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Resumo

O HLA-F é um gene de classe | ndo classico do Complexo de Antigenos Leucocitérios
Humanos (HLA). A molécula HLA-F parece apresentar atividade tolerogénica e de
imunorregulacdo, uma vez que, assim como 0s outros genes ndo classicos (HLA-G e HLA-E),
apresenta um limitado polimorfismo e relativa conservacdo entre espécies. Além disso,
estudos indicam que a HLA-F pode estabilizar outras moléculas HLA em conformac&o aberta,
influenciando, portanto, a apresentacao de antigenos. Pouco se sabe sobre a biologia do HLA-
F e o perfil de variabilidade deste gene em popula¢es mundiais. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a variabilidade e estrutura de haplétipos da regido promotora distal do gene HLA-F,
em 204 amostras brasileiras do estado de S&o Paulo, utilizando sequenciamento de nova
geracdo. Foram encontrados 15 pontos de variagdo, dos quais a maioria possui frequéncia
superior a 15% para o alelo alternativo. Esses pontos de variacdo estdo arranjados em pelo
menos 6 hapldtipos distintos, no entanto mais de 50% das sequéncias de promotor HLA-F
encontradas nesta amostragem correspondem a um unico haplétipo. Foi detectado um elevado
desequilibrio de ligacdo entre a regido do promotor distal e a regido codificadora do gene
HLA-F, demonstrado pela presenca de apenas poucos haplotipos estendidos diferentes. A
conservacdo da regido promotora distal do HLA-F pode estar relacionada com o perfil de

ligacdo de fatores de transcricao.






Abstract

The HLA-F locus is a non classical class | gene of the Human Leukocyte Antigen
Complex. The HLA-F molecule might present tolerogenic and immunoregulatory features,
mainly because it presents the same characteristics of other non classical genes, such as HLA-
G and HLA-E, i.e., limited polymorphism and conservation among species. Moreover, recent
studies do indicate that HLA-F may stabilize other HLA molecules presenting open
conformations, thus it might influence antigen presentation. Little is known about the HLA-F
biology and the pattern of variation and haplotypes of this gene in worldwide populations. This
study aims to evaluate the variability and haplotype structure of the HLA-F distal promoter
segment in 204 Brazilian samples from the state of S&o Paulo, using next generation
sequencing approaches. We detected 15 variable sites, most of them presenting frequencies
greater than 15% for the alternative allele. These polymorphisms were arranged into 6
different promoter haplotypes, 50% of all HLA-F promoters correspond to a single haplotype.
There is a strong linkage disequilibrium between the distal promoter and the coding region, as
demonstrated by the presence of only few extended haplotypes. The conservation of the distal
promoter region of the HLA-F gene may be associated with the transcription factors binding

profile.
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Revisdo da Literatura

Descrito pela primeira vez em camundongos, no ano de 1937 por Peter Gorer, 0
Complexo Principal de Histocompatibilidade ou MHC (do inglés Major Histocompatibilty
Complex) foi uma descoberta de grande valia para a ciéncia, em especial sua influéncia na
compatibilidade de tecidos transplantados (1). Os genes desse complexo foram associados em
sua maioria com a regulacdo das respostas imunitarias, principalmente atuando na distincao
do que é proprio ou ndo proprio do organismo (histocompatibilidade), a qual Ihe rendeu o
nome. Em humanos, o MHC sé foi descrito na década de 50 por Jean B. Dausset, o que Ihe
rendeu o Prémio Nobel na década de 80 (2). Seus estudos foram baseados em experimentos
soroldgicos de pacientes submetidos a transplantes, nos quais foram observadas algumas
diferencas antigénicas entre os leucocitos dos mesmos, moléculas de superficie de membrana
que receberam a denominacdo de Antigenos Leucocitarios Humanos ou HLA (do inglés
Human Leukocyte Antigen) (2).

O surgimento do MHC nos vertebrados foi algo crucial no mecanismo de
reconhecimento e diferenciacdo do que é proprio ou ndo ao individuo e na montagem das
repostas imunes adaptativa ou adquirida direcionadas aos antigenos ndo proprios. As
moléculas do MHC, ou HLA, sdo glicoproteinas de membrana especializadas na apresentacéo
de antigenos, que interagem com receptores de células T (TCR) influenciando sua ativacéo e
desenvolvimento de suas funcdes efetoras (3-5). Seja com a producdo de citocinas, e/ou
ativacdo de linfocitos B especificos e/ou citotoxicidade, a combinacdo das moléculas HLA
apresentando peptideos ao TCR de linfécitos é o que caracteriza a alta especificidade e
diversidade da resposta imune adquirida (3-7).

