1627
1514
1573
1987
1595
89,1
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Tabela 07: Comparagéo dos valores de quantificacdo determinados por espectrofotometria e
fluorimetria das amostras utilizadas no teste do protocolo lon. A direita, discrepancia dos valores
de fluorimetria comparados aos obtidos por espectrometria.
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O preparo da biblioteca teve inicio com a purificagdo dos amplicons utilizando-se
microesferas magnéticas (Ampure beads, Beckman Coulter). Em seguida, cada
reagao foi quantificada por fluorimetria (Qubit 2.0, Invitrogen) para calculo do volume
necessario a formagao do pooll intra-amostra. Em seguida, os amplicons sofreram
fragmentacdo enzimatica (lon Shear kit, Thermo) e foram ligados a sequéncias
adaptadoras inerentes a plataforma de sequenciamento, bem como sequéncias
indice amostra-especificas. (barcodes). Com o uso de diferentes concentragdes de
microesferas magnéticas, foram selecionados fragmentos de tamanho desejado e,
através de uma etapa de amplificacdo secundaria, amplificados apenas os
fragmentos que ligaram-se com sucesso aos adaptadores de sequenciamento. Apds
uma ultima purificagdo, as bibliotecas foram quantificadas para a formagdo de um
pool final equimolar. As etapas de amplificagdo clonal (lon 520 & 530 Ext kit chef) e
carregamento do chip de sequenciamento (lon 530, Thermo) foram realizadas no
equipamento lon Chef (Thermo Fisher), enquanto o sequenciamento na plataforma
lon S5 (Thermo Fisher). Ao fim da corrida, os arquivos fastQ foram analisados no
software Type Stream Visual (OneLambda, Thermo) que retornou as respectivas
tipagens HLA de cada amostra para cada um dos 9 genes HLA. Para verificagao da
qualidade dos resultados foi calculado o balango alélico, a porcentagem de
cobertura dos éxons principais, e 0os valores minimo e maximo de cobertura para os

éxons 2, 3 e 4.

HLA-Classe | HLA-Classe Il

A/B/C DRB1/DQB1 / DPB1
000000000000 000000000000
0000 ) OOOOOO0 0000 0000000
0000 HOOOOOO0 000000000000
0000 HOOOOOO0 0000 0000000
$338 0 | amREccoccs
OO0 0eeeeeee D00 00000000
[CCCC olelolololelele) ©9@©®O0000000

i 01-32

Figura 13: Modelo de amplificagio dos genes HLA adotado por lon. Com um modelo de
montagem da placa de amplificagdo mais simplificado, o protocolo lon resume a amplificacdo de 09
genes HLA em apenas duas reagdes de PCR por amostra.
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| Amplificacdo dos genes HLA via PCR

|_' Avaliacdo do produto por eletroforese

| Purificacéo Pés-PCR

( Quantificacao

|'_ Pool intra-amostra

|_ Fragmentacdo enzimatica

( Ligacdo de adaptadores

|'_ Reparo enzimatico

| Selecéo dos amplicons por tamanho

| Amplificacdo secundaria

| Purificacdo Final

| Quantificacéo da biblioteca

|_ Pool final inter-amostras

Figura 14: Etapas do preparo da biblioteca de NGS do protocolo lon.

3.4.3 Teste de um servigo internacional de tipagem HLA por NGS

Dois protocolos disponiveis no mercado como servigo de tipagem HLA por NGS para
bancos de medula 6éssea também foram analisados. Conforme as tabelas 03, 04 e
05, o protocolo lllumina01 abrange apenas os éxons mais polimérficos de 9 genes
HLA empregando a plataforma NGS MiSeq (lllumina); ja o protocolo PacBio
sequencia éxons e introns de 6 genes HLA utilizando o sequenciador RS-Il da
Pacific Biosciences. Todas as etapas dos protocolos foram realizadas na sede da
empresa Histogenetics em Nova lorque, Estados Unidos.

Das 384 amostras remetidas a empresa para tipagem, algumas foram escolhidas
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para mensuracdo da concentracio de DNA e razdo 260/280nm por
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo). No protocolo lllumina01, foram empregadas
31 PCRs separadamente para abranger um total de 20 éxons dos 9 genes HLA
tipados (11904 amplificagbes). Em seguida, uma parcela destes produtos foi
submetido a eletroforese em gele de agarose para verificar a formagéo do amplicon
desejado. O preparo da biblioteca assemelhou-se a lllumina02, porém otimizado
para empregar apenas uma etapa de purificagdo e selecdo por tamanho somente
apos a fomagao do pool final. Em seguida, a biblioteca foi quantificada por um
método fluorimétrico (Qubit 2.0, Invitrogen), submetida a desnaturagdo com NaOH
0,1N e carregada no sequenciador MiSeq (Illumina) utilizando o kit 2 x 250bp paired-

end sequencing.

Para o protocolo PacBio, apés a amplificagdo em separado dos 6 genes HLA
tipificados (tabela 03), o preparo da biblioteca seguiu as etapas ilustradas na figura
15. Apbs reparo das extremidades, foram adicionadas aos amplicons sequéncias
adaptadoras no formato de grampo. Por ultimo, os primers de sequenciamento e a
DNA polimerase foram ligados ao conjunto (chamado SMRTbell template). Ao final,
foram formados 6 pooles gene-especifico, cada qual contendo amplicons de 384
amostras diferentes porém para um mesmo gene HLA. Estes 6 pooles foram, entéo,

inseridos em 6 sequenciadores PacBio RS-II.

Os arquivos fastQ gerados para cada uma das amostras em ambos protocolos
foram analisados em algoritmo de bioinformatica proprio da empresa (AutoTyping,

Histogenetics) que retornou as respectivas tipagens HLA encontradas.
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| Reparo de danos ao DNA

Eliminagéo de bloqueios na
extremidade 3', bases oxidadas
citosinas desaminadas

| Reparo das extremidades |

Preparagéo para incorporar adaptadores
- Eliminagéo de pontas 3' ndo emparelhadas
- Complementagao emparelhamento pontas 5';

5

{ T4 DNA Polymerase +T4 PNK

3
> sQ

| Ligagdo dos adaptadores |

Adaptadores séo sitio de ligagao do primer
de sequenciamento e da DNA polimerase

Blunt Ligation
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|

EXONUCLEASE Il '3

+

EXONUCLEASE ViI

Purificacao

- Remocgao de fragmentos
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- Selegao por tamanho com uso
de microesferas magnéticas
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Figura 15: Etapas de preparo da SMRTbell sequenciada na plataforma Pacbio.

polimeras
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3.4.4 Verificagao da qualidade das leituras geradas pelas plataformas NGS

Para verificar o perfil das leituras geradas em cada protocolo e sua respectiva
plataforma NGS, os arquivos fastQ obtidos para os 6 genes HLA classicos comuns a
todas as plataformas foram submetidos a dois algoritmos de tipagem HLA comercial
(NGSengine v.2.7, GenDx; Type Stream Visual 1.0, OneLambda) conforme tabela
09. Durante a analise pelo software NGSEngine, as leituras foram submetidas a
filtros de qualidade que foram ajustados conforme a plataforma NGS de origem (ver
tabela 08). Ao final da analise, sete métricas de qualidade foram calculadas pelos

dois algoritmos utilizados.

Protocolo NG5S

Critério Variavel lluminac / 02 lon PacBio Definigéo
- n® de nucleotideos vizinhos
Tamanho da janela 10 10 B considerados para calculo
Avaliacéo de Limiar minimo de Qscore médio da
leituras Absoluto 20 15 - janela
Q score .
Relativo 70 Limiar minimo de Qscore em relacdo a
(%) - - média total da leitura
- MN® de leituras minimo aceitavel para
Limiar de Cobertura 20 andliss de uma regido
Avaliacéo do Frequéncia minima 20 frequéncia acima da qual uma base é
alinhamento (%) considerada na tipagem
frequéncia abaixo da gual uma base &
Ruida (%) 14 considerada ruido de sequenciamento

(Erra)

Tabela 08: Nivel padriao dos filtros de qualidade aplicados pelo software NGSengine para
avaliagdao de leituras e do alinhamento gerado para as plataformas NGS de tipagem HLA.
Enquanto os critérios de avaliagdo do alinhamento sdo semelhantes para todos os sequenciadores, a
avaliacao das leituras é mais rigorosa para as leituras lllumina, seguida pelas de lon, enquanto ara
PacBio eles sequer sao aplicados.

Para as analises estatisticas, foi utilizado o pacote Prism (versao 4.0) e os testes
nao-paramétricos de Mann Whitney, - até 2 grupos de dados — e de Kruskal Wallis —
demais casos — para a comparacao das medianas. Para cada variavel foi feita uma
analise interprotocolos, isto €, comparou-se entre si os dados 4 protocolo para cada
variavel analisada. Em seguida, aquelas plataformas que apresentaram o melhor e
pior desempenho, foram submetidas a uma analise intraprotocolo, com os dados
estratificadas em dois grupos: genes HLA de classe | (HLA-A, -B, -C) e genes HLA
de Classe Il (HLA-DRB1, -DQB1, -DPB1). Havendo diferencga significativa entre as
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classes, em seguida, uma comparagéao intraclasse HLA investigou diferengas entre
os genes HLA para aquela variavel, conforme esquema da figura 16. O valor de p foi

considerado significativo quando inferior a 0,05.

Protocolo NGS

Variave llumina01 Nlumina02 _ lon __ PacBio | ~0mware
Contagem Total X X X
Comprimento Médio X X X X .
Mapeabilidade (%) X X X X NGSEngine
Cobertura Media X X X
Cobertura Minima (éxons) X
Cobertura Maxima (éxons) X Type Stream
Balanco alélico X X X

Tabela 09: Variaveis utilizadas para verificar a qualidade das leituras geradas para cada
protocolo NGS na tipagem de 6 genes HLA. Devido a limitagbes dos softwares, a variavel
Cobertura mediana nao foi determinada para lllumina01, sendo substituida entdo pela cobertura dos
éxons chave, calculada pelo programa Type Stream. Por motivo semelhante o balango alélico n&o foi
verificado para PacBio.

Numinal2
f Analise

lumina0l <= PacBio interprotocolos

lon
 J
- X Analise
| HLAClasse | | € HLAClasse || HLAClasse | ¢ | HLAClasse Il | intraprotocolo
\J Y
s & % DREL &= DQBL Andlise
ﬁ — - C\ f intraclasse
%]_‘c DPBL

Figura 16: Comparagoes efetuadas para os dados de métricas de qualidade dos 4 protocolos
HLA testados. Neste exemplo, os valores encontrados para as leituras dos genes HLA-C e HLA-
DPB1 dos protocolos lllumina01 e PacBio, respectivamente, apresentaram os valores extremos
(maior e menor) para a métrica analisada.



43

4. RESULTADOS

4.1 Tipagens geradas pelos protocolos comercias

Os resultados de tipagem HLA obtidos para os protocolos lllumina02 e lon podem

ser encontrados nas tabelas 10 e 12, respectivamente.

No protocolo Illumina02, 212 alelos HLA foram investigados. Entretanto, 22 nao
puderam ser determinados pelos seguintes motivos: contaminagdo durante o
preparo da biblioteca (9/22); presenga de alelos possivelmente novos (4/22); falha
do software com o uso de sequéncia de referéncia desatualizada (2/22);
ambiguidades ndo resolvidas ao nivel do grupo HLA (6/22), e do alelo (1/22).
Conforme a tabela 11, 03 tipagens apresentaram cobertura média inferior a 100
(nivel minimo aceitavel) e a menor proporgcéo de bases com Q30 foi de 93%. Além
disso, 4 novas sequéncias foram apontadas como alelos novos, uma para cada um
dos seguintes genes HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-DRB4.

Em contrapartida, no protocolo lon, todos os 576 alelos investigados para 9 genes
HLA foram tipados até o nivel do terceiro campo numérico, a excecao de 10 tipagens
(2,2%) que apresentaram ambiguidades ao nivel de mutagdes em éxons (HLA-B= 4,
HLA-DRB1= 3; HLA-DPB1= 3) conforme os resultados da tabela 10. A analise das
métricas calculadas pelo software TypeStream Visual demonstrou valores fora do
aceitavel apenas para a variavel balango alélico (menor que 0,3), conforme apéndice
03.
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Tabela 10: Tipagem HLA das 12 amostras submetidas ao protocolo lllumina02. Abaixo, segue o significado dos cédigos utilizados na tabela. A letra X denota a
nao deteccao de outro alelo para a amostra, caso provavel de homozigose.

Genes
AMOSITa |y 4 a HLAB HLA-C  HLADPA!T HLA-DPB1 HLADGA! HLADGB! HLA-DRE! HLADREI HLA-DRB4 HLA-DRES
caa 10101 BIOTOT 070101 010301 040101 050501 030101 110101 020201
*Novo 01 X X X X X X X X
980101 140201 080201 010201 040101 010102 030201 01:0201 )
898 oqprmr smot01 120901 X X 030101 050101 04:0201 ety L
0z0101 020202 01:0301 ,, .. 01:0301  0301:01 160201 020201 02:02
BT oo Nova 02 a9 ¥ Ambig. 01 nenenr o001 13-01.01
X 130201 0401:01  01:0301 ., . 02:01 02:02:01 08:07 01:03:01
891D *Contam. 01 oo g ogozor ozotor 802 nagror o402z 070101 ¥
G01E  Contam gp 150301 021001 01:0301 18:01 01:0201  0501:01  Ambig. 04  01:01:02
: 81:01 08:04:01 0301 105:01 01:0501  0B:D4:01 13:18 03:01:01
X 07:02:01 01:03:01  0201:02 010201  0Z01:01 150101  03:01:01 01:01:01
SOlE AL g gy MBS X 04-01:01 X 0B:02:01  13:02:01
0z01:01 080101 070101 010301 010101 010201 030101 X
831G 9317 15:999 1902 020108 12401 050501  0gOzOr  conam. f47Contam. 03
ggry 022201 150401 0R0ZO01 020101 L0 oq 010201 030201 130201 030001 010302
230101  5301:01 080201 020202 030101  0501:01  04:03:01
opgs 230101 480101 0401:01 020101 010102 040102 030101 080302
330301 5301:01  07:01:01 X 02:01:02 060101 0319 08:04:01
ogog 110101 3B0101 . . 020101 050101 010401 020201 145401 020201 010301
32:01:01 350301 02:02:02 17:01 02:01 05:03:01  07:01:01
ogoe 010101 0BO101 0304001 010301 010101 030101 020101 030101 010102 010301
02158 40:04 070101 0201:02 040201  0501:01 030201  04:11:01
apop 020101 350101 040101 010301 040101 010201 050301 150101 020201 01:01:01
11:01:01 440201  0501:01 X X 01:0401  DBDZ01  14:54:01
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Significado

Mowo 1
Mowo 2
Moo 3
Mowo 4
Contam. 01
Contam. 02
Zontam. 03
Zontam. 0
Contam. 05
Referéncia
Ambig. 01
Ambig. 02
Ambig. 03
Ambig. 04

Mowa mutacdo encontrada no codon 1363 CAG—-CGG. Mudanca de Glutamina para arginina. A*11:01:01 + *11:new
MNova mutacdo encontrada GAT -= GAC. Ambos codificam acido aspartico. Novo subtipo de E*14:04

Mova mutacao encontrada no codon 203 3 CGA -=CGG. Ambos codificam arginina. Movo subtipo de C*07:02
Mova mutacao encontrada no codon 76 2 GGC -=GAC. Mudanca de glicina para acido aspartico
Contaminagac.  Menhum resultado identificado.

Contaminacao.  Menhum resultado identificado.

Contaminacao.  Provavel AY02:01.01 +*24:02:01, minor contamination

Contaminacao.  Provavel DEBE1*08:04:01 +*11:01:02

Contaminacao.  Provavel DRBE2* 03:01:01

Feanalizar resultado com sequencia de referéncia atualizada

Ambiguidade ao nivel do grupo alélico 04:01:01+04:02:01 ou 105:01+126:01

Ambiguidade ao nivel do grupo alélico 04:02:01+17:01 ou 105:01+460:01

Ambiguidade ao nivel do grupo alélico 05:01:01+13:01:01 ou 0%:01:01+107:01

Ambiguidade ao nivel do alelo 12 - - - - == na&o fol possivel determinar o alelo; apenas o grupo.
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Tabela 11: Valores de Cobertura média (C) e porcentagem de bases com Q score acima de 30 encontrados pelo software Assign Trusight HLA para cada
alelo tipificado pelo protocolo lllumina02. Apenas 3 alelos (*) apresentaram cobertura média inferior a 100 reads; todos pertencentes ao gene HLA-DQB1.

Genes
Armostra HLA- 2, HLA-B HLA-C HLA-DPA1 HLA-DFPE1 HLA-DCAT HLA-DCBT HLA-DREE1 HLA-DREZ HLA-DRB4  HLADRBA
C 230 C 2130 C 2130 C 230 C 2130 C 2130 C 230 C 2130 C 2130 C 230 C 2130
2914 252 9R% 253 9AW 241 9R% 237 95%  F33 9% 237 96% 245 9B%  2B0 9B% 285 9RY%
252 9R% 253 9AW 241 9R% 237 95%  F33 9% 237 96% 245 9B%  2B0 9B% 285 9RY%
091E 254 95% 259 95% 230 96% 230 96% 230 95% 239 9B% 233 96% 258 95% 2590 965%
254 95% 289 95% 230 96% 230 96% 230 96% 239 SB% 233 9% 219 95% 250 965%
8910 245 9R% 245 94% 235 95% 230 95%  Z30 9B% 238 96% 224 9B% 245 9B% 2581 9AY% 247 95%
245 9R% 245 94% 235 9A% 230 95%  Z30 9% 238 96% 104 96% 254 9B%
8910 240 95% 243 95% 225 95% 22 9V 218 9% 233 9% 29 9V 228 9% 247 9B%
240 95% 243 95% 228 95%  22B 9V% 218 9% 233 9Y% 229 OF% 248 97% 247 9B%
ag1E 245 98% 252 9AW, 230 95% 2V 95%  F3d 9% 238 96% 229 9B% 28R 9B% 282 9RY%
245 9% 252 9AW 230 95% 22V 95%  F3d 9% 238 96% 128 9B%  25B 9B% 282 9RY%
a91F 236 96% 25B 95% 238 9B% 2 95% 224 95% 231 9% 33 9% 244 95% 250 96% 244 96%
236 9% 28B 95% 238 9B% 22 96% 224 O9B% 231 BB% 225 9E% 250 95%
891G 221 94% 245 94% M9 94% 186 95%  Z2 9E% 237 95% 210 95% 243 95% 281 9AY%
221 94% 245 94% M9 94% 186 95%  ZX 9E% 237 958%  BET 95% 243 95% 281 9AY%
a91H 226 94% 243 93% 221 93% 28 95% 110 95% 233 95%  Z25 95% 240 95% 242 95% 230 95%
226 94% 243 93% 221 93% MB  95% 110 95% 233 95% 225 95% 179 95%
a974, 245 Q4% 247 93% 237 93% 207 94% 230 94% XM 8B4% M0 94% 226 94%
245 94% 247 93% 237 93% 202 94%  Z30 94% 221 84% 210 94% 226 94%
8978 239 94% 229 93% M9 94% 206 95% 209 95% 223 95% 180 95% 201 95% A& 94% 157 98%
238 94% 229 93% 219 94% 206 959% 209 0 95% 223 95% 180 95% 183 95%
a970 238 94%, 237 94% 223 B4% 209 95% 193 95% 213 95% 20 959% 229 85% 240 94% 177 95%
239 94% 237 94% 223 94% 209 95% 193 95% 213 95% 210 95% 104 95%
8990 243 94% 241 94% 208 94% 204 95% 126 9% 190 95% 151 95% 236 95% 2B 949% 243 B4%
243 94% 241 94% 208 94% 204 95% 126 95% 190 95% 0 95% 243 95%



Tabela 12: Tipagens obtidas pelo protocolo lon para 9 genes HLA. AJ=01/08; CJB=01/19; AC=01/03; FKP=01/34; BWPS=01/77; CTZ:=01/21; \V:=:01/10

