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ABSTRACT
La regione HLA (6p21.3, ~4Mb) contiene un gruppo di geni altamente polimorfici coinvolti nella risposta immunitaria. L’elevata variabilità genica della regione può
rendere il resequencing tramite NGS alquanto confuso, facendo credere all’allineatore che il sequenziamento contenga molti errori piuttosto che vere varianti. Inoltre
ci si potrebbe chiedere se l’utilizzo del classico genoma di riferimento (GdR) sia la scelta opportuna per condurre l’allineamento e la successiva chiamata delle
varianti in tale regione. Ad esempio, il GdR potrebbe essere privo di alcune regioni geniche presenti in alcuni dei molti alleli della regione HLA, rendendo impossibile
l’individuazione delle varianti presenti in tali aplotipi. Con il nostro studio abbiamo cercato di capire se fosse possibile caratterizzare in maggior dettaglio il profilo
genetico individuale della regione HLA a partire dai profili ottenuti dal sequenziamento dell’esoma (i.e. vcf file) tramite pipeline di analisi standard. Per semplificare le
analisi abbiamo concentrato l’attenzione sul gene HLA-C, per il quale sono descritte oltre 1000 sequenze diverse (presenti nel database IPD-IMGT/HLA). Tutte le
sequenze del gene HLA-C sono state allineate contro il GdR (hg19 e hg38) permettendo di individuare le varianti di ogni aplotipo e di riportare le loro coordinate
rispetto al GdR. Abbiamo così costruito un database che contiene e descrive le oltre 800 varianti note del gene HLA-C contenute nei diversi aplotipi di IPD-
IMGT/HLA. Lo studio sta procedendo con lo sviluppo di metodi che puntano a suggerire quali siano i diplotipi compatibili con il profilo genotipico individuale del gene
HLA-C. Questo approccio potrebbe permettere di organizzare e sintetizzare l’informazione genotipica della regione HLA per condurre in maniera efficiente studi di
associazione della regione con malattie comuni all’interno di studi esomici.

RISULTATI

ReferencesCONCLUSIONI

Allineamento del genoma di riferimento e di tutti gli alleli noti di HLA-C
(2416) per l’identificazione delle varianti presenti.

Controllo di qualità dei risultati ottenuti: > 1200 varianti.

Costruzione di un database contenente le varianti per ogni aplotipo di
HLA-C.

Analisi di classificazione di ogni sierogruppo di HLA-C.

Comparazione dei genotipi di file VCF contro il database di riferimento,
utilizzando un metodo «sliding window».

Classificazione dei sierogruppi di HLA-C

La tabella «a» mostra la posizione degli SNP secondo cui ogni
sierogruppo viene classificato.

La figura «b» mostra un esempio di classificazione con bassa
probabilità di errore per C*01 su tutto il database.
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Tabella a) Classificazione degli aplotipi di HLA-C. Ogni
sierogruppo riporta la posizione dello SNP con cui ogni allele
viene classificato.

Figura c) Heatmap per la visualizzazione dei diplotipi più probabili (il numero maggiore di
hit) per un dato genotipo di un file VCF. In questo esempio i due riquadri rossi mostrano
come soluzione migliore il diplotipo C*02-C*05. Sull’asse x e y troviamo tutti i 2416 aplotipi di
HLA-C.

Figura b) Metodo di classificazione per i siero-
gruppi di HLA-C. La figura mostra la
classificazione di C*01 con un errore del 1% su
tutto il database.

Abbiamo messo a punto un sistema rapido e veloce che punta a stimare gli alleli del gene
HLA-C partendo dai file VCF di studi standard dell’esoma e da un database da noi
allestito contenente tutti gli alleli noti di HLA-C. Il metodo appare robusto a livello dei
gruppi di HLA-C (C*01, C*02, …), inoltre notiamo che non tutti gli aplotipi giustificano i dati
contenuti nei VCF, suggerendo la presenza di alleli non ancora caratterizzati. Queste
informazioni saranno utilizzate per futuri studi di caso-controllo. L’analisi sarà estesa agli
altri geni di HLA (partendo da -A e -B).

Figura a) Workflow: allineamento, controllo qualità dei risultati, costruzione database

MATERIALI E METODI

Metodo di estrazione del
diplotipo maggiormente
compatibile tra tutti gli
aplotipi di HLA-C presenti
nel database con il
genotipo del file VCF
(tabelle b e c) .

Il risultato viene
visualizzato grazie ad una
heatmap, che evidenzia la
compatibilità tra il genotipo
del VCF e i diplotipi di
HLA-C (figura c).

Identificazione dei diplotipi dal database

Tabella c) Metodo di estrazione del diplotipo partendo dal genotipo del
file VCF. Identificazione degli aplotipi noti di HLA-C presenti nel
database. In questo esempio l’aplotipo di HLA-C evidenziato in verde è
compatibile con l’allele 1 del VCF; l’aplotipo azzurro con l’allele 2.

Tabella b)
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