O MHC humano estéa localizado no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3) e contém
cerca de 220 genes dispostos em aproximadamente 4 megabases de DNA (8). Na década de
70, esse complexo foi dividido didaticamente em trés classes ou regides, denominadas classe
I, 11 e Il (3). Os genes de classe Il codificam algumas citocinas, moléculas do sistema
complemente, entre outras, que participam da montagem e regulacdo da resposta imune. Os
genes de classe Il codificam moléculas HLA que apresentam antigenos extracelulares aos
linfécitos T CD4+ e sdo expressas em células apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas, além de macrofagos e linfdcitos B (3).

J& os genes do MHC de classe | estdo relacionados com a apresentacdo antigénica
aos linfécitos T CD8" e modulagao das respostas imunitarias. Esses genes estdo divididos em

duas subclasses. A primeira, denominada la ou genes classicos de classe I, compreende 0s
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genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, que participam diretamente da apresentacdo antigénica. A
segunda, denominada Ib ou genes ndo cléassicos de classe I, compreende os genes HLA-G,
HLA-E e HLA-F, responsaveis principalmente por modulacdo das respostas imunitarias
(Figura 1).

Cromossomo 6
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Figura 1: Genes HLA de classe I classicos e ndo classicos com as posicBes relativas entre 0s genes e da
regido de classe | dentro do MHC. Imagem prépria baseada em JANEWAY et al. e
http://labs.icb.ufmg.br/Ibcd/prodabi5/grupos/hugo deise liza/pagina/mapa.qif.

Os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C (la) sdo expressos em todas as células nucleadas,
sendo responsaveis pela apresentacdo de antigenos aos linfocitos T CD8" ou T citotoxico.
Estes genes sdo considerados os mais polimorficos do genoma humano. Diferentemente, 0s
genes de classe Ib possuem distribuicdo limitada a certos tecidos ou expressdo reduzida, e
funcdo distinta, além de um polimorfismo limitado quando comparado aos genes de classe la,
como pode-se observar na Tabela 1 (3,4,6,7,9).

A alta variabilidade encontrada nos genes MHC (10), tendo como parametro 0s
genes classicos de classe I, € provavelmente resultado de um longo processo evolutivo
envolvendo selecdo natural, deriva genética, fluxo génico e principalmente, mutacdo, que
modificaram as frequéncias alélicas desses genes acarretando em uma alta diversidade intra e
inter-populacional (Tabela 1). A alta variabilidade caracteristica desses genes é decorrente de
um processo no qual a manutencdo de polimorfismos é privilegiada. 1sso é extremamente
importante do ponto de vista funcional, j& que essa alta variabilidade de moléculas HLA
significaria uma maior diversidade de patdgenos reconhecidos por uma populacdo (11). Os
mecanismos subjacentes a esse tipo de selecdo sao a chamada “vantagem do heterozigoto™ e a
“selecdo dependente de frequéncia”. Neste contexto, os heterozigotos seriam capazes de
apresentar antigenos de um ndmero maior de microrganismos devido aos dois alelos HLA

diferentes, o que é uma vantagem adaptativa em relacdo aos homozigotos (12). Ja a selecéo
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dependente de frequéncia baseia-se na ideia de que alelos raros teriam uma vantagem seletiva
prioritaria de modo a aumentar sua frequéncia. Dessa forma, esses alelos mais raros seriam
melhores que os mais comuns, pois as moléculas por eles codificadas poderiam apresentar
antigenos diferentes de um determinado microrganismo em relacdo aos alelos comuns,

conferindo desta forma uma vantagem a estes alelos (13).

Tabela 1. NUmero de alelos e proteinas identificados para os genes de classe |

HLA Classe | Cléssicos Né&o Classicos
Gene HLA-A | HLA-B | HLA-C | HLA-E | HLA-F | HLA-G
Alelos 3399 4242 2950 21 22 53
Proteinas 2396 3131 2089 8 4 18
Alelos Nulos* 157 134 109 1 0 2

Fonte: The International Immunogenetics Database - IMGT/HLA, release 3.24.0.1
* Alelos que ndo se expressam ou produzem proteinas truncadas

Ja nos genes HLA de classe | ndo classicos, que sdo bem menos variaveis que 0s
genes HLA classicos, o perfil de selecdo atuante é diferente. Por exemplo, no gene HLA-G
temos evidéncias de selecdo purificadora atuando na regido codificadora do gene, ou seja,
limitando alteragdes no produto proteico final e mantendo certos alelos com alta frequéncia, e
selecdo balanceadora nas regifes regulatorias, mantendo a presenca de haplo6tipos altamente
divergentes e de alta frequéncia (14-16). O gene HLA-F, por sua vez, parece ser muito
conservado, pois 82,45% das sequéncias encontradas em uma amostra de Brasileiros do
estado de S&o Paulo codificam a mesma proteina (17).