HLA- HLA- HLA- HLA- HLA- HLA-

ID HLA-A  HLA-A HLA-BE HLA-B HLA-C HLAC DRB1 DRB1 DQB1 DQB1 DPB1 DPB1 HLA-DR.. HLA-DR..
1 01:01:01 24:02:01 37:01:01 55:01:01 01:02:01 060201 10:01:01  16:01:01  05:01:01 05:02:01 0201:02 0201:02 B5*02:02 B5*02:02
2 020101 32:01:01 51:01:01 51:01:01 01:02:01 16:01:01 08:BWPS 14:54 04:02:01  05:03:01  03:01:01 104:01:01  B3*02:02:01 B3*02:02:01
3 020101 030101 1807101 370101 02:02:02 0860201 130101 13:01:01 050101 080301 11:01:01 17:01 B3*01:01:02 B3*01:01:02
4  24:02:01  24:02:01 51:AJ 52CJB 140201 16:0Z201  04:03:01 04:08:01 03:01:01 03:02:017  04:01:01 04:01:01 B4*01:03:01 B4*01:03:01
5 020101 230101 44:0301 51:01:01 04:01:01 160101 04:04:01 04:05:01 03:02:01 030201 01:01:01  06:01:01  B4*01:03:01 B4*01:03:01
6 260101 660101 380101 51:01:01 020202 120301 01:01:01 04:0301 03:0201 050101 040101 10:01:01 B4*01:03:01 B4*01:03:01
7 30:01:01 68:01:02 37:01:01 49:01:01 06:02:01 07:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 02:01:02 10:01:01 B4*01:01:01 B4*01:03:01
8 020101 110101 350101 51:01:01 04:01:01 070201 01:01:01  11:01:01  03:01:01  05:01:01  04:01:01 17:01 Ba*02:02:01 Ba*02:02:01
9 330101 80:01:01 42:01:01  44:03:01  04:01:01 470101 03:01:01 0F:01:01 02:01:01 02:02:01  04:01:01 17:01 B3*02:02:01 B4*01:01:01
10 03:01:01 30:02:01  3501:01 57:03:01 04:01:01 18:02 13:01:01  1301:01  05:01:01  06:03:01  01:01:01  04:02:01  B3*01:01:02 B3*03:01:01
11 020101 29:01:01 44:03:01 51:01:01 030301 04:01:01 07:01:01  09:01:02 020201 03:03:02 0401:01 11.01:01 B4*01:01:01 B4*01:03:02
12 010101 01:01:01 080101 530101 040101 070101 030101 130301 020101 020201 0101:01 040101 B3*01:01:02 B3*02:02:01
13 240201 24:02:01  14:02:01  44:03:01 020202 02:02:02 01:0201 010201 0501:01 05:01:01 040101 04:01:01 — —

14 02Z01:01 0301:01 35AC S5&FKP  0302:02 04:01:01 03:01:01 15:01:017  02:01:01 06:02:01  04:01:01 04:01:01 B3*02:02:01 B5*01:01:01
15 0201:01 6801:02 350501 4801:01 01:02:30 040101 080201 160201 030101 040201 04:02:01 050101 B5*02:02 B5*02:02
16 01:01:01 02:01:01 0801:01 49201:01 07:01:01 07:01:01 01:01:01 07:01:01 030302 0501:01 020102 0601:01 B4*01:03:01M  B4*01:03:01M
17 0Z01:01 290201 440301 51:01:01 16:01:01 160201 07:01:01  1:0201 020201 031901 01:01:02 410101 B3*02:02:01 B4*01:01:01
18 0201:01 3201:01 0801:01 40:02:01 02:02:02 07:01:01 07:01:01 1501:01 02:02:01 060201 0201:02 040101 B4*01:03:01 B5*01:01:01
19 020115  24:02:01 50:02 50:02 06:02:01  06:0201 04:06:02 150101 04:02:01 06:02:017  04:02:01 104:01:01 B4*01:03:01 B5*01:01:01
20 0z01:01 230101 3501:01  5201:01  04:01:01 120301 01:01:01 15:02:01 05:01:01 06:01:01 04:01:01 040201 B5*01:02 B5*01:02
21 020101 30:02:01 270502 580101 01:0201 0718 12:01:01 1454:01 050101 05:03:01 02:01:19 04:01:01 B3*01:01:02 Ba*02:02:01
22 0Z01:01 31:15 350501 350501 04:01:01 04:01:01 04:11:01 0 09001:02 03:02:01 03:03:02 04:02:01 04:02:01 B4*01:03:01 B4*01:03:02
23 020101 0201:01 44:02:01 44:02:01 05:01:01 0501:01 03:01:01 04:01:01 02:01:01 03:01:01  01:01:01  03.01:01 B3*01:01:02 B4*01:03:01
24 0301:01 240201 14:02:01 150101 03:03:01  08:0Z201 130101 1860101 05:02:01  08:03:01  04:02:01 10:01:01 B3I02:0201 B5*02:02
25 0Z01:01 022001 180101 380101 07:01:01 120301 04:03:01  13:01:01  03:02:01  06:03:01  04:01:01 04:01:01 B3*01:01:.0Z2 B4*01:03:01
26 2402:01 2920201 181701 450101 060201 07:01:02  0®CTZ  13:02:01 020201 08:04:01 050101 140101 B3I03:01:01 B4*01:01:01
27 240501 260101 270502 350301 020202 04:01:01 11:01:01 110101 03:01:01 03:01:01 04:02:01 10:01:01 B3I02:02:01 B3*02:02:01

02:01:021 124:01/

28 240201 6802:01 1503:01 50:02 0Z10:01  06:02:01 04:06:02 13:02:017  04:02:01  06:09:01 104:01:01  414:01 B3*03:01:01 B4*01:03:01
29 020101 020101 070201 510101 070101 070201 130101 150101 0602:01 060301 04:01:01  0401:01  B3*01:01:.02 B5*01:01:01
30 0zZ01:01  30:02:01 080101 500101 060201 070101 030101 04:03:01 02Z01:01 030201 02Z01:02 040101 B3*02:02:01 B4*01:03:01
31 0z201:01 30:01:01 07:02:01 130201 060201 07:0201 07:01:01 150101 02:02:01 080201 10:01:1 1?3.;::{?:; B4*01:03:01 B5*01:01:01
32 0Z01:01  0Z01:01  A501:01  1801:01  0304:01 05:01:01  07:01:01 120V 02:02:01 03:01:01 020102 04:01:01 B3*02:02:01 B4*01:03:01

47



48

4.2 Tipagens geradas pelo laboratério Histogenetics

Quanto ao teste do servico de tipagem HLA oferecido pelo Laboratério
Histogenetics, foi observada grande diferenga nos resultados obtidos por ambos
protocolos. Das 384 amostras enviadas para tipagem HLA pelo protocolo Illumina01
(Histogenetics), 381 (99,2%) foram tipificadas para 9 genes HLA numa unica corrida
da plataforma NGS Miseq (lllumina). Ao todo foram identificados 5204 alelos HLA em
sua maioria ao nivel de resolugdo do grupo G, e, em alguns casos, ao nivel de
resolucdo alélica. Dentre estes alelos, duas novas mutagdes foram identificados

para os genes HLA-B e HLA-C, conforme tabela no apéndice 4.

Em contrapartida, apenas para 155 amostras (40,3%) de 384 foi reportada tipagem
HLA para 6 genes HLA pelo protocolo PacBio. No total, 1860 tipagens foram obtidas
em 6 corridas do sequenciador Rs-Il. Dentre 131 tipagens (7,6%) que apresentaram
alguma ambiguidade, apenas 62 casos representavam tipagens onde havia mais de
um fendtipo HLA possivel (mutagdes ndo silenciosas em éxons), para 0s genes
HLA-DRB1 (11 casos) e HLA-DPB1 (51 casos). Os demais 1729 resultados (92,9%)
foram reportados com o mais alto nivel de resolucéo descrito para cada alelo, na sua

grande maioria, alcangando-se o oitavo digito da nomenclatura HLA.

Para ambos protocolos lllumina01 e PacBio ndo foram fornecidos dados de métricas

de qualidade do sequenciamento pela empresa Histogenetics.
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4.3 Analise da confiabilidade dos dados obtidos por NGS

4.3.1 Comparacgao das tipagens obtidas por NGS com o padrao ouro

Todas as tipagens obtidas pelos 4 protocolos NGS testados foram comparadas com
aquelas determinadas pela plataforma de Sanger atualmente empregada no
laboratério de Imunogenética do INCA. Como sao tipificados atualmente apenas 5
genes HLA de rotina (HLA-A, -B, -C, DRB1, DQB1) por Sanger, a comparagéo

restringiu-se, portanto, apenas a estes 5 loci HLA.

Para isso, levou-se em consideracado as diferengas de resolugdo da nomenclatura
HLA alcancada pelas plataformas. Dessa maneira, alguns resultados, apesar de
apresentarem nomenclaturas diversas entre os protocolos, sao compativeis e
coerentes, variando a sua redacdo devido a resolugdo de cada plataforma
empregada. Por exemplo, enquanto na plataforma de Sanger encontramos o
resultado HLA-A*02:01P, podemos encontrar nos demais protocolos resultados
como HLA-A*02:01:01:01/02:01:01:02L/02:01:01:03/02:01:01:04; ou HLA-
A*02:01:01G; ou HLA-A*02:01:01. Todas estas possibilidades sao coerentes com o

resultado HLA-A*02:01P. Portanto, ndo sao consideradas discrepancias.

Apenas a tipagem de um alelo HLA-DQB1 foi encontrada discrepante na
comparagcao NGS-Sanger. Enquanto por Sanger a tipagem encontrada foi HLA-
DQB1*06:02:01 HLA-DQB1*06:04:01, Illlumina02 encontrou a tipagem HLA-
DQB1*03:01:01 HLA-DQB1*06:02:01, assinalando, portanto, o alelo HLA-
DQB1*06:04:01 em lugar de HLA-DQB1*03:01:01. O resultado encontrado por

Sanger foi ratificado posteriormente por outra plataforma NGS.

A busca por alelos novos restringiu-se as mutagées em éxons. Foram encontrados 5
alelos HLA novos: 2 alelos portadores de mutagdes sinénimas (HLA-B*15:04:NEW;
HLA-C*07:02:NEW) e 3, nao-sinbnimas (HLA-A*11:NEW; HLA-B*07:NEW; HLA-
DRB4*). Na comparagdo com Sanger, 3 alelos novos foram ratificados (HLA-HLA-
B*15:04:NEW; HLA-B*07:NEW; HLA-C*07:02:NEW), 1 nao foi tipificado (HLA-
DRB4*) e 1 ndo foi confirmado (HLA-A*11:NEW).
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Os 2 alelos novos nao confirmados pela plataforma de Sanger foram encontrados
apenas pelo protocolo Illumina02. Apds sequenciamento por outra plataforma NGS
verificou-se que tratavam-se de alelos ja descritos, portanto, erroneamente

sinalizados como novos.

4.3.2 Verificagao da qualidade das leituras geradas NGS

Os resultados das analises interprotocolos NGS estao detalhados na tabela 13. Para
todas as variaveis, os protocolos apresentaram desempenhos diferentes entre si
(p<0,0001). A distribuicdo dos dados de cada protocolos para os 6 genes HLA em

cada variavel estao nos graficos 01 a 06.

O protocolo que gerou maior numero de leituras para tipagem dos 06 genes HLA foi
lon, com destaque para o grupo de genes HLA classe Il, especialmente para HLA-
DPB1 e HLA-DRB1 (medianas de 100900 e 87440 respectivamente; p>0,05). Por
outro lado, os genes de classe | da plataforma PacBio foram aqueles tipificados com
o menor numero de leituras, sendo HLA-C aquele que gerou menor quantidade de
leituras (463,5; p<0,001). Vale acrescentar que, a exceg¢ao de lllumina02, todas as
demais plataformas também geraram maior niumero de leituras para genes HLA de

classe Il quando comparado aos de classe | (p<0,0001).

Os maiores valores de mapeabilidade foram encontrados na plataforma Illumina02 e
os piores para PacBio. Apesar de nao haver diferenca significativa na mapeabilidade
entre as classes HLA de lllumina02, PacBio apresentou os menores valores de
mapeabilidade para os genes de classe | HLA-B (26,00) e HLA-C (27,50).
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Tabela 13: Mediana e respectivos 1° (Q1) e 3° (Q3) sumarizando a distribuicdo das variaveis analisadas para os 4 protocolos NGS. O valor de p mostrado
na ultima coluna refere-se a comparacao de todos os dados gerados por cada uma plataforma contra as demais (*). Para todas as variaveis o valor de p foi achado
significativo.

Variavel Hlumina(1 lllumina02 lon PacBio p
Total Classe |l Classell Total Classe | Classe |l Total Classe | Classe |l Total Classe | Classell Total
Q1 2816 7854 1959 7090 6573 7521 35535 29534 51258 539 490 5 6255
Contagem Total mediana 5874 BBT7 2820 9629° 8595 10797 53523 39866 75676 717 614 879 =0.0001
Q3 8878 11155 3638 14031 12048 14666 80219 54744 103548 1008 789 1252
Q1 96 99 91 99 89 a9 a7 g7 96 29 255 41
Mapeabilidade (%) mediana 98" 99 96 99" 99 99 97" 97 97 40 30 46 <0.0001
Q3 89 99 g8 99 89 99 a7 g7 o7 48 375 51
Q1 207 210 202 1345 133.5 137 216 214 2195 2588 2536 2879
Comprimento médio mediana 212" 213 210 137,5 135 138 2247 220 227 2702° 2589 3293 =0.0001
Q3 217 217 216 1395 139 141 231 229 233 3202 2637 3520
Q1 276 503 242 2464 2268 2779 150 119.5 2405
Cobertura média  mediana 442 621,5 3105 3385* 3066 3801 241 161 337 =0.0001
Q3 6275 995 403 5 4709 4214 4950 410 241 5 5475
Q1 0,67 0,74 0,48 0,71 0,845 0,44 0,78 0,81 0,7
Balanco alélico mediana 0,8" 0,81 0,77 0,85" 0875 0,735 0,86" 0,86 0,85 =0.0001

Q3 0.9 087 092 0,895 0,9 0,88 0,905 0905 091
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Além do numero e da qualidade, as leituras também apresentavam comprimentos
distintos para cada protocolo. O grafico 03 demonstra 2 patamares bem distintos de
tamanho de leituras: as longas, geradas por PacBio, com tamanho da ordem de
milhares de bases; e as curtas, geradas por lon, lllumina01 e lllumina 02 (em ordem

decrescente de tamanho) da ordem de centenas de bases.

A analise das leituras de PacBio mostrou que os maiores comprimentos de leitura
foram encontrados para HLA-DPB1 (3605 bases) seguido por HLA-DQB1 (3307
bases) e HLA-DRB1 (2816 bases). Em contrapartida, as menores leituras de todas
as plataformas pertenciam aos genes HLA classe | (135 bases) que diferiam dos

genes de classe Il em apenas 3 bases (138 bases).

Quanto a cobertura, observou-se que os maiores valores foram encontrados para a
plataforma lon (3385 leituras), num patamar bem superior aos seus pares Illlumina02
e PacBio, que foi a plataforma com os menores valores para esta variavel. Na
analise intra-plataforma, os genes HLA Classe Il de lon apresentaram as maiores
coberturas (3801 leituras), enquanto que HLA-C (113,5 leituras) e os genes HLA
classe | (161 leituras) tiveram os piores niveis de cobertura. Os dados de cobertura
maxima e minima para os éxons 2 e 3 do protocolo lllumina01 estdo expostos no
grafico 05. Apesar de sequenciar numero muito superior de amostras numa unica
reaciao de sequenciamento, os valores de cobertura encontrados sao satisfatorios.
Apesar da comparacao inter-protocolos ndo ser possivel, na analise intra-protocolo
parece haver uma maior representatividade de leituras do éxon 2 dos genes HLA de

classe | e, no outro extremo, em menor numero, o €xon 3 dos genes HLA classe I
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A distribuicdo do indice de balanco alélico para 3 das 4 plataformas NGS, calculadas
pelo software TypeStream, esta demonstrada no grafico 06. Valores inferiores a 0,3
(marcado pela linha tracejada) sao considerados casos de desbalango enquanto
valores iguais a 1 sdo casos de homozigose. A plataforma llluminaO1 apresentou o
maior numero de ocorréncias de balango alélico menor que 0,3 com 134 tipagens
(5% de 2287), seguida por lon, com 7 tipagens (3% de 193) e lllumina02 com 3

tipagens (4% de 71), conforme dados das tabelas 14 e 15.

Os genes HLA de classe |l foram praticamente os Unicos a serem afetados em todos
os protocolos, com destaque para HLA-DQB1, que agrupa 75% dos casos. Em lon,
onde o desequilibrio foi observado apenas para DQB1, todas as 7 amostras (11, 14,
17, 18, 26, 31, 32) com desbalango alélico menor que 0,3 e outras 2 amostras (23 e
30) com valores préximos ao desbalango (0,33 e 0,35) apresentavam, em comum
uma menor representacado dos alelos HLA-DQB1*02. Para as demais plataformas,

nao foi encontrado padrao semelhante.

Além da caracterizacdo das leituras utilizadas pelos 4 protocolos NGS, também foi
investigado o nivel e padréo de erro de sequenciamento através dos subprodutos
graficos estatisticos do software NGSengine individualizados para cada tipagem HLA
em cada amostra. Conforme a figura 17, em termos de nivel de erro de
determinacao de base (pontos pequenos), PacBio apresentou o pior desempenho
com a maior densidade de erros entre 1 e 10%, podendo chegar em algumas
posicoes do gene a 20%. lllumina leva vantagem sobre lon pela menor incidéncia de

erros que, em sua maioria, limitam-se ao nivel de frequéncia de 1%.

Na figura 18, observamos o nivel de atribui¢des equivocadas de inser¢des para cada
plataforma. Enquanto para lllumina01 e 02 estes erros praticamente ndo ocorrem,
em PacBio e em lon eles parecem ser a maior causa dos erros encontrados na

figura 17.



Tabela 14: Frequéncias absoluta e relativa de valores de balan¢o alélico inferiores a 0,3 para
cada protocolo entre os genes HLA classe I.
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Tipagens Total Classe | HLA-A HLA-B HLA-C
Protocolos <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
M % M % M % M % M %
ILO1 2287 582% 133 3,8% 5 1,5% 2 0,8% 1 1,5%
ILO2 72 4 17% 3 0% 0 0% 0 0% 0 0%
IO 192 3,65% 7 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Tabela 15: Frequéncias absoluta e relativa de valores de balang¢o alélico inferiores a 0,3 para

cada protocolo entre os genes HLA classe II.

Tipagens Total Classe |l HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DPB1

Protocolos <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
M % M % M % M % M % M
ILO1 2287 582% 133 962% 128 218% 29 744% 99 0% 0
ILO2 72 4 17% 3 100% 3 0,0% 0 67% 2 33% 1
IO 192 3.65% 7 100% 7 0,0% 0 100% 7 0% 0
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de insergdo, seguida de lon, com a maioria deles em torno de 3% e
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5. DISCUSSAO

Em 2011 o laboratério de Imunogenética do INCA deu inicio a tipagem HLA de alta
resolucdo, atendendo principalmente as solicitagdes do REDOME, na busca de
doadores de medula 6ssea para pacientes brasileiros. Entretanto, o nimero e o
perfil das solicitagbes mudaram, com um acréscimo de 95% no ano de 2016, em
comparagao com a média dos dois anos anteriores (326,5), conforme grafico 07.
Além disso, as solicitagbes, que a principio eram de origem majoritariamente
nacional, agora tem uma contribuicdo muito maior das requisicbes de Registros
Internacionais que saltaram mais de 3 vezes, de uma média anual de 81 para 256.
Em termos proporcionais, enquanto nos anos de 2014 e 2015 os pedidos
Internacionais representaram aproximadamente 25% do total de testes
confirmatorios, em 2016 esse numero passou a 41%, chegando a mais de 70% nos

dados preliminares de 2017.
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Grafico 07: Distribuicido das requisicbes de exames de tipagem HLA confirmatérios
estratificados pela origem recebidos entre Janeiro de 2014 e Margo de 2017.
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Para atender este crescimento na demanda, foram implementadas atualizagbes na
plataforma em uso atualmente (Sanger) tanto no protocolo (possibilidade de
sequenciar outros éxons) quanto no sequenciador (aumento no numero de capilares
de 8 para 16). Porém, estas medidas ndo tem se mostrado suficientes. O numero de
amostras tipificadas por corrida do equipamento ainda é limitado a 6 num protocolo
que contempla apenas os éxons mais polimorficos de cada gene HLA e n&o inclui o
HLA-DPB1, mais novo candidato aos testes de histocompatibilidade para
transplantes de medula. Portanto, detectou-se a necessidade da busca por novas

estratégias de tipagem HLA com maior capacidade de liberagao de resultados.

A tipagem dos 05 genes HLA pelo sequenciamento de Sanger requer a formacgao de
27 bibliotecas por amostra (HLA-A, -B, -C = 6 por gene; HLA--DRB1 - 5, HLA-DQB1
—4). Iniciando-se o preparo da biblioteca pela manha, ao fim do dia pode ser iniciada
a corrida no sequenciador 3500XL (Applied Biosystems) que permite sequenciar 192
bibliotecas de DNA em 15 horas. Portanto, na manha do dia seguinte teremos a
tipagem completa de 5 genes HLA para apenas 7 amostras. Levando-se em conta a
possibilidade de repeticdes, semanalmente, a capacidade maxima de amostras
liberadas com tipagem de alta resolugao é 28. Vale ressaltar que este célculo néo
leva em consideracéo a tipagem do gene HLA-DPB1, que requer o sequenciamento

de 8 bibliotecas.

Como a nova geragcdo de tecnologias de sequenciamento surgiu dedicada a
superagao dessas limitagdes impostas pelo sequenciamento classico, é natural a
migragdo para estas novas plataformas. Isso ja vem ocorrendo no Brasil, pois,
atualmente, os SGSs ja podem ser encontrados nas principais Universidades
publicas da cidade (UFRJ, UERJ) bem como em centros de exceléncia em pesquisa,
como FioCruz e o proprio INCA, que conta com 3 equipamentos SGS, 2 deles sendo

parte do parque tecnoldgico da Divisdo de Laboratorios do CEMO.

Neste trabalho, comparamos o desempenho de 4 protocolos que utilizam diferentes
abordagens e plataformas de sequenciamento de nova geragao para a tipagem dos
genes HLA com o atual padrdo ouro: o sequenciamento de Sanger. Eles diferem
entre si pela quantidade de genes HLA abrangidos (5, 6, 9 ou 11 genes), a

tecnologia de sequenciamento (di-desoxinucleotideos, CRT, semicondutor ou
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SMRT) e, consequentemente, o sequenciador empregado (3500xI, Applied
Biosistems; MiSeq, lllumina; lon S5, Thermo Fisher; PacBio, Pacific Biosciences), o
nivel de resolugdo dos resultados, além do numero de amostras com tipagem

completa liberada por ensaio, que varia de 7 a 384.

Uma das grandes vantagens dos protocolos NGS sobre Sanger é a possibilidade de
sequenciar regides maiores dos genes HLA, abrangendo outros éxons e incluindo
introns e regides ndo traduzidas. lllumina01 propde-se a sequenciar basicamente os
éxons principais de cada gene HLA com a contrapartida no ganho do numero de
amostras tipadas em uma unica reacdo de sequenciamento. Os demais protocolos,
apesar de apresentarem diferengas na cobertura de éxons e introns para cada um
dos genes HLA demonstram um padrédo: os genes HLA de classe | s&o
sequenciados por completo, enquanto que os genes de classe Il tem apenas

algumas regides abrangidas, conforme ja demonstrado com detalhes na tabela 16.

O grande desafio do sequenciamento completo dos genes HLA de classe Il é o seu
tamanho. Conforme a tabela 18, enquanto o maior gene de classe | (HLA-C) mede
pouco mais de 4000 bases, apenas o intron 1 de HLA-DRB1 pode chegar a 5272
bases de tamanho. O que torna praticamente in6bcuo o sequenciamento do éxon 1
destes genes pois, ainda que o seja, a auséncia de leituras para o intron 1 tornara
inviavel o estabelecimento de uma fase entre o éxon 1 e os demais. Isso ajuda a
explicar a maior incidéncia de ambiguidades ao nivel do alelo (2° campo numérico)

para estes genes.



Tabela 16: Tamanho absoluto (bases) e relativo das regides UTR, éxons e introns de 11 genes

absolutos e relativos do intron 1 dos genes HLA de classe |l

HLA.
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Atentar para o grande tamanho em termos

HLA Tamanho FUTR-3UTR 5 UTR Exon1 Intron1 Exon?2 Intron2 Exon3 Intron3 Exon4 Intron4 Exon5 Intron5 Exon& Intron® Exon7 Intron7 Exon8 3'UTR

A Tatal 3403 300 73 130 270 241 276 579 276 102 "7 442 33 142 48 169 ] 300
relativo 100% 8,56% 2,08% 3.71% 7.71% 6,88% 7,88% 16.53% 7,88% 2,M% 3,34% 12,62% 0,94% 4.05% 1.37% 4.82% 0,14% 8,56%

B Tatal 4081 284 73 128 270 245 276 574 276 93 17 441 33 106 44 — 1121
relativo 100% 6,96% 1,79% 3,14% 6,62% 6,00% 6,76% 14.07% 6,76% 2.28% 2.87% 10,81% 0.81% 2,60% 1.08% - 2T AT%

c Tatal 4304 495 73 130 270 246 276 587 276 121 120 439 33 107 48 164 5 914
relativo 100% 11,50% 1,70% 3,02% 6,27% 572% 6.41% 13.64% 6.41% 2.81% 2.79% 10,20% 0,77% 2.49% 1.12% 3.81% 0,12%  21.24%

DRB1 Total 11229 599 100 5272 270 2227 282 7o ik 487 24 820 14 - - — — 322
relativo 100% 5,33% 0.89%  46,95% 2.40% 19,83% 251% 6,24% 0,99% 4.34% 0,21% 7,30% 0,12% - - - - 2.87T%

DQB1 Tatal 7050 524 109 1458 270 2609 282 511 1 464 24 609 14 - - — — 205
relativo 100% 7,39% 164%  20,56%  381%  3539%  3,98% 7.21% 1,67% 6,54% 0,34% 8,59% 0,20% - - - - 2.89%

DPB1 Tatal 11532 366 100 4536 264 4014 282 547 1M 329 20 - - - — — 963
relativo 100% 317% 0,87% 39,33% 229% 3481% 245% 4,74% 0,96% 2,85% 0,17% - - - — — 8.35%

DRB3 Tatal 13617 327 100 7652 270 2302 282 664 ik 473 24 799 14 - - - - 579
relativo 100% 2.40% 0,73% 56,19% 1,98% 16,91% 2,07% 5,02% 0,82% 347% 0,18% 5.87% 0,10% - - - - 4,25%

DRB4 Tatal 16461 313 100 9656 270 2741 282 704 ik 474 24 302 14 - - — — 570
relativo 100% 2,02% 0,65% 61,81% 1,75% 17,73% 1,82% 4 55% 0,72% 3.07% 0,16% 1,95% 0,09% - - - - 3,69%

DRBS Tatal 12951 63 100 7950 270 2269 282 703 111 478 24 301 14 - - — — 396
relativa 100% 0,49% 0,77% 61,39% 2.08% 17.44% 2.18% 5.43% 0,86% 3,69% 0,19% 2.32% 0,11% - - - - 3,06%

DQA1 Total 6489 742 82 372 249 413 282 358 155 - - - - - 436
relativo 100% 11,43% 1,26% 58,13% 3,84% 6,36% 4,35% 5,52% 2,39% - - - - - 6,72%

DPA1 Tatal 9774 523 100 3584 246 340 282 214 1585 - - - — — 4331
relativa 100% 5,35% 1,02% 36,66% 252% 3,48% 2,88% 219% 1,59% - - - - - 44 31%
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No inicio de 2016, apenas a lllumina ja oferecia seu protocolo (lllumina02) para
tipagem HLA por NGS no Brasil. Apesar de ao menos outras 4 empresas disputarem
este mercado diagndstico a nivel mundial, todas ainda buscavam firmar parceria

com um representante local ou estavam em fase final de testes de seu protocolo.

Por esta razao, o protocolo lllumina02 foi o primeiro contato pratico do laboratério de
Imunogenética do INCA com a tecnologia NGS. Os avancos frente ao protocolo na
rotina (Sanger) em termos de aumento do numero de amostras tipificadas por
corrida (12, podendo chegar a 96), de genes HLA analisados (passando de 5 para
11) e do nivel de resolugdo dos resultados (eliminagdo da nomenclatura G e

resultados com resolugao até 6° digito) foram notérios.

Entretanto, lllumina01 sinalizou 2 mutagbes novas que, testadas por Sanger e por,
ao menos, um dos demais protocolos NGS, ndo foram confirmadas. A causa pode
ser atribuida a problemas na manipulagdo durante o preparo da biblioteca. Mesmo
um volume pequeno de amplicons trocados entre as amostras nas etapas anteriores
a ligagcédo das sequéncias codigo de barra podem vir a tornarem-se representativas
ap6s a etapa de amplificacdo clonal e passarem do nivel de simples ruido de
sequenciamento a falsa heterozigose. Reforca esta tese a detecgdo de
contaminagdo em 5 das 12 amostras testadas. A inexperiéncia do manipulador e o
alto grau de manipulacdo exigida pelo protocolo sdo as provaveis causas dos altos
niveis de contaminagao encontrados. Nao por acaso um dos laboratérios que ja
utiliza este protocolo em sua rotina diagndstica busca implementar a automacgao do
preparo de biblioteca. Porém, a discrepancia de uma tipagem para o gene HLA-

DQB1 né&o parece ter origem nesta mesma causa.

Diante de resultados tao desanimadores e da escassez de produtos semelhantes no
mercado nacional, buscamos protocolos alternativos no mercado internacional. Apos
contato e tratativas com outras empresas (Omixon, GenDx e Immucor) o teste de
seus protocolos tornou-se inviavel quer pela auséncia de suporte local, quer pela
caréncia de infraestrutura exigida para execugado de seus protocolos. Dessa
maneira, o teste seguinte foi executado em um laboratorio nos Estados Unidos da
América. Utilizando a estrutura tecnologia préprias do laboratério Histogenetics,

foram testados 2 de seus protocolos: o primeiro (lllumina01) que emprega
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sequenciador da lllumina (MiSeq) e permite a tipagem simultdnea de 384 amostras
para 9 genes HLA, sequenciando seus principais éxons para gerar tipagem HLA de
alta resolugdo ao nivel do grupo G de alelos; o segundo, (PacBio) que busca
elucidar praticamente todas as ambiguidades de tipagem através do uso de
fragmentos amplificados mais longos (até 30.000 bases) para cobrir regides maiores
dos genes HLA (éxons e introns) e facilitar a determinagdo da fase dos

polimorfismos encontrados.

A principal vantagem de lllumina01 é o alto numero de amostras e genes HLA
tipificados em uma simples corrida do sequenciador Miseq (3429 tipagens), apesar
dos ganhos em numero de amostras limitar o sequenciamento aos éxons principais
de cada gene HLA. O nivel minimo de resolugéo das tipagens obtidas, restrita ao
grupo G, é inferior a nomenclatura do grupo P, buscada nas tipagens liberadas por
Sanger, por ndo descartar das ambiguidades a possibilidade de alelos nulos,
relevantes para os transplantes. Contudo, a grande maioria das tipagens descritas
como do grupo G por lllumina01 n&o apresentavam, dentre as possibilidades, alelos
nulos. Além disso, em muitos casos foi demonstrado ganho no nivel de resolugéo
das tipagens de llluminaO1 sobre aquelas de Sanger, resolvendo algumas
ambiguidades como HLA-A*23:01P pelo sequenciamento do éxon 1 deste gene e
demonstrando melhor a presenca de alelos na populagéo brasileira como HLA-
A*23:17. Em vias de testes estava um protocolo que utilizaria o sequenciador Hiseq
da linha Illumina que, por possuir com capacidade de sequenciamento possibilitaria

dobrar a capacidade de amostras analisadas por corrida (768 amostras).

O protocolo PacBio destaca-se dos demais por alcancar o maior nivel de resolugao
de resultados dentre todos os protocolos testados. Entretanto, mesmo algumas
ambiguidades ao nivel do quarto digito (mutacbes em éxons nao silenciosas),
principalmente para HLA-DPB1 ndo puderam ser resolvidas devido ao
sequenciamento incompleto deste gene. O mesmo ocorreu para HLA-A e HLA-B
que, mesmo todos seus éxons e introns sequenciados, apresentaram ambiguidades
localizadas na regido 5' UTR. Contudo, estas ambiguidades sao tidos como pouco
relevantes por restringirem-se ao oitavo digito numérico (mutagdes silenciosas em
éxons e introns, respectivamente). Em termos de preparo da biblioteca, PacBio foi o

unico protocolo NGS que nao agrupou amplicons de diferentes genes HLA de varias
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amostras em uma mesma reagao de sequenciamento. Ou seja, foram necessarias 6
preparos de bibliotecas e 6 corridas separadas do sequenciador PacBio para a
tipagem de 384 amostras. Um destaque negativo foi o baixo nUmero de amostras
com tipagem reportada (40%) demonstrando o baixo rendimento da plataforma.
Como |justificativa foi apontado pela empresa o baixo nivel de qualidade das
amostras. Ressalte-se que estas foram as mesmas amostras testadas por
lllumina01, que teve rendimento muito superior (99%) que PacBio. Ainda considere-
se que as amostras deveriam apresentar niveis superiores de qualidade, este
requisito torna-se uma barreira a rotina diagnéstica onde, muitas vezes, depara-se
com amostras oriundas de pacientes cujos niveis de concentragdo e pureza de

material genético sao considerados baixos.

Somente em julho de 2017 outro protocolo de tipagem HLA foi disponibilizado para
testes no mercado brasileiro pela empresa OneLambda. Este protocolo foi realizado
por completo no laboratorio de Imunogenética com a instalagédo dos equipamentos
para preparo da amplificagdo clonal (lon Chef) e do sequenciador lon S5. Apds a
realizagdo de algumas sessbes de treinamento do tecnologista responsavel, uma
corrida de teste foi realizada e a tipagem de 32 amostras para os 9 genes HLA foi
obtida. Com eficiéncia de 100%, 288 tipagens foram determinadas em sua maioria,
ao nivel do terceiro campo numérico de resolugcdo. Contudo, foram encontradas
ambiguidades ao nivel de mutagdes nado silenciosas em éxons (segundo campo
numeérico) para HLA-B, HLA-DRB1 e HLA-DPB1. Para os genes HLA classe Il este
resultado era esperado pelo seu sequenciamento ser incompleto. Entretanto, a
causa das ambiguidades de HLA-B tem origem na dificuldade da determinagédo da
fase de algumas posi¢gdes em heterozigose, geralmente com uma distancia entre
elas maior que o tamanho médio do fragmento gerado pelo sequenciador. Nestes
casos, far-se-ia necessario o uso de outras técnicas para determinagao da tipagem

correta.

A analise de parametros de qualidade permitiu, antes de mais nada, conhecer com
maior profundidade os 4 protocolos NGS testados. Duas abordagens foram
empregadas pelos 3 sequenciadores estudados para sequenciar éxons e introns dos

genes HLA.



67

Os SGS Miseq e lon geraram uma quantidade da ordem de dezenas ou mesmo
centenas de milhares de leituras, respectivamente, com tamanho entre 150 e 250
bases. Em contrapartida, as leituras geradas por PacBio, apesar de em numero 10
vezes menor, destacam-se pelo seu tamanho, em média, até 15 vezes maior que

Miseq e lon.

A qualidade das leituras produzidas para cada plataforma fica evidente nos
resultados de mapeabilidade encontrados. Enquanto as leituras da plataforma
lllumina, submetidas aos critérios mais rigorosos de qualidade, alcangaram os
maiores indices de mapeabilidade (99%), PacBio, cujas leituras foram dispensadas
de 3 critérios, foi a pior plataforma neste critério, tendo rejeitadas de modo geral 60%
de suas leituras. O desempenho de lon ficou muito préximo de lllumina01 e 02,

apesar de diferente do ponto de vista estatistico.

Tomando por base a definicdo de cobertura como sendo o numero de leituras
alinhadas em determinada posi¢do sequenciada do gene, os resultados encontrados
estdo de acordo com o esperado. lon, por ser a plataforma que gerou mais leituras,
apesar de apresentar mapeabilidade um pouco menor lllumina02, alcancou os
maiores niveis de cobertura. Enquanto PacBio, pelos mesmos motivos mas com
desempenho oposto para as variaveis cobertura e mapeabilidade, apresentou os

menores valores de cobertura.

A investigagdo da meétrica de qualidade balango alélico provou-se muito util na
deteccdo de problemas nos protocolos NGS. Os trés protocolos (llluminaO1,
lllumina02 e lon) apresentarem um perfil semelhante para esta variavel. Os casos de
desbalango ocorreram majoritariamente em genes HLA de classe |l, principalmente
HLA-DQB1. Outro aspecto importante é o padrao observado em lon, onde todos os
casos de desbalango alélico limitavam-se a baixa representatividade dos alelos do
grupo HLA-DQB1*02.

Os problemas de baixa amplificagdo ou mesmo auséncia de amplificagdo de alelos
DQB1 nao restringem-se a protocolos NGS. A literatura e nossa propria experiéncia
com as diversas plataformas de tipagem HLA por SSO ou mesmo Sanger

demonstram que o desafio de tipificar este gene de maneira inequivoca parece ser
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maior que os demais (VOORTER, 1998). Talvez o melhor desenho para os primers
responsaveis pela amplificacdo de HLA-DQB1 ainda nao tenha sido encontrado,
pois ndao somente lllumina02, mas também outros fabricantes de protocolos NGS
para tipagem HLA empregam estratégias especificas para a amplificacdo de HLA-

DQB1, alterando os reagentes empregados, bem como os ciclos de temperatura.

A ocorréncia de casos de desbalancgo alélico reforca a necessidade da escolha de
plataformas NGS com baixos niveis de determinagdo errbnea de bases, os
chamados ruidos de sequenciamento. Altos niveis de ruido podem ser confundidos
como falsos casos de heterozigose, enquanto baixos valores permitem identificar

facilmente casos de desbalanco alélico, principalmente na proporgéo 80/20.

Em termos de erros de sequenciamento, a tecnologia empregada pela llumina
parece estar em um nivel muito superior ao de seu maior concorrente, lon, que
ainda é muito acometido por erros do tipo insercdo de base, principalmente em
regides de homopolimeros. Apesar desta fraqueza nao afetar diretamente as
tipagens até o terceiro campo numeérico (éxons), 0 mesmo nao pode ser dito dos
introns, ricos em homopolimeros. Na verdade, o software Type Stream (parte do
protocolo ION), quando configurado para gerar tipagens até o oitavo digito
(diferencas em introns) apresenta diversas sinalizagbes de alelos com novas
mutagdes em regides de introns. Ao investigarem-se estes casos, verifica-se que as
‘novas mutagdes” encontradas sao, na verdade, insercbes em regides de
homopolimeros. Apesar de ainda inicial, o estudo de introns da regidao HLA ja tem
demonstrado que estas regides contém sequéncias codificantes para micro-RNAs
em genes HLA-B, que seriam capazes de autorregular a expressao destes genes.
Portanto, a confiabilidade do sequenciamento de introns por lon e PacBio ficaria

prejudicada.
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6. CONCLUSAO

Dadas as debilidades encontradas nos protocolos testados e a existéncia de outras
opgcdes de protocolos de tipagem HLA por NGS recém-chegadas ao mercado
nacional, concluimos por ndo optar entre um dos 4 protocolos NGS testados sem
antes verificar todas as possibilidades disponiveis. Os testes dos protocolos
oferecidos por Omixon e GenDX estdo em andamento, e os dados obtidos serdao
comparados aqueles apresentados neste estudo para, sé entdo, ser possivel
determinar qual o melhor protocolo. Desta maneira, esperamos implementar na
rotina do laboratério de Imunogenética do INCA a tipagem HLA por NGS no segundo
semestre de 2018. Entretanto, é possivel concluir que o sequenciador NGS Miseq
da lllumina é o mais indicado para a rotina de tipagem HLA por NGS por apresentar
o melhor desempenho dentre seus pares, com maiores niveis de confiabilidade das
leituras geradas, melhor mapeabilidade, menores niveis de erro de determinagao de

base e de insercéo.
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e 13:02:01 04:01:01 01:03:01 02:01 02:02:01 08:07 01:03:01
e 35:04:01 06:02:01 02:01:01 04:01:01 04:02:01 07:01:01 X
e 15:03:01 02:10:01 01:03:01 01:02:01 05:01:01 C—— 01:01:02
B 81:01 08:04:01 03:01 01:05:01 06:04:01 13:16 03:01:01
—r— 07:02:01 e 01:03:01 01:02:01 03:01:01 15:01:01 03:01:01 01:01:01
S 41:01:01 s aa X X ——:1—= 15:02:01
02:01:01 08:01:01 07:01:01 01:03:01 01:02:01 03:01:01 =—i== e
23:17 15:222 18:02 02:01:08 05:05:01 06:02:01 ==i== e
02:22:01 15:04:01 01:02:01 02:01:01 01:02:01 03:02:01 13:02:01 03:01:01 01:03:02

Apéndice 01: Captura da tela inicial do software do protocolo 01 (Assign Trusight HLAv2) contendo os resultados preliminares de tipagem HLA das
amostras do INCA. Os alelos em negrito sdo considerados comuns. Resultados com parametros de qualidade fora do aceitavel s&o sinalizados para verificagao
pelo usuario. Da esquerda para a direita, temos os respectivos resultados das amostras para os genes HLA-A, -B, -C, -DPA1, -DPB1, -DQA1, -DQB1, -DRB1,
-DRB3, -DRB4 e -DRB5 (IMGT/A, /B, /C, /IDPA1, /DPB1, /DQA1, /DQB1, /DRB1, /DRB3, /DRB4 e /DRB5).



B TypeStream Visual (For Research Use Only) - - b =

Analyze Data Reports Dats Sample PatientInfo Profile Utilities About Exit

LHEOESFUAEELR 0O

- - - =
Session INCA_20170919 Analysis Date  16/10/2017 Status Finished Samples 31 IMGTVer327.08 TypeStreamVer 10027232 Analysis Parameters Comment : ‘ | z
=
Locus Show Al Health Number Missed Show All Health Metric Show Al Waming Flag Show Al Barcode Show Al —
OA 8 B¢ [Jorer [ DREXS ° @ 52 De : De . [T Key Bron Coverage (7] Unfomity [7] Possible Null [] Bresk In Phass [ Likags (] High Bkgnd Exan
[7] peB1 [C] DPB1  [C] DRA1 [C] DPA1 (& o ["] Mismatch in Exon ["] Alele Balanee ] Homozygous [ Intran Mismatch
Sample ID Patient ID More Test  Total Read Count Avg Read Length Analysis Status System Comments User Comments
A T A i e e T e e
Allele 1 [KNM1  Notes 1 Allele 2 [KNM2  Notes2 Final Assignment #G|#p Joml | Mepped Cu\mge Cq’:,"emge System Comments  UserComments Coverage 3
L o - AD101:0101 fororo] 24020101 [0i0%0] ADT01:01:01 A24:02:01:01 1 0 2% 23184 83 3895
-Q - BI7-01:01 [orw/g) 550101 [0/070] B°37.01:01 B55:01:01 1 0 50 136 453 2151
— —_— .-
o - cot0201 forwrg] C05:02:07:01 [0/0/0] C10201 COE02.01:01 10 Mz 27 R0 64
L o - DRBI*10:01:01:01 jorovo] DRBI*16:01:01 [0i0/0] DRBT1001:0101 DREI*I60. 1 0 58852 48280 880 7234 M
- & - DRE502:02 [0i0/0] DRE50202 [0/00] DRE5°02:02 DRES™02:02 1 0 27 /78 4R 3752 Warming: Locus is ho.
- DQBIOSOI01 B () [0/02) NEW  DQBI05:02:01 001 NEW  DQGBID501.01DQBI050201 1 2 33110 29097 285 4425 Vaming: mismatch i M
L o - DPB1-02:01:02 o] NEW  DPBT0201:02 [0i071] NEW  DPBI020102DPBI020102 1 0 63545 54887 586 4885 Waming: mismatch i
Sample ID Patient 1D Maore Test  Total Read Count Avg Read Length Analysis Status System Comments User Comments
'@ D 002 1041532 WELIT. B 300000 284 Confirmed  Confirmed Locus/Confirmed By: Atvinicius, Bivinicius,Chi
Alele 1 [KNT  MNotes 1 Alele2 [KINM2  Notes2 Final Assignment #G| #p| Joml | Mapped Cﬂwgge Cﬂ’:,"emge System Comments  UserComments Coversge
O - 020101 4] forovo] 32010101 [0/0/0] A0201:01 4320101 1 0| 278 22343 1049 | 3023 ’_—M
S P - -
L ° - 510101 [+] [0/0/0] B51:01:01 [+] [0/0/0] B'51:01:01 B51:01:01 1 0 219 1873 84 2604 | \arning: Locus is ho.
(] - C0T0201 ) CIE0T0T01 [0/01) CO102:01 CI60101 10 261 mew sm 3062 A—M
L ° - DRE1*08 [+] [0i0/0] DRB1*1454:01 [0i072) NEW ~ DRBT0B0101 DRBI*14540. 1 1 5931 52197 1030 8033  Waming: mismatch i M
. ° - DRBZ02:0201 {7} [0r072] NEW  DREI020201() [0072] NEW  DREY020201DRE3020201 1 0 29757 25664 279 3081 Waming: mismatch i
- DQBT0L0Z01 B () [0/ DQBTOS030T ] [002) NEW | DQBT4:0201DQBI0S0301 1 2 | 28211 24374 | 217 363 Waming: mismztch i M
. ° - DPB1-03:01:01 foro/o] DPETI040101[]  [0/0/0] DPE1-0301:01 DPEI-I0401 .| 1 2 | 70187 61884 772 5441 Warming: Two or mor. .-m
Sample ID PsientlD  MoreTest Total Read Count  AvgResdlength  Analysis Status System Comments User Comments
cl®| = 003 1041533 LUISA. [} 300000 200 Confirmed  Confirmed Locus/Confirmed By: Atvinicius,Bivinicius,Chvi
Allie 1 nemm 3 Blotes 1 Allcioo LMD Meteod e £ #p Total  Mapped Min Max e | - = 2
[] Collapse Al [ | Select A1 | Replace XX Code | | Retype Current Barcode | [ Reanalysis | [ Assign All | [ XML Report | | Genotype Summary fpdf) | [ Genotype Summary (csv) | | Genotype Summary Health fesv) || Close |
UserMame: | vinicius | | ServerName: | (local\FUSION_SQLI4EXP | | DatabaseMame: | NGS |  Ver| 100 |SID |INCA_20170919

Apéndice 02 -Tela de analise do software TypeStream Visual parte integrante do protocolo lon. A direita, diagrama representando a cobertura ao longo do
gene HLA



Apéndice 03: Medidas de qualidade calculadas pelo sofware Type Stream para as tipagens do protocolo lon

Balanco Cobertura Cobertura éxon 2 Cobertura éxon 3 Cobertura éxon 4
Amosra Locus alélico exons chave% Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima

A 0,85 100 823 1014 1155 2180 2882 3126

B 0,86 100 699 921 453 1095 1486 1887

C 0,89 100 676 1288 650 1898 2456 3427

1 DPB1 1 100 596 969 2139 3291 3420 4014
DQB1 0,93 100 295 628 1777 2338 0 0
DRB1 0,75 100 880 1533 4207 5959 0 0
DRB345 1 100 472 593 2380 2784 0 0

A 0,83 100 1049 1424 1132 2292 2324 2939

B 1 100 a80 1380 849 2126 1729 2113

C 0,85 100 882 1547 897 2264 2086 2894

2 DPB1 0,93 100 iz 1232 1597 3316 3730 4300
DQB1 0,89 100 217 505 1374 1834 0 0
DRB1 0,78 100 1090 2050 3616 6812 0 0
DRB345 1 100 379 613 2057 2481 0 0

A 0,89 100 885 1118 1136 2257 2658 3069

B 0,79 100 702 861 400 1119 1020 1271

C 09 100 856 1484 965 2236 2502 39

3 DPB1 0,88 100 508 915 1745 3148 3375 3874
DQB1 08 100 288 633 2007 2582 0 0
DRB1 1 100 685 1277 1743 4500 0 0
DRB345 1 100 945 1309 3080 3919 0 0

A 1 100 644 851 1103 2004 2566 2839

B 0,94 100 759 1054 628 1627 1882 2286

C 0,88 100 542 791 668 1646 2047 2697

4 DPB1 1 100 536 1096 2458 3881 3931 4506
Dae1 0,92 100 124 480 1514 2027 0 1]
DRB1 09 100 360 939 2297 3076 0 0
DRB345 1 100 1491 1979 3878 4406 0 0

A 0,89 100 898 1090 1211 2508 3002 3553

B 0,8 100 785 965 751 1944 2322 2864

C 0,89 100 ara 1130 960 2112 2659 3324

5 DPB1 09 100 603 963 1305 2839 3310 3746
DQB1 1 100 231 861 1838 2427 0 0
DRB1 0,98 100 376 08 1892 2497 0 0
DRB345 1 100 1233 1731 3145 3671 0 0

A 0,81 100 706 914 668 1844 2713 3334

B 0,78 100 613 851 416 1289 1893 2361

Cc 0,85 100 593 936 675 1703 2257 2701

6 DPB1 0,88 100 642 1263 2198 3863 4116 4739
DaQB1 0,89 100 268 738 2007 2585 0 0
DRB1 0,5 100 1068 1545 3422 4760 0 1]
DRB345 1 100 662 900 2108 2388 0 0

A 0,76 100 924 1273 1222 2064 3337 3753

B 0,67 100 719 963 514 1485 2152 2687

cC 0,86 100 624 1211 620 1965 2754 3266

7 DPB1 0,79 100 473 1013 1426 2951 33 3798
DQB1 1 100 186 378 914 1149 0 0
DRB1 1 100 1486 1804 4180 4571 0 0
DRB345 072 100 1272 1685 3664 4012 0 0

A 0,84 100 737 941 984 1857 2981 3442

B 0,77 100 727 a72 556 1398 2101 2561

cC 0,75 100 702 a79 622 1885 2672 3193

8 DPB1 0,87 100 501 934 1859 3283 3405 3961
DQB1 0,43 100 260 614 1919 2510 0 0
DRB1 0,74 100 1225 1739 3385 6171 0 0
DRB245 1 100 333 477 1920 2295 0 1]

A 0,67 100 648 926 869 1828 3078 3603

B 0,81 100 579 730 484 1593 1994 2401

Cc 0,82 100 747 895 721 1767 2058 2674

9 DPB1 0,88 100 596 1038 2009 3385 3670 4161
DQB1 0,83 100 227 447 984 1328 0 0
DRB1 0,72 100 1111 1678 332 5042 0 0
DRB345 0,64 100 402 1281 3260 3800 0 0

A 0,81 100 807 1014 a78 1721 2009 2209

B 0,85 100 639 844 507 1325 1673 2128

C 0,91 100 556 906 596 1478 1741 2306

10 DPB1 0,86 100 569 945 1633 3160 3559 4070
DQB1 0,79 100 311 659 1903 2483 0 0
DRB1 1 100 686 1332 1635 4204 0 0

DRB345 0,73 100 1273 1619 3265 4236 0 0



Apéndice 03: Medidas de qualidade calculadas pelo sofware Type Stream para as tipagens do protocolo lon

Balanco Cobertura Cobertura éxon 2 Cobertura éxon 3 Cobertura éxon 4
Amosra Locus alélico exons chave% Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima
A 09 100 647 915 a8y 1886 2741 3483
B 0,77 100 552 646 454 1365 1817 2130
Cc 09 100 651 a01 700 1748 2045 2848
11 DPB1 0,89 100 495 906 1672 2959 3267 3838
DQB1 0,24 100 206 646 1411 2091 0 163
DRB1 08 100 1172 1489 4055 4946 0 266
DRB345 0,72 100 1070 1516 3295 3616 0 265
A 1 100 760 992 Q97 1661 2486 2685
B 0,91 100 673 ar4 515 1455 1846 2379
C 0,85 100 831 1083 643 2124 2492 3060
12 DPB1 0,88 100 649 1069 1727 3416 3826 4305
DQB1 0,81 100 239 509 1141 1432 0 0
DRB1 0,78 100 1041 1470 1847 4428 0 0
DRB345 0,58 100 901 1163 3098 373 0 0
A 1 100 756 1081 1316 2633 3414 3783
B 0,75 100 782 arz 662 1925 2214 2694
13 C 0,94 100 925 1354 a70 2442 2652 35685
DPB1 1 100 636 1089 2180 3504 3681 4257
DaQe1 1 100 395 801 2135 2733 0 1]
DRB1 1 100 699 1892 4607 6774 0 0
A 08 100 776 1020 1022 1797 1894 2444
B 0,54 100 649 939 482 1471 1625 2085
Cc 0,89 100 816 1081 853 1909 1826 2303
14 DPB1 1 100 185 268 663 979 992 1106
DQB1 0,16 100 124 284 739 1183 0 0
DRB1 0,57 100 1133 1957 2977 6080 0 0
DRB345 0,79 100 1181 1810 4753 5614 0 0
A 0,87 100 742 892 890 1778 2878 3623
B 0,67 100 756 1001 570 1739 2106 2545
cC 0,78 100 715 1052 493 1588 2351 3015
15 DPB1 0,83 100 480 900 1210 3082 3158 3665
DQB1 0,81 100 146 594 1996 2945 0 0
DRB1 0,43 100 1130 1532 4991 7088 0 0
DRB245 1 100 421 618 271 3145 0 1]
A 0,85 100 720 904 915 1535 1780 2100
B 0,85 100 603 738 396 1224 1298 1652
Cc 1 100 576 a05 337 1774 1925 2262
16 DPB1 0,78 100 553 1003 1710 3449 3622 4213
DQB1 08 100 229 638 1753 2353 0 0
DRB1 0,86 100 1794 2310 5652 7743 0 0
DRB345 1 100 384 851 2234 2487 0 0
A 0,89 100 685 1084 1073 2422 ario 4838
B 0,78 100 711 898 578 1855 2681 3204
C 0,82 100 606 914 746 1899 2827 3421
17 DPB1 0,96 100 393 869 1340 3063 3282 3877
DQB1 0,24 100 107 297 1540 2007 0 0
DRB1 0,72 100 946 1174 2975 4638 0 0
DRB345 0,64 100 736 957 3or 3541 0 0
A 0,87 100 646 953 782 2104 2558 3524
B 08 100 577 828 382 1276 1765 2249
C 0,83 100 461 a76 565 1887 1791 2462
18 DPB1 0,86 100 415 808 1292 3084 3713 4502
DaQe1 0,21 100 231 494 1475 1805 0 1]
DRB1 0,51 100 837 1051 2661 3184 0 0
DRB345 0,66 100 927 1306 2638 3653 0 0
A 0,81 100 518 680 712 1188 2164 2684
B 1 100 473 670 350 1246 1760 2133
C 1 100 365 701 528 1250 1988 2298
19 DPB1 0,85 100 343 940 1548 3223 3240 3841
DQB1 0,87 100 126 497 2072 2716 0 0
DRB1 0,85 100 453 620 2284 3250 0 0
DRB345 0,55 100 676 1092 3260 4081 0 0
A 0,91 100 488 668 741 1858 2909 3310
B 0,78 100 532 743 433 1183 1858 2280
Cc 0,87 100 502 705 605 1569 2448 2948
20 DPB1 0,48 100 490 1172 2440 4433 4597 5501
DQB1 0,88 100 383 a87 2815 3558 0 0
DRB1 0,41 100 1090 1298 4195 6393 0 1]

DRB345 1 100 161 530 2543 3142 0 0



Apéndice 03: Medidas de qualidade calculadas pelo sofware Type Stream para as tipagens do protocolo lon

Balanco Cobertura Cobertura éxon 2 Cobertura éxon 3 Cobertura éxon 4
Amosra Locus alélico exons chave% Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima

A 077 100 643 837 785 1580 2568 2816

B 0,87 100 517 738 349 1166 2032 2429

C 0,87 100 424 849 320 1453 2269 2848

21 DPB1 0,74 100 411 1004 1844 3638 3995 4903
DQB1 0,96 100 343 756 2427 2916 0 0
DRB1 0,75 100 489 984 301 5243 0 0
DRB345 0,58 100 763 946 3308 4085 0 0

A 0,86 100 393 619 627 1240 2275 2804

B 1 100 418 543 281 T46 1430 1722

C 1 100 486 644 437 1145 2004 2428

22 DPB1 1 100 344 826 1716 3154 3136 3rs1
DQB1 0,92 100 114 663 1954 2440 0 0
DRB1 0,42 100 586 731 2592 3504 0 0
DRB345 0,46 100 596 1072 2083 3307 0 0

A 1 100 542 861 734 1805 2746 3520

B 1 100 447 569 469 1595 2105 2677

C 1 100 474 851 619 1722 2320 2846

23 DPB1 0,87 100 571 1126 1642 3622 3797 4500
DQB1 0,33 100 182 496 1780 2285 0 0
DRB1 0,57 100 785 1000 2075 4157 0 0
DRB345 0,67 100 1134 1422 3746 4364 0 0

A 0,82 100 641 841 1042 2163 3284 3517

B 0,82 100 734 946 604 1428 2002 2452

C 09 100 554 1032 749 2029 2915 3495

24 DPB1 0,85 100 460 1010 1733 3455 3723 4277
Dae1 0,8 100 272 647 2401 2953 0 1]
DRB1 0,68 100 628 913 2249 4347 0 0
DRB345 0,78 100 646 810 3517 4192 0 0

A 0,85 100 766 1082 a07 1597 2122 3052

B 0,89 100 622 861 363 1064 1204 1555

C 09 100 629 954 685 2024 1993 2588

25 DPB1 1 100 642 754 1265 2280 2558 2782
DQB1 0,84 100 234 732 1620 2208 0 0
DRB1 0,52 100 648 1306 1328 2744 0 0
DRB345 07 100 ar3 1530 2613 2984 0 0

A 09 100 538 847 979 1862 2305 2805

B 0,81 100 562 750 470 1322 1857 2051

Cc 0,85 100 555 843 514 1507 1852 2275

26 DPB1 0,92 100 556 986 1363 3086 3119 3586
DaQB1 0,14 100 198 553 1937 2437 0 0
DRB1 0,82 100 620 1361 2871 5001 0 1]
DRB345 0,74 100 1322 1694 3498 4448 0 0

A 0,89 100 633 912 797 2124 3044 3500

B 0,87 100 732 962 459 1464 2448 2873

cC 0,88 100 704 1017 779 1891 2685 3136

27 DPB1 0,87 100 447 928 1695 3496 3472 4284
DQB1 1 100 179 556 2254 3069 0 0
DRB1 1 100 588 1129 1854 4340 0 0
DRB345 1 100 503 637 2854 3687 0 0

A 0,88 100 778 969 1115 2431 3676 3947

B 0,86 100 766 1023 639 1786 2427 2972

cC 0,93 100 769 1262 802 1921 2803 3375

28 DPB1 0,73 100 489 959 1670 3081 3200 3783
DQB1 0,87 100 253 728 2353 2950 0 0
DRB1 0,65 100 462 1088 2203 3885 0 0
DRB245 0,72 100 1204 1490 3799 4484 0 1]

A 1 100 393 568 506 1347 2395 2943

B 0,85 100 456 622 437 1135 1730 2240

Cc 0,83 100 307 478 223 1092 1637 1889

29 DPB1 1 100 370 a11 1666 376 3302 3808
DQB1 0,88 100 218 550 2273 3028 0 0
DRB1 0,58 100 595 836 1910 3828 0 0
DRB345 0,82 100 771 1008 3210 4043 0 0

A 08 100 782 1031 836 1689 2450 2785

B 0,87 100 573 776 a87 1247 1965 2464

C 0,88 100 510 814 474 1548 2340 2645

30 DPB1 0,87 100 356 793 1823 3086 3242 3855
DQB1 0,356 100 130 446 1283 1771 0 0
DRB1 0,62 100 467 733 1721 3349 0 0

DRB345 0,64 100 736 929 3087 3612 0 0

1
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Apéndice 03: Medidas de qualidade calculadas pelo sofware Type Stream para as tipagens do protocolo lon

Balanco Caobertura Cobertura éxon 2 Cobertura éxon 3 Cobertura éxon 4
Amostra Locus alélico exons chave% Minima Maxima Minima Maxima Minima Maxima

A 0,78 100 786 969 a7 1962 2880 3178

B 0,78 100 739 995 582 1751 2536 3178

C 0,77 100 510 842 534 1567 2506 2795

3 DPB1 0,89 100 37T 903 1397 3038 3161 ar21
DQB1 0,26 100 141 ar2 1300 1746 0 0
DRB1 0,57 100 719 972 3372 4428 0 0
DRB345 0,85 100 783 1095 3514 4320 0 0

A 1 100 823 1382 1214 2811 4394 5570

B 0,77 100 773 1118 624 1587 2223 2764

C 0,93 100 788 1396 1047 2770 3518 4448

32 DPB1 0,86 100 318 704 1594 2687 2906 3454
DQB1 0,19 100 109 297 1145 1527 0 0
DRB1 0,72 100 727 912 3441 4419 0 0

DRB345 0,65 100 639 875 2908 3418 0 0



Apéndice 04: Resultados de Tipagem HLA obtidos pelo protocolo lllumina01 da Histogenetics para 9 genes HLA.

78

Amostra HLA-A HLA - A HLA -B HLA-B HLA-C HLA-C HLA-DRB1 HLA-DRB1 HLA-DQB1 HLA-DQOB1 HLA-DPBE1 HLA-DPB1 HLA — DRB HLA — DRB
89 1 A 110t01G 110T0G 5101016 510101G 0V:0101G O7T0101G 11:01:01 11:01:01 03:01:01 03:01:01 04:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B3 02:02:01G
89 1 B 26:0101 33:071:01 14:02:01 38:01:01 08:0201G  12:03:01G 01:02:01 04:02:01 03:02:01 05:01:01G 04:01:01G 04:01:01G B4*01:01:01G B4*01:01:01G
ga 1 C 02Z20101G  110t01G 15:04:01 40:02:01G 02:02:02G 0303:01G 13:01:01 16:02:01 03:.01:01G 06:03:01 04:02:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B502:02:01G
29 1 D 240201G 3101026 13:02:01 35:04:01 04:01:01G  06:0201G  07:01:01G 08:07 02:02:01 04:02:01 04:02:01G 17:01 B4*01:01:01G

g9 1 E 030101G 33030 1503016 8101016 0210 08:04:01 12:01:01G 1316 05:01:01G 06:04:01 105:01 18:01 B3*01:01:02G B3*03:.01:01G
289 1 F 020101G  24:0201G  07:02:01G 41:01:01 0730 17:01:01G 13:02:01 15:01:01G  06:02:01G  06:04:01G 02:01:02  04:01:01G B3*03:01:01G B5*01:01:01
89 1 G 0Z0101G  2307101G 08:01:01G 15:222 or:0Gc 18:0101G 05:04:01 11:01:02 03:01:01G 06:02:01 01:01G 02:010MG B3*0301:01G

89 1 H 022201 2301016 15:04:01 53:01:01 0102016 06:02:01G 04:03:01 13:02:01 03:02:01 05:01:01G  05:01:01G 13:01:01G B3*03:01:01G B4*01:01:01G
ga 2 A 230101G 33030 49:01:01G 53:01:01 04:01:01G 07:01:01G 08:03:02 08:04:01 03:01:01G 03:19 01:01:02G  02:01:02G

ga 2 B 110101G 32:01:01 35:03:01 3501016 04:01:01G 0401:01G 07:0101G 14:54:01 02:02:01 05:0301G  05:01:01G 1701 B3*02:02:01G B4*01:01:01G
89 2 C 0101T01G 02:158 08:01:01G 40:04 03:04:01G 07:01:01G 03:01:01G 04:11:01 02:01:01 03:02:01 01:01:01G  04:02:01G B3*01:01:02G B4*01:01:01G
gg 2 D 02010MG  11010MG 301G 44:0201G 0 04:01:01G 0 0501:01G 14:54:01 15:01:01G 05:02:01G 06:02:01 04:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B5*01:01:01
89 2 E 02:52 02:01:01G  51:01:01G 57:01:01 01:02:01G  07:01:01G 08:02:01 11:02:01 03:19 04:02:01 04:01:01G 15:01:01  B3*02:02:01G

89 2 F 020101G 66:01:01 5131 53:02 06:0201G  15:0201G 07:01:01G 09:01:02G 02:02:01 032:03:02G 105:01 12:01:01G B4*01:01:01G B4*01:01:01G
89 2 G MT MT NT MT MNT NT MT NT NT NT NT MT MNT NT

89 2 H 020101G  24:0201G 150101 55:01:01 01:0201G 03:03:01G 04:01:01 13:01:01 03:02:01 06:03:01 04:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B4*01:01:01G
89 3 A 240201G  24:0201G 15:37 55:01:01 01:02:01G 03:04:02 03:01:01G 13:.01:01 02:01:01G  06:03:01G  01:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B3I*02:02.01G
289 2 B 0Z0101G 24:284 45:01:01 5819 07:01:01G - 16:01:01 13:01:01 15:03:01G 06:02:01 06:03:01 02:01:02G 38:01 B3*01:01:02G B5*01:01:01
89 3 C 010t0IG 24:0201G 0 15:04:01 56:13 01:0201G 03:03:01G 13:01:01 16:02:01 03:01:01G 06:03:01 04:02:01G  04:01:01G B3*01:01:02G B5*02:02:01G
289 2 D 0205301 1101016 41:01:01 4402016 0501016 07:01:01G 13:01:01 13:05:01 03:.01:01G 06:03:01 02:01:02G  03:01:01G B3*01:01:02G B3*02:02:01G
gg 3 E 0201t0MG  0Z201:0MG O07:0201G 51:0101G 07:0Z201G  15:0Z201G 1311 15:01:01G 06:02:01 06:03:01 04:01:01G  04:01:01G B3*01:01:02G B5*01:01:01
89 3 F 020101G  0Z0101G 3501016 3501016 04:01:01G 04:01:01G 01:01:01 01:01:01 05:01:01G  05:01:01G 02:01:02  04:01:01G
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144 3 B 0201:01G  02:01:01G 39:09:01 40:04 0z:0401G  07:0201G 04:11:01 14:06:01 03:01:01G 02:02:01 04:0201G  04:01:01G B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
144 3 C 2305 24020101 07:02:01G 14:02:01 02:02:02G  07:0201G 01:02:01 1503016 05:01:01G 06:02:01 04:01:01G 18:01 B5*01:01:01
144 3 D 01:01:01:01 03:01:01:01 44:02:01:03 570101 06:02:01:01  07:04:01 11:04:01 11:01:01 03:01:01 0z2:01:01 02:01:02 04:01:01  B3*02:0Z201G B3*02:0Z2:01G
144 3 E 0101T01G 24:0201G 150801 35:03:01 0303:01G  04:01:01G 04:03:01 13:.02:01 03:02:01G  06:0401G  04:02:01G  04:01:01G B3*03:01:01G B4*01:01:01G
144 3 F  02:01:01G 25:01:01 44:02:01G 52:01:01G 05:01:01G 12:02:02 04:01:01 15:02:01 03:01:01G  06:01:01G 04:01:01G  04:01:01G  B4*01:01:01G  B5*01:02:01G
144 3 G 0201:01G 30:01:01 07:0201G 50:01:01 0E:0201G  07:0201G 01:02:01 15:01:01G 05:01:01G 06:02:01 01:01:01G 05:01:01G BS*01:01:01
144 3 H 03:01:01G 69:01 07:02:01G 35:08:01 0702016 12:03:01G 04:03:01 15:01:01G 03:02:01 06:02:01 0z2:01:02 02:01:02  B4*01:01:01G B5*01:01:01
144 4 A 0201:01G 68:01:02G  07:0201G 40:04 03:04:01G  07:0201G 04:11:01 13:02:01 03:02:01 06:04:01 04:01:01G  04:01:01G B3*03:01:01G B4*01:01:01G
144 4 B 300101 7401 07:02:01G 58:01:01 0302:01G 04:07 13:01:01 15:01:01G 06:02:01 06:03:01 01:01:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B5*01:01:01
144 4 C 0Z201:01G  23:01:01G 35:08:01 51:01:07 04:01:01G 16:01:01 11:02:01 13:01:01 03:19 06:03:01 04:01:01G 17:01 B3*02:02:01G B3*02:0Z2:01G
144 4 D 0201:01G 34:02:01 1517016 39:0101G 05:01:01G . 12:03:01G 11:01:02 16:01:01 05:02:01 06:02:01 01:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G B5*02:02:01G
144 4 E 03:01:01G 33:03:01 0702016 350101G 04:01:01G 07:02:01G 10:01:01 15:01:01G  05:01:01G 06:02:01 01:01:01G  04:01:01G B5*01:01:01
144 4 F 03:01:01G 25:01:01 14:02:01 39:010MG 08:0Z201G 1203:01G 01:02:01 04:02:01 03:04:01 05:01:1G 0101:01G 04:01:01G B4*01:01:01G
144 4 G 020101G 0Z201:01G 40:01:01G 50:01:01 0304:01G  06:02:01G  07:01:01G 13:02:01 02:02:01 06:04:01 04:01:01G  13:01:01G  B3*0301:01G  B4*01:01:01G
144 4 H 0201:01G 11:01:01G 39:06:02 44:0201G  05:01:01G 07:0Z201G 08:01:01G 13:01:01 04:02:01 06:03:01 03:01:01G 19:01 B3*01:01:02G
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144 5 A 020101G 03:01:01G 3501:01G 44:05:01 02:02:02G  04:01:01G 11:04:01 16:01:01 03:01:01 05:02:01 04:02:01G 0601 B3*02:02:01G  B5*02:02:01G
144 5 B 23:01:01G 33:03:01 14:02:01 44:03:01 0g:0201G  16:01:01 07:01:01G 13:01:01 02:02:01 06:03:01 04:01:01G 16:01:01  B3*01:01:02G B4*01:01:01G
144 5 C 2301:01G 33030 14:02:01 53:.01:01 04:01:01G 08:02:01G 03:01:01G 08:04:01 02:01:01 0319 105:01 18:01 B3*02:02:01G
144 5 D 03:01:01G 33:01:01 14:02:01 3501016 04:01:01G 08:02:01G 01:01:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G  04:01:01G 17:01 B4*01:01:01G
144 5 E 320101 32:01:01 49:01:01G 49:01:01G 07:01:01G 07:01:01G 04:05:01 04:05:01 03:02:01 030201 02:01:02 02:01:02  B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
144 5 F 01:01:01G 11:01:01G 44:0201G 51:01:01G 05:01:01G 07:01:01G 08:01:01G 12:01:.01G  03:01:01G 04:02:01 02:01:02G  03:01:01G  B3*02:02:01G
144 5 G 24:02:01G 26:01:01 15:03:01G 38:37 02:10 1203016 03:01:01G 04:02:01 02:01:01 02:02:01 02:01:02  04:01:MG B3*02:0201G B4*01:01:01G
144 5 H 0201:01G 330101 08:01:01G 14:02:01 0701016 03:0201G  03:0101G  07:01:01G 02:01:01 02:02:01 131:01 1701 B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
144 6 A 0201:01G 25:01:01 44:02:01G  5201:01G  05:01:01G 12:02:02 04:01:01 15:02:01 03:01:01G  06:01:01G 03:01:01G  04:01:01G  B4*01:01:01G  B5*01:0Z2:01G
144 6 B 0201:01G 330101 14:02:01 15:01:01 0303:01G  08:0201G 01:02:01 04:01:01 03:02:01 05:01:01G 02:01:02  04:01:01G  B4*01:01:01G
144 6 C 0201:01G  23:01:01G  45:01:01 51:01:01G  06:02:01:03 12:03:01:01  04:03:01 11:01:01 03:01:01 03:02:01 02:01:02  04:01:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
144 6 D 101G 24:0201G 07:0201G 14:01:01 0r:02z01G  08:0201G 07:0101G 15:0101G 02:02:01 06:02:01 01:01G 04:01:01G B4*0M:01:01G . B5*01:01:01
144 6 E 1101016 11:01:01G 51:01:01G 51:01:01G 07:01:01G O7:01:01G 11:01:01 11:01:01 03:01:01G  03:01:01G  04:01:01G  04:01:01G  B3*02:02:01G  B3*02:02:01G
144 6 F 0301:01G  29:0201G 39:06:.02 44:03:01 or:02z01G  16:01:01 07v:0101G  08:01:01G 02:02:01 04:02:01 02:01:02G  02:01:MG B4*01:01:01G
144 6 G 2402016 2402016 140201 35:08:01 02:02:02G  04:01:01G 01:02:01 13:01:01 05:01:01G 06:03:01 02:01:02  04:01:01G  B3*0Z:02:01G
144 6 H 01:01:01G 02:01:01G 2705026 51:0101G 02:02:02G 14:02:01 01:01:01G 15:01t:01G 09:01:01G 06:0201G 04:01:01G 11:01:01 B5*01:01:01
144 7 A 11010MG 24:0201G 350801 45:01:01 04:01:01G 16:01:01 10:01:01 13:.01:01 05:01:01G 06:03:01 04:01:01G 1701 B3*02:02:01G
144 7 B 33:03:01 T4:01 0702:01G 44:03:01 0v:02:01G 16:01:01 07:01:01G  09:01:02G  02:01:01G 02:01:01G  03:01:01G 11:01:01  B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
144 7 C 0201:01G 24:0201G 27:05:02G 39:08:02 02:02:02G  07:0201G 08:0101G 15:01:01G 04:02:01 06:02:01 02:01:02  04:01:01G B5*01:01:01
144 7 D 020101G  24:0201G 150401 44:03:01 0303:01G  05:0101G 11:01:01 16:02:01 03.01:01G  03:01:01G  04:02:01G 10:01 B3*02:02:01G  B5*02:02:01G
144 7 E  29:0201G  31:01:02G 13:02:01 44:03:01 06:02:01G  16:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 04:01:01G 11:01:01 B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
144 7 F 030201 24:0201G 4402016 51:01:01G 05:01:01G 15:02:01G 13:01:01 15:01:01G 06:02:01 06:03:01 02:01:02  04:01:01G B3*02:02:01G  B5*01:01:01
144 7 G 01:01:01G 02:01:01G 37:01:01 40:04 02:04:01G  06:02:01G 01:01:01 04:11:01 03:02:01 05:01:01G 02:01:02 14:01:01  B4*01:01:01G
144 7 H 0201:01G 2902016 15:03:01G 44:03:01 0210 16:01:01 01:02:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G 01:.01:01G 11:01:01 B4*01:01:01G
144 8 A 0201:01G  24:0201G  35:02:01 40:01:01G 03:04:01G 04:01:01G 04:05:01 15:01:01 03:02:01 06:02:01 04:01:01G 17:01 B4*01:01:01G  B5*01:01:01
144 8 B 0201:01G 02:010MG O07:0201G 47:01:01G 060201G 07:0201G 04:05:01 15:01:01G 03:02:01 06:02:01 04:01:01G 12:01:01G B4*0M:01:01G B5*01:01:01
144 8 C 03:01:01G 330101 14:02:01 3501016 0401016 08:02:01G 01:01:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G  0201:02G  04:02:01G B4*01:01:01G
144 8 D 01:01:01G 11:01t:01G 08:01:0MG 350101G 04:01:01G 07:01:01G 01:03 03:01:01G 02:01:01 05:01:01G 04:01:01G 13:01:01G  B3*01:01:02G
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144 8 E 01:01T01G 11:01:01G 350201 5101016 0401016 1502:01G 01:01:01 11:04:01 03.01:01G  05:01:01G 01:01:01G  03:01:01G B3*02:02:01G

144 8 F 1101016 23:01:01G 0 3501:01G 51:01:01G 02:02:02G 04:01:01G 01:01:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G 0101:01G 04:02:01G  B4*01:01:01G

144 8 G 0201:01G 03:01:01G 27:0502G  51:0101G 01:0201G 15:0201G 01:01:01 13:.01:01 05:01:01G 06:03:01 04:02:01G 0601 B3*01:01:02G

144 8 H 23:01:01G 66:01:01 3501016 51:01:01G 02:02:02G  04:01:01G 01:01:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G 01:01:01G  04:02:01G  B4*01:01:01G

144 9 A 2301:01G 25:01:01 15:01:01G 44:03:01 0303:01G  04:01:01G 07:01:01G 07:01:01G 02:02:01 02:02:01 04:01:01G 10:01 B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
144 9 B 03:01:01G  29:0201G 39:01:01G 44:03:01 0v:02:01G 16:01:01 07:01:01G  08:01:01G 02:02:01 04:02:01 04:01:01G 06:01 B4*01:01:01G

144 9 C  24:02:01G 32:01:01 14:01:01 35:03:01 0g:02z0MG  120301G 07:0101G 14:54:01 02:02:01 05:03:01G 04:01:01G 10:01 B3*02:0201G  B4*01:01:01G
144 9 D 020501 29:02:01G 44:03:01 45:01:01 06:02:01G  16:01:01 07:01:01G 13:01:01 02:02:01 03:03:02G 11:01:01 11:01:01  B3*02:02:01G B4*01:01:01G
144 9 E 30:0201G 30:0201G O07:0201G 08:01:01G O7:0201G 07:01:01G 11:01:02 15:03:01G 03:19 06:02:01 02:01:02 105:01 B3*02:02:01G  B5*01:01:01
144 9 F  020101G  29:0201G 07:02:01G 50:01:01 06:0201G 07:0201G 03:01:01G 15:01:01G 02:01:01 06:02:01 02:01:02  04:01:01G  B3*02:02:01G  B5*01:01:01
144 9 G 0201:01G  03:01:01G  44:0201G 51:01:01G 05:01:01G 16:0201G 07:01:01G 08:01:.01G 02:02:01 04:02:01 04:02:01G  04:01:01G  B4*01:01:01G

144 9 H 2301016 29:0201G 14:03 44:03:01 04:01:01G 08:0201G 03:0101G 03:02:01 02:01:01 04:02:01 01:01:1G 02:01MG B3*0M1:01:02G B3*02:02:01G
144 10 A 01:01:01:01 03:01:01:01 07:06 35:01:01  04:01:01:01  15:05:02 01:01:01 04:05:01 03:02:01 05:01:01 03:01:01G 04:01:01  B4*01:01:01G

144 10 B 0Z201:01G 3107026 15:01:01G 35:05:01 02:0401G  04:01:01G 04:01:01 14:02:01 03:01:01 02:02:01 04:0201G  04:01:01G B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
144 10 © 01:01:01G 30:01:01 08:01:01G 42:01:01 07:01:01G 1701016 03:01:01G 03:02:01 02:01:01 04:02:01 01:01:01G  01:01:01G  B3*01:01:02G  B3*01:01:02G
144 10 D 31:01:02G 32:01:01 08:01:01G 40:01:01G 03:04:01G 07:01:01G 04:04:01 04:07:01G  03:01:01G 03:02:01 03:01:01G 10:01 B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
144 10 E 11:0101G 2301016 49:01:01 50:02 04:01:01G 07:01:01G 04:05:01 13:.01:01 03:02:01 06:03:01 04:02:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
144 10 F  01:01:01G 02:01:01G 08:01:01G  51:01:01G 02:02:02G 07:01:01G 03:01:01G 11:01:01 02:01:01 02:01:01G 04:01:01G 06:01 B3*01:01:02G  B3*02:02:01G
144 10 G 01:01:01G 02:01:0MG 27:05:02G 51:01:01G 01:0201G 15:0201G 01:01:01 15:01:01G 05:01:01G 06:02:01 02:01:02  04:01:01G B5*01:01:01

144 10 H 01:01:01G 03:01:01G 140201 35:03:01 04:01:01G 08:02:01G 01:02:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G  0201:02G  04:02:01G B4*01:01:01G

144 11 A 03:01:01G 29:0201G 41:02:01 44:03:01 16:01:01 1701016 07:0101G . 15:03:01G 02:02:01 06:02:01 03:01:01G  04:02:01G  B4*01:01:01G  B5*01:01:01
144 11 B 020101G  31:01:02G 39:05:01 50:01:01 0602016 07:0201G 04:04:01 14:54:01 03:02:01 05:03:01G  04:02:01G 1301:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
144 11 C 0Z201:01G 31:01:02G 39:01:01G 44:27:01 07:04:01 12:03:01G 01:01:01 16:01:01 05:01:01G 05:02:01 04:01:01G  04:01:0M1G  B5*02:02:01G

144 11 D A10101G 2301016 1801016 49:00:01G 07:01:01G 12:03:01G 13:02:01 16:02:01 05:02:01 06:04:01 02:01:02G  03:01:01G B3*0301:01G  B5*02:02:01G
144 11 E  03:01:01G 24:0201G 27:05:02G  51:01:01G 01:0201G 02:02:02G 01:01:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G  04:01:01G 06:01 B4*01:01:01G

144 11 F  0201:01G 29:0201G 40:04 45:01:01 02:0401G  06:0201G 04:11:01 11:01:01 03:01:01G 02:02:01 02:01:1G  04:01:MG B3*02:02201G B4*01:01:01G
144 11 G 02:01:01G 7403 3501016 40:0201G 02:02:02G 04:01:01G 08:04:01 13:01:01 04:02:01 06:03:01 0301:01G 10:01 B3*01:01:02G

144 11 H 0201:01G 24:0201G 39:06:02 51:01:01G  07:0201G 14:02:01 04:03:01 08:01:01G 03:02:01 04:02:01 04:01:01G 11:01:01 B4*01:01:01G
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144 12 A 020101G 03:01:01G 140201 57:01:01 0602016 08:0201G 01:02:01 07:01:01G  03:03:02:017 05:01:01:01  04:01:01G  04:01:01G 34%01:03:01:02N

144 12 B 0201:01G  68:01:01G  35:03:01 45:01:01 04:01:01G 16:01:01 03:01:01G 11:02:01 02:01:01 03:19 03:01:01G 13:01:0MG B3*02:02201G B3*02:02:01G
144 12 ¢ 0201:01G 11:01:01:01 27:05:.02 35:08:01 01:02:01 04:01:01 01:01:01 11:01:01 03:01:01 05:01:01 03:01:01G 04:01:01 B3*02:02:01G

144 12 D 02:01:01G 24:03:01 07:02:01  44:02:01:01 05:01:01:02 07:02:01:03  04:01:01 11:01:01 03:01:01  03:01:01:01  02:01:02 04:01:01  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
144 12 E  01:01:01G 32:01:01 1501016 44:02201G 03:03:01G 05:01:01G 01:01:01G 13:01:01G 05:01:01G 06:03:01 11:01:01 35:01:01 B3*01:01:02G

144 12 F  29:02201G  68:01:02G  18:01:01G  18:01:01G  05:01:01G 12:03:01G 03:01:01G 15:01.01G 02:01:01 06:02:01 04:01:01G 23:01:01  B3*02:02:01G  B5*01:01:01
144 12 G 01:01:01G 26:08 41:01:01 44:0201G  05:0101G O7:0101G 03:0101G . 1201016 02:01:01 02:01:1G 0401:01G 04:01:01G B3*02:0201G  B3I*02:0Z2:01G
144 12 H 03:0101G 2402016 07:02:01G 13:02:01 06:02:01G  07:0201G 07:01:01G 13:01:01 02:02:01 06:03:01 02:01:02G  04:02:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 1 A 01:0101G 02:01:01G 18:01:01G 35:02:01 04:01:01G 07:01:01G 11:01:01 11:04:01 03:01:01 0z2:01:01 02:01:02 04:01:0MG  B3*02:02201G  B3*02:02:01G
423 1 B 0201:01G 24:03:01 35:05:01 4402016 04:01:01G 05:01:01G 04:04:01 13:.01:01 03:02:01 06:03:01 02:01:02 14:01:01 B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 1 C 01:01:01G 28:0201G 08:01:01G 44:03:01 07:01:01G - 16:01:01 04:07:01G  07:01:01G 02:02:01 03:01:01G 02:01:02  04:01:01G  B4*01:01:01G B4*01:01:01G
423 1 D 0Z201:01G 22:010MG 44:0201G 0 44:0201G 0 04:01:01G 0 05:01:01G 11:18 13:01:01 03:01:01G 06:03:01 02:01:02  04:01:MG B3*01:01:02G B3*02:02:01G
423 1 E 0201:01G  31:01:02G  39:05:01 52:01:02 07:02:01G  1502:01G 04:04:01 08:02:01 03:02:01 04:02:01 04:02:01G 14:01:01  B4*01:01:01G

423 1 F 0301:01G 02:01G O0v:0z0MG O0v:0z0nG O07:0z01G 07:0z201G 13:01:01 15:01:01G 06:02:01 06:03:01 02:01:02G 12:01:01G B3*01:01:02G  B5*01:01:01
423 1 G 240201G 32:01:01 40:02:01G 50:02 02:02:02G  06:02:01G 07:01:01G 13:01:01 02:02:01 06:03:01 02:01:02  04:01:01G  B3*0Z:02:01G  B4*01:01:01G
423 1 H 23:01:01G 74:01 08:01:01G 15:03:01G 02:10 03:04:01G 01:02:01 09:01:02G 02:02:01 05:01:01G 01:01:01G 02:01:02  B4*01:01:01G

423 2 A 1101t0MG 2301016 49:01:01G 50:01:01 06:0201G  07:01:01G 03:01:01G 13:.02:01 02.01:01G  06:0401G  04:02:01G  04:01:01G  B3*02:02:01G  B3*03:01:01G
423 2 B 0201:01G  11:01:01G 44:0201G 44:0201G 05:01:01G 15:02:01G 04:02:01 12:01:01G 03:01:01G 03:02:01 04:01:01G  05:01:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 2 C 0301:01G 24:03:01 18:01:01G 35:01:01G 03:03:01G 04:01:01G 01:01:01 08:04:01 04:02:01 05:01:1G 04:02201G 04:02:01G

423 2 D 0301t01G 2301016 49:01:01G 51:0101G 07:01:01G 15:02:01G 07:01.01G 07:01:01G 02:02:01 02:02:01 10:01 15:01:01  B4*01:01:01G B4*01:01:01G
423 2 E 0Z201:01G  02:01:01G 44:0201G 51:01:01G 05:01:01G 07:01:01G 13:01:01 13:01:01 06:03:01 06:03:01 02:01:02 02:01:02 B3*02:0Z201G B3*02:0Z2:01G
423 2 F 010t01G 0201016 51:0101G 51:0101G 14:02:01 15:02:01G 11:01:01 13:01:01 03:.01:01G 06:03:01 04:02:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B3*02:02:01G
423 2 G 240201G 24:0201G  3503:01 3/01MG 04:0101G 1203016 04:01:01 14:54:01 03:02:01 05:03:01G 02:01:02 04:01:01G  B3*02:02201G  B4*01:01:01G
423 2 H 0201016 2902016 18:01:01G 44:03:01 02:02:02G  16:01:01 04:04:01 07:01:01G 02:02:01 030201 04:01:01G 14:01:01 B4*01:03:.03  B4*01:01:01G
423 3 A 0201:01G  68:01:02G 40:04 51:01:01G  03:04:01G 14:02:01 01:01:01 04:11:01 03:02:01 05:01:01G  04:02:01G 20:01:01 B4*01:01:01G

423 3 B 01:01:01G 30:01:01 13:02:01 41:01:01 06:0201G  16:0201G 04:05:01 07:01:01G 02:02:01 02:02:01 02:01:MG 12:01MG B4*01:010MG B4*01:01:01G
423 3 C 030101G 24:0201G 390602 44:27:01 07:02:01G  07:04:01 01:03 08:01:01G 04:02:01 05:01:01G 0z2:01:02 10:01

423 3 D 11:01:01G 26:01:01 14:02:01 49:01:01G  07:01:01G 08:0Z201G 01:02:01 11:01:01 03:01:01  05:01:01:01 02:01:02G  13:01:01G B3*02:0Z2:01G



Apéndice 04: Resultados de Tipagem HLA obtidos pelo protocolo lllumina01 da Histogenetics para 9 genes HLA.
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Amostra HLA-A HLA — A HLA-B HLA-B HLA -C HLA-C HLA-DRB1 HLA-DRB1 HLA-DQOB1 HLA-DOB1 HLA-DPBE1 HLA-DPB1 HLA — DRB HLA — DRB
423 3 E 010101G 68:01:02G 08:01:01G 35:05:01 04:01:01G 07:01:01G 03:01:01G 04:11:01 02:01:01 03:02:01 02:01:02G  04:02:01G  B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 3 F 330101 68:01:01G  15817:01G  15:03:01G 02:10 05:01:01G 10:01:01 11:02:01 03:19 05:01:01G 01:01:01G 105:01 B3*02:02:01G
423 3 G 2301t01G 68:0201G  07:02:01G 15:16:01 07:0201G 14:02:01 01:02:01 09:01:02G 02:02:01 05:01:01G 01:01:02 131:01 B4*01:01:01G
423 3 H  26:01:01 68:02:01G  18:01:01G 53:01:01 04:01:01G 12:03:01G 11:02:01 11:04:01 03:19 03:01:01 02:01:02G  04:0201G  B3*02:02:01G  B3*02:02:01G
423 4 A 24:.0201G 330101 14:02:01 52:01:02 08:0201G  15:0201G 01:02:01 04:04:01 03:02:01 05:01:01G 02:01:02G  03:01:01G  B4*01:01:01G
423 4 B 24:02:01G 32:02 3501016 44:0201G 04:01:01G 05:01:01G 04:02:01 13:01:01 03:02:01 06:03:01 02:01:02G  13:01:01G  B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 4 C  2301:01G 68:01:02G 2V:05:02G 39:010MG 0202026 07:0201G 04:04:01 02:07 03:02:01 04:02:01 02:01:MG 04:01:MG B4*0M1:010MG
423 4 D 0201:01G 2317 15:03:01  51:01:01:01 0210 14:02:01 11:01:02 11:01:01 03:01:01 06:02:01  04:02:01:02 18:01 B3*02:02:01G B3 02:02:01G
423 4 E 03:01:01G 32:01:01 39:01:01G 51:0101G 12:03:01:01 16:02:01 11:03 13:01:01 03:01:01G 06:03:01 02:01:02G  04:0201G  B3*01:01:02G  B3*02:02:01G
423 4 F  24.0201G  24:.0201G 39:01:01G 44:0201G 05:01:01G 12:03:01G 13:01:01 13:.01:01 06:03:01 06:03:01 04:02:01G 11:01:01 B3*01:01:02G  B3*02:02:01G
423 4 G 0201:01G  68:01:02G  08:01:01G 15:18:01 07:04:01 0701016 03:01:01G 11:03 02:01:01 03:01:01G 04:01:01G 04:01:01G  B3*01:01:02G  B3*02:02:01G
423 4 H 0201016 11:01G 380010MG 44:0201G 0 02:02:02G 0 05:01:01G 15:0101G 15:01.01G 06:02:01 06:02:01 05:01:01G 19:01 B5*01:01:01 B5*01:01:01
423 5 A 0Z201:01G  03:01:01G 42:01:01 51:01:01G 150201G  17:01:01G 08:02:01 08:04:01 03:01:04 04:02:01 02:01:02G  04:02:01G
423 5 B 0Z201:01G 02:0101G 44:0201G 0 51:0101G 0 05:01:01G 0 14:02:01 01:02:01 08:01:01G 04:02:01 05:01:01G 02:01:02G  04:01:01G
423 5 © 020501 0201016 350301 50:01:01 04:01:01G 06:02:01G 07:01:01G 10:01:01 02:02:01 05:01:01G  0201:02G  03:01:01G  B4*01:01:01G
423 5 D 230101G  29:0201G 07:0201G 44:03:01 0v:0201G - 16:01:01 07:01:01G 15:01:01G 02:02:01 06:02:01 04:01:01G 09:01:01  B4*01:01:01G  B5*01:01:01
423 5 E 01:01:01G 330101 14:02:01 57:01:01 06:0201G  08:0201G 01:02:01 04:02:01 03:02:01 05:01:01G 04:01:01G 05:01:01G B4*01:03N
423 5 F  0Z211:01 24:26 18:01:01G 48:02:01 04:01:01G 12:03:01G 03:01:01G 09:01:02G 02:01:01 03:03:02 03:01:01G  04:01:01G B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 5 G 36:01 74:01 18:03:01G 81:0101G 02:10 18:01:01G 03:01:01G 11:01:02 02:01:01 06:02:01 105:01 29:01 B3*02:02:01G B3*02:0Z2:01G
423 5 H 240201G  68:01:02G  18:01:01G  40:01:01G 03:0401G 07:01:01G 11:04:01 15.01:01G  03:01:01G 06:02:01 02:01:02G  03:01:01G B3*02:02:01G  B5*01:01:01
423 6 A 01:01:01:01 33:03M1 57:01:01 58:01:01  03:02:02:01 06:02:01:01  04:04:01 15:02:01 03:02:01 06:01 02:02 03:01:01G  B4*01:01:01G B5*01:02:01G
423 6 B 24:0201G 26:01:01 35:03:01 55:01:01 0303016 1203016 11:01:01 13:01:01 03:.01:01G 06:03:01 04:01:01G 10:01 B3*02:02:01G B3 02:02:01G
423 6 C 01:02 33:01:01 15:03:01G 49:01:01G 02:10 07:01:01G 10:01:01 11:01:02 03:19 05:01:01G 01:01:01G 17:01 B3*02:02:01G
423 6 D 0101:01G 31:01:02 08:01:01G 15:04:01 0303:01G  07:01:01G 14:02:01 15:01:01G 03:01:01:01 06:02:01 04:02:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B5*01:01:01
423 6 E 0201:01G 30:01:01 08:01:01G 44:03:01 0701016 16:0201G 03:01:01G 07:01:01G 02:01:01 02:02:01 01:01:01G  04:02:01G  B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 6 F 0zZ20101G 31:01:02G 39:03 44:0201G  05:01:01G 07:0201G 04:04:01 13:01:01 03:02:01 06:03:01 02:01:02G  04:020MG B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 6 G 3101026 31:01:02G6 150101 35:08:01 03:0401G  04:01:01G 04:01:01 04:03:01 03:02:01 03:02:01 01:01:01G  04:01:01G  B4*01:01:01G B4*01:01:01G
423 6 H 01:01:01G 01:01:01G 08:01:01G 58:01:01 0z:0201G 07:01:01G 13:02:01 13:02:01 06:04:01 06:09:01 04:02:01G  04:01:01G B3*03:01:01G B3*03:01:01G



Apéndice 04: Resultados de Tipagem HLA obtidos pelo protocolo lllumina01 da Histogenetics para 9 genes HLA.
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Amostra HLA-A HLA — A HLA-B HLA-B HLA -C HLA-C HLA-DRB1 HLA-DRB1 HLA-DQOB1 HLA-DOB1 HLA-DPBE1 HLA-DPB1 HLA — DRB HLA — DRB

423 7 A 0201016 2402016 39:01:01G 41:01:01 12:03:01G 1701016 07:01:01G 16:01:01 02:02:01 05:02:01 02:01:02G  04:02:01G  B4*01:01:01G  B5*02:02:01G
423 7 B 30:01:01 34:02:01 35:01:01G 42:02 04:01:01G 17010MG 1201016 120106 05:010M1G 05:01:01G 04:02:01G 0 13:01:01G B3*01:01:02G  B3*01:01:02G
423 7 C  0z201:01G 30:01:01 42:01:01 49:01:01G 07:01:01G . 17:01:01G 03:02:01 13:.02:01 04:02:01 06:04:01 01:.01:01G  04:01:01G B3*01:01:02G B3*03:01:01G
423 7 D 01:01:01G 68:01:02G  08:01:01G 40:04 03:04:01G 07:01:01G 03:01:01G 04:11:01 02:01:01 03:02:01 04:02:01G 14:01:01  B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 7 E  020101G  29:0201G 07:02:01G 41:01:01 07:0201G  08:0201G 11:01:02 16:01:01 05:02:01 06:02:01 02:01:02  04:01:01G  B3*02:02:01G  B5*0Z2:02:01G
423 7 F  0Z201:01G 32:01:01 14:02:01 50:01:01 06:02:01G  08:02:01G 01:02:01 07:01:01G 02:02:01 05:01:01G 02:01:02 02:01:02  B4*01:01:01G

423 7 G 0301:01G 24:03:01 40:02:01G 49:01:01G 03:04:01G 07:01:0MG 04:05:01 16:02:01 03:01:01 02:02:01 04:02:01G 1701 B4*01:01:01G  B5*02:02:01G
423 7 H 0301016 3101026 07:02:01G 35:04:01 0401016 07:0201G 14:02:01 15:01:01G 03:01:01 06:02:01 04:01:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B5*01:01:01
423 8 A 0101016 02:0101G 383:01:01 51:01:01G  01:0201G 06:0Z201G 07:01:01G 13:01:01 02:01:01G  06:03:01G 04:02:01G 17:01 B3*02:02:01G B4*01:01:01G
423 8 B 1101t01G 30:0201G 440301 44:03:01 16:01:01 16:01:01 07:01:01G  07:01:01G 02:02:01 02:02:01 04:01:01G 11:01:01 B4*01:01:01G B4*01:01:01G
423 8 C 0Z201:01G 26:01:01 38:01:01 44:03:01  12:03:01:01  16:01:01 07:01:01G 11:01:01 02:02:01 03:01:01G 04:01:01G  04:01:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 8 D 10101G 29:0201G 0 44:02:01 51:01:01G 18:0201G 160101 07:0101G 14:54:01 02:02:01 05:03:01G 02:01:01G 11:01:01 B3*02:0Z201G  B4*01:01:01G
423 8 E 01:01:01G  02:01:01G  38:01:01 51:01:01G  02:02:02G  06:02:01G  07:01:01G 13:01:01 02:02:01 06:03:01 02:01:02  04:01:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 8 F 0z201:01G 02:01:01G 35::02:01 51:01:01G  02:02:02G  04:01:01G 03:01:01G 11:01:01 02:01:01 02:01:1G 0401:01G 04:01:01G B3*02:0201G  B3I*02:0Z2:01G
423 8 G 020201 24020101 3:0z201  51:01:01:01 04:01:01 14:02:01 01:01:01 11:04:01 03:01:01 05:01:01 0301:01G  04:02:01:02 B3*02:02:01G

423 8 H 29:0201G  31:01:02G  44:03:01 52:01:02 15:02:01G 16:01:01 07:01:01G 08:02:01 02:02:01 04:02:01 11:01:01 14:01:01  B4*01:01:01G

423 9 A 030101G 2301016 140201 41:01:01 08:0201G  08:0201G 04:05:01 11:.01:02 03:02:01 06:02:01 03.01:01G  04:01:01G B3*02:02201G  B4*01:01:01G
423 9 B 0Z201:01G  03:01:01G  13:02:01 41:01:01 06:02:01G  17:01:01G 03:01:01G 07:01:01G 02:01:01 02:02:01 02:01:02  04:01:01G  B3*02:02:01G  B4*01:01:01G
423 9 C  02:05:01 02:01:01G 450101 49:01:01 or:01rG 16:01:01 04:05:01 11:01:01 03:01:01 02:02:01 02:01:02 02:01:02  B3*02:0Z201G  B4*01:01:01G
423 9 D 2301016 3002016 151001 15:03:01G 0210 03:04:02 01:02:01 0301016 02:01:01G  05:01:01G 0z2:01:02 105:01 B3*02:02:01G

423 9 E 03:0101G 20:0201G 27:05:02G 58:01:01 02:02:02G  07:01:01G 03:01:01G 15:01:01G 02:01:01 06:02:01 04:02:01G  04:01:01G  B3*01:01:02G  B5*01:01:01
423 9 F 020501 02:01:01G  50:01:01 50:01:01 06:02:01G  07:01:01G 07:0101G  07:01:01G 02:02:01 03:03:02G 02:01:02  04:01:01G  B4*01:01:01G  B4*01:01:01G
423 9 G 01010MG 02:0101G 07:0201G 44:03:01 0v:0201G - 16:01:01 03:01:01G 07:01:01G 02:01:01 02:02:01 02:01:02 11:01:01 B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 9 H 030101G  03:01:01G 07:02:01G 18:05 0702016 1203:01G 08:03:02 1501016 03:01:01 06:02:01 04:.01:01G  04:01:01G B5*01:01:01

423 10 A 03:01:01G 24:0201G 08:01:01G 51:01:01G 03:03:01G 07:01:01G 03:01:01G 09:01:02G 02:01:01 03:03:02 04:01:01G 10:01 B3*01:01:02G  B4*01:01:01G
423 10 B 0Z2:01:01G 74:01 15:03:01G 55:01:01 02:10 02:03:01G 13:02:01 14:54:01 05:03:01G 06:09:01 02:01:1G 04:01:MG B3*02:02201G B3*03:01:01G
423 10 ¢ 020101G  03:01:01G 350301 58:01:01 04:01:01G 07:0101G 11:01:01 1503016 03:01:01G 06:02:01 01:01:01G  03:01:01G  B3*02:02:01G  B5*01:01:01
423 10 D 23:01:01G 26:01:01 08:01:01G 14:01:01 0v:01:01G 08:0201G 03:01:01G 07:01:01G 02:01:01 02:02:01 01:01:01G 04:01:0M1G B3*01:01:02G  B4*01:01:01G



Apéndice 04: Resultados de Tipagem HLA obtidos pelo protocolo lllumina01 da Histogenetics para 9 genes HLA.
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Amostra HLA-A HLA - A HLA —B HLA-B HLA -C HLA —C HLA -DRB1 HLA-DRBE1 HLA-DOB1 HLA-DOB1 HLA-DPB1 HLA-DPB1 HLA — DRB HLA — DRB
423 10 E  11:01:01G 32:01:01  1401:01  3501:01G 0401016 08:0201G  07:01:01G  11:01:01 020201  03:01:01G 020102 10:01  B3*02:02:01G B4*01:01.01G
422 10 F 01:01:04G  234:02:01  08:01:01G 530101 04:01:01G  07:01:01G  030101G  15:03:01G  02:01:07 06:02:01  01:01:01G 10501  B3*01:01:02G  B5701:01:07
423 10 G 240301 3301:01 140201 381301 0702016 08:0Z201G  01:0201 160201  0301:01G  05:01:01G  040201G  04:01:01G B5*02:02:01G
423 10 H 01:01:01G  02:01:01G  08:01:01G 440301  07:01:01G 160201 03:0101G 040201  02:01:07 02:02:01  01:01:01G 020102 B3*01:01:02G B4*01:01:01G
423 11 A 29:0201G 74:01 15:03:01G  44:03:01 02:10 16:01:01 110102 130101 03:19 06:03:01  0401:01G 10501  B3*01:01:02G BI*02:02.01G
423 11 B 03:01:01G 6801026 390202  510101G  01:0201G 0304016 010101 080401 040201  0501:01G 0301016  04:02:01G
422 11 C 29:0201G  31:01:02G 440301 520102 1502016 160101  07.0101G 080201 020207 04:02:01  040201G 110101  B4*01:01.01G
423 11 D 0301:01G 6802016 0702016  1503:01G 02:10 07:02:01G 1503016 1503:01G  06:02:01 06:02:01  02:01:02 105:01  B5*01:01:01  B501:01:01
422 11 E  020101G  20:01:01  39:10:01  50:01:01  06:02:01:01 1203:01:01  01:0201  150301G  0501:01G 060201  02:01:02G 02:01:01G  B5°01:01:07
423 11 F 0201:01G  11:01:01G 3501016 44:0201G  04:01:01G  05:01:01G  01:01:01 130101 0501:01G 060301  0201:02G 04:0201G B3*02:02.01G
423 11 ¢ 020101G 6802016 510101 530101 0401016  150201G 07:0101G 130201  02:02:07 06:04:01  04:02:01G 04:01:01G B3*02:01:01G B4*01:01:01G
423 11 H 30:0201G 74:01 08:01:01G  18:01:01G 02:10 07:01:01G  0411:01  11:01:02 030201 05:02:01  04:0201G 04:01:01G B3*0201:01G  B4*01:01.01G
423 12 A 0301:01:01 31:01:0201 07:0201  39:01:01G 07:02:01:03 12:03:01:01  11:01:01 150101  03:01:01 06:02:01 06:01 14:01:01  B3*02:02:01G  B5*01:01:01
423 12 B 0201:01G 0201016 27:05.02G 450101 01:0201G  1601:01 010101 010201 0501:01G  05:01:01G  01.01:01G  04:0201G
423 12 ¢ 30:0201G 330301 07:0201G  18:0101G  0501:01G  07:0201G 03:0101G 09:01:02G  02:01:01 02:02:01  01:01:01G 0202  B3*02:02:01G B4*01:01:01G
422 12 D 020101G 0201016 07:0201G  15:03:01G 02:10 07:02:01G  07:01:01G  13:.02.01 020201 06:04:01  0201:01G 10:01  B3*0201:01G  B401:01:01G
423 12 E 0201:01G  03:01:01G 140201  18:0101G  02:02:02G  08:0201G  01:0201  13:01:01G¢  0501:01G  06:0301G  11:01:01  A7:01:01G B3*01:01:02G
423 12 F 020101G  11:01:01G  49:01:01G  50:01:01 0602016 07:01:01G 040501 0406:01G  03:02:07 04:02:01  12:01:010 3401 B4*01:01:01G  B401:01:01G
423 12 ¢ 1101016 31:01:02G 2705026 44:03:01  01:0201G  16:01:01 010101 07:01:01G  0201:01G  05:01:01G  02:01:02  04:01:01G B4*01:01.01G
423 12 H 03:01:01G  68:0201G 140201  470101G 0602016 08:0201G 040501 130201  0301:01G 020201 0201028 13:01:01C B3*01:01:02G B4*01:01:01G
Legenda

Cadigo Significado

07:XX1 Mutacio ndo-sindnima. AA 42 AGT (S) — GGT (G). O alelo mais similar & C*07:02:01G

07 XX2 Mutacdo ndo-sindnima. AA 77 AAC (N) — AAA (K). O alelo mais similar € B*07:57

NT MNao tipado



Apéndice 05: Resultados de tipagem HLA obtidos pelo protocole PacBio da Histogenetics para 6 genes HLA.
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Amostra HLA-A HLA —A HLA -B HLA -B HLA-C HLA -C HLA - DRB1 HLA-DRB1 HLA-DOB1 HLA-DOB1  HLA-DPB1  HLA-DPB1
88 1 A 1L:01:01:01 11:01:01:01  51:01:01:01 51:01:01:01 O7:01:01:01 07:01:01:01 11:01:01 11:01:01 03:01:01 03:01:01 04:01:01 04:01:01
89 1 B 26:01:01 33:01:01 14:02:01 38:01:01 08:02:01:01 12:03:01:01 01:02:01 04:02:01 03:02:01 05:01:01:01 04:01:01 04:01:01
89 1 D 24:02:01:02L 31:01:02:01 13:02:01 35:04:01 04:01:01:01  06:02:01:01 07:01:01 08:07 02:02:01 04:02:01 04:02:01:02 17:01
88 2 B 1L0L:01:01 32:01:01 35:01:01 30301 04:01:01:01  04:01:01:05 07:01:01 14:54:01 02:02:01 05:03:01 05:RGPW 1701
89 2 D 02:ANGA 11:01:01:01 35:01:01 44:02:01:01  04:01:01:05 05:01:01:02 14:54:01 15:01:01 05:03:01 06:02:01 04:01:01 04:01:01
88 2 F 02:ANGA 66:01:01 51:31 58:02 06:02:01:01 15:02:01:01 07:01:01 09:CTZ 02:02:01 03:03:02:04 105:01 13:FNVU
89 3 A 24:02:01:01 24:02:01:02L 15:37 55:01:01 01:02:01 03:04:02 03:01:01 12:01:01 02:01:01 06:03:01 OL:AETTA 04:01:01
89 3 E 02:ANGA D2:ANGA 07:02:01 5L:01:01:01 07:02:01:03 15:02:01:01 13111 15:01:01 06:02:01 06:03:01 04:01:01 04:01:01
89 3 F 02:ANGA D2:ANGA 35:01:01 EEHOHU 04:01:01:01 (04:01:01:01 01:01:01 01:01:01 05:01:01 05:01:01 02:01:02 04:01:01
88 3 H 02:ANGA 30:01:01 42:02 53:01:01 04:01:01:01  17:01:01:02 11:01:02 12:38 03:19 05:01:01 04:01:01 17:01
89 4 A 0L:01:01:01 74:01 07:02:01 08:01:01 07:02:01:02 07:01:01:01 03:01:01 11:04:01 02:01:01 03:01:01 04:02:01:02 13:FNVU
89 4 D 24:02:01:01 29:02:01:01 07:02:01 44:03:01 07:02:01:03 16:01:01 07:01:01 15:01:01 02:02:01 06:02:01 04:01:01 04:01:01
89 4 E 23:01:01 65:02:01:01 44:03:01 50:02 04:01:01:01  06:02:01:02 07:01:01 12:01:01 02:02:01 06:03:01 04:01:01 1001
89 4 F 02:ANGA 03:01:01:01 07:02:01 EYHOHO 06:02:01:01 07:02:01:03 01:01:01 07:01:01 03:03:02:01 05:01:01 04:02:01:02 16:01:01
g9 5 A 30:02:01:02 68:02:01:01 08:01:01 18:01:01:01 05:01:01:01 07:01:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 02:01:02 15:01:01
89 5 B 03:01:01 29:02:01:01 44:03:01 570301 07:01:01:01 16:01:01 07:01:01 08:06 02:02:01 05:03:01 OL:AETTA 04:01:01
88 5 D OLOL:0L:01 301 08:01:01 230101 04:01:01:01  07:01:01:01 03:01:01 15:03:01 02:01:01 06:02:01 02:01:02 11:01:01
89 5 H 03:01:01:01 24:02:01:01  44:02:01:01 51:01:01:01 05:01:01:02 15:02:01:01 13:01:01 15:01:01 06:02:01 06:03:01 04:01:01 04:02:01:02
89 7 B O0L0L:01:01 02:66 51:01:01:01 s8:01:01 0718 15:02:01:01 07:01:01 14:54:01 02:02:01 05:03:01 02:01:02 04:01:01
89 7 F 0L:01:01:01 02:ANGA 44:02:01:01 58:01:01 03:03:01 0718 13:03:01 12:01:01 03:01:01 06:03:01 03:FMWVX 10:01
89 7 G 3k02:01:.01 30:02:01:01 14:02:01 18:01:01:01 05:01:01:01 0&:02:01:01 03:01:01 15:03:01 02:01:01 06:02:01 02:01:02 13:FNVU
89 8 C 24:02:01 20:01:01 35:03:01 as0n01 12:03:01:01 12:03:01:01 13:01:01 14:54:01 05:03:01 06:03:01 02:01:02 02:01:02
89 9 B O0LO0L:01:01 23:01:01 14:02:01 S0:01:01 06:02:01:02 0&:02:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 02:01:02 02:01:02
89 10 C 02:ANGA 24:02:01:01 14:02:01 15:01:01:01 02:02:02 03:03:01 01:02:01 04:01:01 03:02:01 05:01:01:01 02:01:02 04:01:01
g9 10 H  24:02:01:01 31:15 07:02:01 15:05:01 01:02:30 07:02:01:03 04:11:01 15:01:01 03:02:01 06:02:01 04:01:01 04:01:01
89 11 B 0L0L:01:01 24:02:01:01 08:01:01 15:17:01:01  07:01:01:01 070102 01:01:01 15:01:01 05:01:01 06:02:01 04:01:01 04:01:01
89 11 F 0L:01:01:01 11:01:01:01 14:02:01 14:02:01 02:02:02:01 0&:02:01:01 01:02:01 01:02:01 05:01:01:01  05:01:01:01 02:01:02 04:01:01
89 11 G 23:01:01 32:01:01 14:02:01 49:01:01 07:01:01:01  0&:02:01:01 03:01:01 15:01:01 02:01:01 06:02:01 02:01:02 04:01:01
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Amostra HLA-A HLA —A HLA -B HLA -B HLA-C HLA -C HLA - DRB1 HLA-DRB1 HLA-DOB1 HLA-DOB1  HLA-DPB1  HLA-DPB1
89 11 H 0L:0L:01:01 D2:ANGA 35:01:01 s70301 04:01:01:01 07:01:02 01:01:01 03:01:01 02:01:01 05:01:01 04:01:01 04:02:01:02
89 12 A 02:ANGA 29:02:01:01 44:03:01 50:01:01 12:02:01:01 16:01:01 07:01:01 13:02:01 02:02:01 06:09:01 OL:AETTA 05:RGPW
89 12 E 24:03:01 32:01:01 44:03:01 45:01:01 07:01:01:01 16:01:01 04:05:01 07:01:01 02:02:01 03:02:01 03:FNVX 17:01
89 12 H 1L:01:01:01 30:02:01:01  18:01:01:01 an0n01 04:01:01:01 05:01:01:01 01:01:01 03:01:01 02:01:01 05:01:01 04:02:01:02 1001
93 1 B 02:ANGA 30:02:01:01 14:02:01 3s02:01 04:01:01 08:02:01:01 03:01:01 15:03:01 02:01:01 06:02:01 02:01:02 04:01:01
93 2 B 2%:02:01:01 31:01:02:01 39:06:01 51:01:01:01  07:02:01:01 14:02:01 08:02:01 08:03:02 03:01:01 04:02:01 04:01:01 04:02:01:02
93 2 C 02:ANGA 31:01:02:01 35:01:01 51:01:01:01  04:01:01:01 16:02:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 04:02:01:02 17:01
93 3 A 02:ANGA 23:01:01 44:03:01 28:01:01 04:01:01:01 or1s 07:01:01 15:03:01 02:02:01 06:02:01 105:01 1701
93 3 C 23:17 31:01:02 08:01:01 151001 03:04:02 07:01:01:01 03:01:01 11:01:02 02:01:01 06:02:01 OL:AETTA 18:01
93 3 H 03:01:01 68:02:01:01 14:02:01 49:01:01 07:01:01:01  0&:02:01:01 04:05:01 15:03:01 03:02:01 06:02:01 02:01:02 02:01:02
93 4 A 0L:01:01:01 02:ANGA 39:10:01 51:01:01:01  12:03:01:01 15:13 04:02:01 10:01:01 03:02:01 05:01:01 13:FNVU 17:01
93 4 B 02:ANGA 03:01:01:01 35:03:01 44:02:01:01  05:01:01:02 12:03:01:01 04:01:01 11:01:01 03:01:01 03:01:01:01 04:01:01 04:02:01:02
93 4 E 0L0L:01:01 23:01:01 15:17:.01:01 a7on01 06:02:01:01 070102 08:01 13:02:01 04:02:01 06:04:01 04:01:01 1701
93 5 B 23::02:01:01 31:01:02:01  15:01:01:01 3903 03:03:01 07:02:01:01 08:02:01 13:01:01 04:02:01 06:03:01 02:01:02 04:02:01:02
93 5 D 02:ANGA 29:02:01:01  15:01:01:01 570101 03:03:01 07:01:01:01 04:01:01 07:01:01 03:03:02:01 03:02:01 02:01:02 04:01:01
93 5 E 32:01:01 68:01:01:02 40:02:01 58:01:01 02:02:02:01 0718 11:02:01 15:01:01 03:19 06:02:01 02:01:02 04:01:01
93 5 F 02:ANGA 24:05 07:02:01 08:01:01 07:02:01:02 07:.01:01:01 03:01:01 16:01:01 02:01:01 05:02:01 04:01:01 04:01:01
93 5 G 02:ANGA 30:02:01:01 35:03:01 s8:01:01 04:01:01:01 0718 13:02:01 15:03:01 06:02:01 06:04:01 02:01:02 17:01
93 5 H 02:ANGA 30:01:01 35:05:01 42:02 04:01:01:01  17:01:01:02 08:02:01 120V 04:02:01 05:01:01 04:02:01 18:01
93 6 A 23:17 31:01:02:01 15:02:01 40:01:02 02:10 03:04:01 04:04:01 11:01:02 03:02:01 06:02:01 02:01:02 105:01
93 6 B 0L0L:0L:01 03:01:01:01 37:01:01 a7on01 06:02:01:01 07:01:01:01 01:01:01 07:01:01 03:03:02:01 05:01:01 04:01:01 04:02:01:02
93 6 G 02:ANGA 30:02:01:01 45:01:01 S0:01:01 06:02:01:02 07:01:01:01 04:05:01 07:01:01 02:02:01 03:02:01 04:01:01 13:FNVU
93 6 H 0L0L:01:01 26:08 08:01:01 15:01:01:01 03:03:01 07:01:01:01 03:01:01 13:01:01 02:01:01 05:01:01 04:01:01 13:FNVU
93 7 A 24:02:01:01 30:02:01:01  18:01:01:02 35:05:01 03:04:01 07:04:01 11:01:02 11:01:01 03:01:01 06:02:01 105:01 04:02:01
93 7 B 02:ANGA 30:02:01:03 15:10:01 51:01:01:01 03:04:02 15:02:01:01 03:01:01 13:01:01 02:01:01 06:03:01 OL:AETTA D3:FNVX
93 7 C 03010101 63:01:02:01 35:01:01 40:04 03:04:01 04:01:01:01 01:01:01 04:11:01 03:02:01 05:01:01 05:RGPW 1001
93 7 E 3L.0L:02:01 68:01:02:01 3506 40:01:02 03:04:01 04:01:01:01 04:04:01 14:02:01 03:01:01:01 03:02:01 105:01 06:01
93 7 F 03010101 24:03:01 15:20 S0:01:01 03:04:01 06:02:01:02 04:08:01 10:01:01 03:01:01 05:01:01 04:01:01 04:01:01
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Amostra HLA-A HLA —A HLA -B HLA -B HLA-C HLA -C HLA - DRB1 HLA-DRB1 HLA-DOB1 HLA-DOB1  HLA-DPB1  HLA-DPB1
93 7 G 02:ANGA 02:01:01 13:02:01 EEHOHO 04:01:01:01 06:02:01:01 01:01:01 07:01:01 02:02:01 05:01:01 OL:AETTA 04:01:01
93 8 A 02:ANGA 23:01:01 15:01:01 58:01:01 03:02:02:01 04:01:01 11:01:01 15:03:01 03:01:01 06:02:01 OL:AETTA 04:01:01
93 8 C 02:ANGA 24:02:01:01 15:03:01 45:01:01 02:10 16:01:01 03:02:01 10:01:01 04:02:01 05:01:01 OL:AETTA 17:01
93 9 A 24:02:01:01 32:01:01 15:01:01:01 a7on01 03:03:01 06:02:01:01 11:03 12:01:01 03:01:01 06:03:01 04:02:01:02  04:02:01:02
93 9 B 02:ANGA 30:02:01:01  18:01:01:02 EEHOHO 04:01:01:01 07:04:01 01:01:01 11:01:02 05:01:01 06:02:01 OL:AETTA 04:01:01
93 9 C 3L0n:02:01 34:02:01 35:04:01 35:01:01 04:01:01:01 04:01:01:01 08:07 13:02:01 04:02:01 05:01:01 OL:AETTA 04:02:01:02
93 9 E 03:01:01 30:01:01 45:01:01 57.02:01 07:01:01:01 18:02 11:01:02 11:02:01 03:19 06:02:01 02:01:02 04:01:01
93 10 G 02:ANGA 65:02:01:01 45:01:01 230101 04:01:01:01 070102 03:01:01 03:02:01 02:01:01 04:02:01 OLAETTA 1701
93 10 H 03:01:01:01 31:01:02:01 07:02:01 14:02:01 07:02:01:01 0&:02:01:01 04:05:01 14:54:01 03:02:01 05:01:01 04:01:01 105:01
93 11 A 0L:0L:01:01 02:04 35:111:01 EFHOHO 03:04:01 06:02:01:01 09:CTZ 10:01:01 03:03:02 05:01:01 04:01:01 14:01:01
93 11 C 01:01:01 36:01 08:01:01 44:03:01 04:01:01:01 07:01:01:01 03:01:01 15:03:01 02:01:01 06:02:01 02:01:02 06:01
93 11 E 1L:01:01:01 68:02:01:01 15:16:01 35:01:01 03:03:01 14:02:01 01:02:01 14:54:01 05:03:01 05:01:01 01:01:02 02:01:02
93 11 G 23:01:01 65:01:01:02 45:01:01 58:02 06:02:01:01 07:01:01:01 11:01:01 120V 03:01:01 05:01:01 OLAETTA 04:01:01
93 12 B 1L:01:01:01 24:02:01:01 35:01:01 44:03:01 04:01:01:01  04:01:01:05 14:54:01 15:03:01 05:03:01 06:02:01 02:01:02 04:01:01
93 12 E 03:01:01 11:01:01:01  18:01:01:01 35:01:01 02:02:02:01 04:01:01:01 01:01:01 12:01:01 05:01:01 06:03:01 03:FMWVX 11:01:01

144 1 B 02:ANGA 03:01:01:01  18:01:01:01 35:03:01 04:01:01:01  05:01:01:01 03:01:01 11:01:01 02:01:01 03:01:01 04:01:01 04:01:01
144 1 D 24:02:01:01 31:01:02:01  51:01:01:01 230101 04:01:01:01  15:02:01:01 01:01:01 03:01:01 02:01:01 05:01:01 04:02:01:02 1001
144 1 F 02:ANGA D2:ANGA 08:01:01 45:01:01 07:01:01:01 16:01:01 03:01:01 11:01:02 02:01:01 06:02:01 04:01:01 105:01
144 1 H 23:01:01 74:01 15:03:01 41:02:01 02:10 17:01:01:02 13:01:01 15:03:01 06:02:01 06:03:01 02:01:02 11:01:01
144 2 C  11:01:01:01 11:01:01:01 07:02:01 52:01:01 07:02:01:02 12:02:02 13:02:01 15:01:01 06:02:01 06:09:01 04:01:01 04:01:01
144 2 E 0L:01:01:01 03:01:01:01 08:01:01 5L01:01:01 07:01:01:01 14:02:01 03:01:01 12:01:01 02:01:01 06:03:01 OLAETTA 04:01:01
144 2 G a00L01 30:02:01:01 13:02:01 18:01:01:01 05:01:01:01 06:02:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 04:02:01:01 1001
144 3 H  03:01:01:01 69:01 07:02:01 35:08:01 07:02:01:03  12:03:01:01 04:03:01 15:01:01 03:02:01 06:02:01 02:01:02 02:01:02
144 4 E  03:01:01:01 33:03:01 07:02:01 35:01:01 04:01:01:01 07:02:01:03 10:01:01 15:01:01 05:01:01 06:02:01 OL:AETTA 04:01:01
144 4 F  03:01:01:01 25:01:01 14:02:01 3%:BMFM - 08:02:01:01 12:03:01:01 01:02:01 04:03:01 03:04:01 05:01:01:01  OL:AETTA 04:01:01
144 4 G 02:ANGA D2:ANGA 40:01:02 S0:01:01 03:04:01 06:02:01:02 07:01:01 13:02:01 02:02:01 06:04:01 04:01:01 13:FNVU
144 5 A 02:ANGA 03:01:01:01 35:01:01 44:05:01 02:02:02:01 (04:01:01:01 11:04:01 16:01:01 03:01:01 05:02:01 04:02:01:01 06:01
144 5 B 23:01:01 33:03:01 14:02:01 44:03:01 08:02:01:01 16:01:01 07:01:01 13:01:01 02:02:01 06:03:01 04:01:01 16:01:01
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Amastra HLA-A HLA —A HLA -B HLA -B HLA-C HLA -C HLA - DRB1 HLA-DRB1 HLA-DOB1 HLA-DOB1  HLA-DPB1  HLA-DPB1
144 5 F  01:01:01:01 11:01:01:01  44:02:01:01 51:01:01:01 05:01:01:02 (07:01:01:01 08:01 120V 03:01:01 04:02:01 02:01:02 03:FNWX
144 5 G 24:02:01:01 26:01:01 15:02:01 38:37 02:10 12:03:01:01 03:01:01 04:02:01 02:01:01 03:02:01 02:01:02 04:01:01
144 5 H 02:ANGA 33:01:01 08:01:01 14:02:01 07:01:01:01 08:02:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 131:01 17:01
144 6 A 02:ANGA 25:01:01 44:02:01:01 S2:01:01 05:01:01:02 12:02:02 04:01:01 15:02:01 03:01:01:01 06:01 03:FMNVX 04:01:01
144 6 G 24:02:01:01 24:02:01:01 14:02:01 35:08:01 02:02:02:01 04:01:01 01:02:01 13:01:01 05:01:01:01 06:03:01 02:01:02 04:01:01
144 7 A 11:01:01:01 24:02:01:01 35:08:01 45:01:01 04:01:01 16:01:01 10:01:01 12:01:01 05:01:01 06:03:01 04:01:01 1701
144 7 D 02:ANGA 24:02:01:01 15:04:01 44:03:01 03:03:01 05:01:01:02 11:01:01 16:02:01 03:01:01 03:01:01 04:02:01:02 10:01
144 7 E  29:02:01:01 31:01:02:01 13:02:01 44:03:01 06:02:01:01 16:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 04:01:01 11:01:01
144 7 F 03:02:01 24:02:01 44:02:01:01  51:01:01:01 05:01:01:02 15:02:01:01 13:01:01 15:01:01 06:02:01 06:03:01 02:01:02 04:01:01
144 & A 02:ANGA 24:02:01:01 35:02:01 40:01:02 03:04:01 04:01:01 04:05:01 15:01:01 03:02:01 06:02:01 04:01:01 17:01
144 & H 23:01:01 66:01:01 35:01:01 51:01:01:01 02:02:02:01 04:01:01:01 01:01:01 07:01:01 02:02:01 05:01:01 OL:AETTA 04:02:01:02
144 9 A 23:01:01 25:01:01 15:01:01:01 44:03:01 03:03:01 04:01:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 04:01:01 10:01
144 9 C  24:02:01:01 32:01:01 14:01:01 30301 08:02:01:02 12:03:01:01 07:01:01 14:54:01 02:02:01 05:03:01 04:01:01 1001
144 9 D 02:05:01 29:02:01 44:03:01 45:01:01 06:02:01:03 16:01:01 07:01:01 13:01:01 02:02:01 03:03:02:01 11:01:01 11:01:01
144 9 E  30:02:01:02 30:02:01:03 07:02:01 08:01:01 07:02:01:01 07:01:01:01 11:01:02 15:03:01 03:19 06:02:01 02:01:02 105:01
144 9 G 02:ANGA 03:01:01:01  44:02:01:01 51:01:01:01 05:01:01:02 16:02:01 07:01:01 08:01 02:02:01 04:02:01 04:01:01 04:02:01:02
144 10 H  0L:01:01:01 03:01:01:01 14:02:01 30301 04:01:01:01  0&:02:01:01 01:02:01 07:01:01 02:02:01 05:01:01:01 02:01:02 04:02:01:02
144 11 A 03:01:01 29:02:01:01 41:02:01 44:03:01 16:01:01 17:01:01:02 07:01:01 15:03:01 02:02:01 06:02:01 03:FNVX 105:01
144 411 D  11:01:01:01 23:01:01 18:01:01:02 49:01:01 07:01:01:01  12:03:01:01 13:02:01 16:02:01 05:02:01 06:04:01 02:01:02 03:FNWX
144 11 F 02:ANGA 29:02:01:02 40:04 45:01:01 03:04:01 06:02:01:02 04:11:01 11:01:01 03:01:01 03:02:01 03:FMWVX 04:01:01
144 11 H 02:ANGA 24:02:01:01 39:00:02 1010101 07:02:01:01 14:02:01 04:03:01 08:01 03:02:01 04:02:01 04:01:01 11:01:01
144 12 A 02:ANGA 03:01:01:01 14:02:01 a7on01 06:02:01:01 0&:02:01:01 01:02:01 07:01:01 03:03:02:01 03:01:.01:01 04:01:01 04:01:01
144 12 B 02:ANGA 68:01:01:02 35:03:01 45:01:01 04:01:01:01 16:01:01 03:01:01 11:02:01 02:01:01 03:19 03:FNVX 13:FNVU
144 12 F  29:02:01:01 68:01:02:02  18:01:01:02 18:01:01:01 05:01:01:01 12:03:01:01 03:01:01 15:01:01 02:01:01 06:02:01 04:01:01 23:01:01
144 12 G 01:01:01:01 26:08 41:01:01 44:02:01:01  05:01:01:02 07:01:02 03:01:01 12:0V 02:01:01 03:01:01 04:01:01 04:01:01
144 12 H  03:01:01:01 24:02:01:01 07:02:01 13:02:01 06:02:01:01 07:02:01:03 07:01:01 12:01:01 02:02:01 06:03:01 02:01:02 04:02:01
423 1 A 01:01:01:01 D2:ANGA 18:01:01:02 3s02:01 04:01:01 07:01:01:01 11:04:01 11:01:01 03:01:01 03:01:01 02:01:02 04:01:01
423 1 B 02:ANGA 24:03:01 35:05:01 44:02:01:01  04:01:01:01 05:01:01:02 04:04:01 13:01:01 03:02:01 06:03:01 02:01:02 14:01:01
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Amastra HLA-A HLA —A HLA -B HLA -B HLA-C HLA -C HLA - DRB1 HLA-DRB1 HLA-DOB1 HLA-DOB1  HLA-DPB1  HLA-DPB1
423 1 D 02:ANGA 23:01:01 44:02:01:01  44:02:01:01  04:01:01:01 05:01:01:02 11:18 13:01:01 03:01:01 06:03:01 02:01:02 04:01:01
423 1 F  03:01:01:01 03:01:01:01 07:02:01 07:.02:01 07:02:01:02 07:02:01:03 13:01:01 15:01:01 06:02:01 06:03:01 02:01:02 13:FNVU
423 1 H 23:01:01 74:.01 08:01:01 15:03:01 02:10 03:04:01 01:02:01 09:CTZ 02:02:01 05:01:01:01  OL:AETTA 02:01:02
423 2 B 02:ANGA 11:01:01:01  44:02:01:01 44:02:01:01 05:01:01:02 15:02:01:01 04:02:01 120V 03:01:01 03:02:01 04:01:01 05:RGPW
423 2 ¢ 03:01:01:01 24:03:01 15:01:01:01 EEHOHO 03:03:01 04:01:01:01 01:01:01 08:04:01 04:02:01 05:01:01 04:02:01:02  04:02:01:02
423 2 D 03:01:01:01 23:01:01 49:01:01 51:01:01:01  07:01:01:01 15:02:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 1001 15:01:01
423 2 E 02:ANGA 02:ANGA 44:02:01:01  51:01:01:01 05:01:01:02 07:01:01:01 13:01:01 12:01:01 06:03:01 06:03:01 02:01:02 02:01:02
423 2 F  0L:.01:01:01 D2:ANGA 51:01:01:01 51:01:01:01 14:02:01 15:02:01:01 11:01:01 12:01:01 03:01:01 06:03:01 04:01:01 04:02:01:02
423 2 G 24:02:01:01 24:02:01:01 35:01:01 3n03:01 04:01:01:05  12:03:01:01 04:01:01 14:54:01 03:02:01 05:03:01 02:01:02 04:01:01
423 2 H 02:ANGA 29:02:01:01  18:01:01:02 44:03:01 02:02:02:01 16:01:01 04:04:01 07:01:01 02:02:01 03:02:01 04:01:01 14:01:01
423 3 A 02:ANGA 68:01:02:01 40:04 51:01:01:01 03:04:01 14:02:01 01:01:01 04:11:01 03:02:01 05:01:01 04:02:01:02 20:01:01
423 3 D 1L:.0L:0L:01 20:01:01 14:02:01 45:01:01 07:01:01:01 08:02:01:01 01:02:01 11:01:01 03:01:01 05:01:01:01 02:01:02 13:FNVU
423 3 G 23:01:01 65:02:01:01 07:02:01 15:16:01 o7:02:01:01 14:02:01 01:02:01 09:CTZ 02:02:01 05:01:01 010102 131:01
423 3 H 26:01:01 68:02:01:01  18:01:01:02 53:01:01 04:01:01:01  12:03:01:01 11:02:01 11:04:01 03:19 03:01:01 02:01:02 04:02:01:01
423 4 E  03:01:01:01 32:01:01 3%:BMFM 51:01:01:01  12:03:01:01 16:02:01 11:03 12:01:01 03:01:01 06:03:01 02:01:02 04:02:01:02
423 4 F  24:02:01:01 24:02:01:01 3%:BMFM 44:02:01:01  05:01:01:02 12:03:01:01 13:01:01 12:01:01 06:03:01 06:03:01 04:02:01:02 11:01:01
423 4 G 02:ANGA 63:01:02 08:01:01 15:18:01 o7:0Ln0n01 07:04:01 03:01:01 11:02 02:01:01 03:01:01 04:01:01 04:01:01
423 4 H 02:ANGA 11:01:01:01 35:01:01 44:02:01:01  02:02:02:01  05:01:01:02 15:01:01 15:01:01 06:02:01 06:02:01 05:RGPW 19:01
423 5 C 02:ANGA 02:05:01 35:03:01 S0:01:01 04:01:01:01  06:02:01:02 07:01:01 10:01:01 02:02:01 05:01:01 02:01:02 03:FNWX
423 5 D 23:01:01 29:02:01:01 07:02:01 44:03:01 07:02:01:02 16:01:01 07:01:01 15:01:01 02:02:01 06:02:01 04:01:01 09:01:01
423 6 C 01:02 33:01:01 15:02:01 49:01:01 02:10 07:01:01:01 10:01:01 11:01:02 03:19 05:01:01 OLAETTA 1701
423 6 E 02:ANGA 30:01:01 08:01:01 44:03:01 o7:0Ln0n01 1m:02:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 OLAETTA 04:02:01:02
423 7 B 30:01:01 34:02:01 35:01:01 42:02 04:01:01:01  17:01:01:02 120V 120V 05:01:01 05:01:01 04:02:01:02 13:FNVU
423 7 E 02:ANGA 29:02:01:01 07:02:01 41:01:01 07:02:01:02 08:02:01:01 11:01:02 16:01:01 05:02:01 06:02:01 02:01:02 04:01:01
423 7 F 02:ANGA 32:01:01 14:02:01 30:01:01 06:02:01:02  08:02:01:01 01:02:01 070101 02:02:01 05:01:01:01 02:01:02 02:01:02
423 7 H 03:01:01:01 31:01:02:01 07:02:01 350401 04:01:01:01  07:02:01:03 14:02:01 15:01:01 03:01:01 06:02:01 04:01:01 04:01:01
423 8 A 01:01:01:01 D2:ANGA 38:01:01 51:01:01:01 01:02:01 06:02:01:01 07:01:01 13:01:01 02:02:01 06:03:01 04:02:01:02 1701
423 8 B 11l:01:01:01 30:02:01:01 44:03:01 44:03:01 16:01:01 16:01:01 07:01:01 07:01:01 02:02:01 02:02:01 04:01:01 11:01:01



Apéndice 05: Resultados de tipagem HLA obtidos pelo protocole PacBio da Histogenetics para 6 genes HLA.
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Amostra HLA —-A HLA-A HLA-B HLA —-B HLA —C HLA-C HLA — DRE1 HLA —DRBE1 HLA - DOB1 HLA - DQB1 HLA -DPB1 HLA —DPEB1
423 8 D 11:01:01:01  29:02:01:01 44:03:01  51:01:01:01 15:02:01:01  16:01:01 07:01:01 14:54:01 02:02:01 05:03:01 03:FNVX 11:01:01
423 8 F  0Z:ANGA 03:01:01:01 35:03:01  51:01:01:01 02:02:02:01 04:01:01:01  03:01:01 11:01:01 02:01:01 03:01:01 04:01:01 04:01:01
423 9 A 03:01:0L:01 23:01:01 14:02:01 41:01:01  08:02:01:01 08:02:01:01  04:05:01 11:01:02 03:02:01 06:02:01 03:FNVX 04:01:01
423 9 B 0Z:ANGA 03:01:01:01 13:02:01 41:01:01  06:02:01:01  17:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 02:01:02 04:01:01
423 9 C  OZ:ANGA 02:05:01 45:01:01 49:01:01  07:01:01:01  16:01:01 04:05:01 11:01:01 03:01:01 03:02:01 02:01:02 02:01:02
422 9 D 23:01:01 30:02:01:02 15:10:01 15:03:01 02:10 03:04:02 01:02:01 03:01:01 02:01:01  05:01:01:01  02:01:02 105:01
423 9 F  0Z:ANGA 02:05:01 50:01:01 50:01:01  06:02:01:02 07:01:01:01  07:01:01 07:01:01 02:02:01  03:03:02:01  02:01:02 04:01:01
423 9 G 0L0L:0L:01 02:ANGA 07:02:01 44:03:01  07:02:01:03  16:01:01 03:01:01 07:01:01 02:01:01 02:02:01 02:01:02 11:01:01
423 10 D 23:01:01 26:01:01 08:01:01 14:01:01  07:01:01:01  08:02:01:02  03:01:01 07:01:01 02:02:01 02:01:01 01L:AETTA 04:01:01
422 10 G 24:03:01 33:01:01 14:02:01 39:13:01  07:02:01:01 08:02:01:01  01:02:01 16:02:01 03:01:01  05:01:01:01  04:01:01  04:02:01:02
423 10 H  01:01:01:01 02:ANGA 08:01:01 44:03:01  07:01:01:01  16:02:01 03:01:01 04:02:01 02:01:01 03:02:01 01:AETTA 02:01:02
423 11 A 29:02:01:01 74:01 15:03:01 44:03:01 02:10 16:01:01 11:01:02 13:01:01 03:19 06:03:01 04:01:01 105:01
423 11 C  29:02:0L:01  31:01:02:01 44:03:01 52:01:02  15:02:01:01  16:01:01 07:01:01 08:02:01 02:02:01 04:02:01 04:02:01 11:01:01
423 11 E  0Z:ANGA 30:01:01 39:10:01 50:01:01  06:02:01:01 12:03:01:01  01:02:01 15:03:01  05:01:01:01  06:02:01 02:01:02 03:FNWX
423 11 H  30:02:01:03 74:01 08:01:01 18:01:01 02:10 07:01:01:01  04:11:01 11:01:02 03:02:01 05:02:01 04:01:01  04:02:01:02

Legenda
Gene HLA  Resultado Significado —
Grupo G Alelos Possiveis

A 02.ANGA  02:01:01G 02:01:01:01/02:01:01:02L/02:01:01:03/02:01:01:04
B 39BMFM  39:01:01G 39:01:01:01/39:01:01:02L/39:01:01:03/02:01:03

DRB1 09:CTZ 09:01:02G 09:01:02/09:21

DRB1 120V 12:01:01G 12:01:01/12:10

DPBE1 O0LAETTA 01:01:01G 01:01:01/417:01

DPE1 03:FNVX 03:01:01G 03:01:01/104:01

DPE1 05:RGPW  05:01:01G 05:01:01/135:01

DPE1 13:FNVU 13:01:01G 13:01:01/107:01



{53 NGSengine®

File Users Aligner View Help
® 1 (.3 = Samples: 31732 |
. o as B L amples: L
G E N DX [ i Ovemew‘ {“ Staﬂstlcs] l|j Repons] 32 /32samples Y oo me o &
User = 5
y s T Resolution: |All fields Status Actions
Rl evicwed vinices TonXpress_019.19.R_2017_10_13_15_43_57_user_55-0053-31-Teste_INCA_131017 48465/273722 (30% X i ol .
SiBrary HLA-A  21909/22395 (97%) 242 [4-749] 2075[114-3084] 1 A*02:01:15, A*24:02:01:01 [Ex] 0 fin] O m1 v X anal @
lIMGT 3.280 vl
HLA-B  19108/19482 (98%) 239 [4-761] 1564 [92-2516] 1 ®  B*50:02, B*50:02 [Ex] O fin] 1 R v X Ej
Project
HLAC — 20866/21262 (98%) 236 [2-687] 1587 [80-2831] 2 @  C06:02:01:02, C06:02:01:02 [Ex] 0 [in] 2 Rz X Reanalyze @
OnelambdalonS5 CiUsers\18 ¥
] DREL  38470/40311 (95%) 242 [3-759] 2356 [94-3986] 2 DRB104:06:02, DRB1*15:01:01:03 * [Ex] 0 [In] 20 M w3 VX anal @
<
Data folders DRBA  19939/20271 (98%) 245 [7-797] 1024 [55-2366] 4 DRB4*01:03:01:01 [Ex] 2 [In] 3 R3 Vv X @
Ol G SEHO DRES  22376/22758 (98%) 235 [4-708] 1583 [80-2998] 1 DRB5"01:01:01 [E40[In] 6 R1 VX Reanalyze E-j
DOBL  37243/37882 (98%) 245 [4-805] 2752 [104-4367] 2 DQB1*04:02:01:01, DQB1*06:02:01:01 [Ex] 0 fin] 2 M m1 VX eanal @
T - DPBL  63106/64103 (98%) 247 [3-767] 2952 [120-4512] 4 DPB1*04:02:01:02, DPB1*104:01:01:01 [Ex] 0 [In] 10 M R VX @
Add data folder TonXpress_011.11.R_2017_10_13_15_43_57_user_55-0053-31-Teste_INCA_131017 462499/510398 (90%) v X Reanalyze ﬁ
HLA-A  A7097/48651 (96%) 219[2-652] 3870 [233-6006] 2 A*02:01:01:01, A*29:01:01:01 [Ex] O fin] 1 m2 v X Reanalyze @
HLA-E  37960/39098 (97%) 213 [3-640] 3063 [160-4265] & B"44:03:01:01, B*51:01:01:01 [Ex] 0 [in] O ms mz2 VX @
Heaire HLAC  44570/45862 (97%) 214[2-693] 3510 [171-5504] 3 C*03:03:01:01, C*04:01:01:01 [Ex] 0 fin] 0 M m2 VX Reanal E-j
S eS|
DREL  93265/95530 (96%) 213[2-689] 4991 [224-9303] 4 DRB107:01:01:01, DRB1°09:01:02 ™ [Ex] 0 in] 3 R Vv X Reanalyze @
DRBA  66737/68327 (97%) 222[2-732] 3273[193-6709] 1 DRB4°01:01:01:01, DRB4°01:03:02 [Ex] 1 [In] 4 rr m7 VX Rea @
DOBL  52760/54023 (97%) 222[3-758] 3308 [134-5859] 2 DQB1*02:02:01:01, DQB1*03:03:02:02 EBdomi2e2 M5 K1 v X Reanal E-j
DPEL  107325/110008 (97%) 223[2-745] 4510 [199-6827] 1 DPB104:01:01:06, DPB1*11:01:01 [Ex] 0 in] 3 M m3 VX Reanalyze @
TonXpress_005.5.R_2017_10_13_15_43_57_user_S5-0053-31-Teste_INCA_131017 663806/724522 (91%) v X ﬁ
HLA-A  77883/79734 (97%) 216 [2-684] 6668 [347-9064] 2 A*02:01:01:01, A*23:01:01:01 [Ex] 0 fin] 1 m2 v X @
HLA-E  69779/71404 (97%) 210 [2-635] 5518 [251-7441] & B"44:03:01:01, B*51:01:01:01 [Ex] 0 [in] O mz mz2 VX Re; @
HLA-C  75278/77020 (97%) 212 [3-670] 5620 [260-8758] 2 C*04:01:01:01, C*16:01:01:01 [Ex 0] 0 P w2 VX Re; @
DREL  95116/100047 (95%) 212 [2-701] 4506 [220-7502] 1 @  DRBI'0405:01, DRBI*04:0501 [Ex] 1 [In] 33 m2 v X Reanalyze @
DRBA  93168/94840 (98%) 218 [2-744] 4782 [239-8934] 4 DRB4°01:03:01:01 [Ex] 1 [In] 0 R1 Vv X Re; @
DQB1  86640/88319 (98%) 219[2-760] 5620[219-9002] 4 ®  DQB1703:02:01:01, DQB1°02:02:01:01 [Ex] 0 [In] 4 m2 Vv X Re; @
DPEL 1497917152532 (98%) 218 [2-680] 5085 [276-9355] 6 DPB1*01:01:01:01, DPE1*06:01:01:01 [Ex] O in] 2 me v X Reanalyze @
TonXpress_025.25.R_2017_10_13_15_43_57_user_55-0053-31-Teste_INCA_131017 725839/B25866 (B7%] v X Reanal ﬁ
HLA-A  80602/83426 (96%) 190 [2-659] 5685 [324-8848] 2 A*02:01:01:01, A*02:20:01 [Ex] 0 fin] 1 mz2 v X @
HLAE  52727/54618 (96%) 186 [2-619] 3454 [182-4784] 2 B*18:01:01:02, B*38:01:01 [Ex] 0 [n] 0 Rz v X @ =
Baadd:

Apéndice 06 - Captura da tela inicial do software NGSengine utilizado para as analises de qualidade das leituras de cada sequenciador empregado.