De acordo com o banco de dados internacional que regulamenta as sequéncias
conhecidas para estes genes (IPD-IMGT/HLA, versdo 3.24.0.1, de 04/maio/2016), atualmente
sdo reconhecidos cerca de 10.591 alelos para os genes classicos de classe I, enquanto que para
0s ndo cléssicos sdo reconhecidos apenas 96 alelos (Tabela 1). Por estarem préximos aos
genes mais polimorficos do genoma humano (Figura 1) e também por possuirem um baixo
grau de polimorfismo, 0s genes ndo classicos sdo interessantes do ponto de vista evolutivo,
pelo fato de serem pouco varidveis e conservados entre humanos e entre outros primatas
(18,19).

Moléculas dessa subclasse, assim como 0s genes classicos, podem também apresentar
antigenos, porém, sua funcdo principal estd mais direcionada para imunomodulacdo das

respostas imunitarias por meio da interacdo com receptores inibitdrios presentes em células
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NK e T. Os genes ndo cléassicos sdo de grande importancia em situacdes como a gestacao,
onde h& necessidade de modulacdo do sistema imunitario materno. Ainda, estes genes podem
influenciar a susceptibilidade e progressao de condicdes patoldgicas, tais como infecgdes,
tumores e doencas autoimunes (6,20-24).

Apesar de ser a regido mais variavel do genoma humano, o sistema HLA também
possui uma alta similaridade entre seus genes. Acredita-se que os genes HLA tenham surgido
por meio de inimeras duplicacdes e conversdes ao longo da evolucdo dos vertebrados (25,26).
Dessa forma, a estrutura dos genes e as moléculas que codificam sdo semelhantes entre si.

Tanto os genes HLA de classe | classicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) como o0s ndo
classicos (HLA-G, HLA-E e HLA-F) (3) codificam moléculas que formam um heterodimero
constituido por uma cadeia alfa ¢ um dominio B2-microglobulina, esse codificado no
cromossomo 15. A cadeia alfa é composta por cinco dominios, sendo eles: al e a2 (que
formam a fenda de ligagdo do peptideo), a3 (o qual liga-se ndo covalentemente a [B2-
microglobulina), um dominio transmembrana e um citoplasmatico, responsavel pelo envio de

sinais intracelulares (Figura 2) (3,27).

Fenda de Igacho ———__ Pent
Jo PEptidec . / Pt

B2m

Regiso
_ wansmembrana

Figura 2: Estrutura linear e tridimensional da molécula HLA de Classe | (27)

As moléculas de HLA de classe | sdo montadas no reticulo endoplasmaético, onde ha
a unido nao covalente de suas cadeias alfa e beta. Moléculas como p57 do reticulo
endoplasmatico, tapasina (TAP), chaperonas, calnexina e calreticulina sdo de grande
importancia para a montagem da molécula de MHC de classe | (27).

Considerando os genes de classe | classicos, uma mesma molécula de HLA tem a
capacidade de apresentar diversos peptideos antigénicos diferentes, variando conforme o
padrdo da fenda de ligacdo da molécula de HLA (28,29). Por terem uma menor variabilidade,

0s genes HLA de classe | ndo classicos codificam moléculas que reconhecem um menor
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repertorio de peptideos, considerando que sua principal fun¢do é a modulacdo das respostas
imunitérias (7,22-24).

Os peptideos que se ligam as moléculas HLA de classe | sdo processados de
antigenos maiores por meio de proteassomos no citosol (27,30) e sdo posteriormente
destinados ao reticulo endoplasméatico com o auxilio da TAP (Transporter associated with
Antigen Processing) (31). Chaperonas atuam como proteinas acessorias para que 0 processo,
desde a montagem da molécula de HLA de classe | até o acoplamento da mesma com um
peptideo, possa ser estabelecido (31). Apos o acoplamento do peptideo, a molécula de HLA
de classe | é transportada para o complexo de Golgi, onde ocorre sua glicolizacdo e
finalmente apresentacdo na superficie da célula (27,32) (Figura 3).

Ao ser apresentado na superficie celular, a molécula de HLA de classe | interage com
receptores TCR (T cell receptor) de células T CD8" e com uma variedade de receptores
(ativadores ou inibidores) das células T e NK. A interacdo com receptores, somado a outros
sinais nos linfdcitos, pode resultar na ativacdo dessas células e desencadear uma resposta
especifica contra este antigeno, acarretando na destruicdo das células infectadas ou de células

anormais, ou inibir a acao dessas células (3,33).

CD38* T cell
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Figura 3: Processamento e apresentacao antigénica pelas moléculas MHC de classe 1 (30).
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O HLA-F, um dos genes HLA de classe | ndo classico, estd presente na por¢do mais
telomérica do MHC (Figura 1). De acordo com as anotacbes do genoma humano de
referéncias (versdes hgl9 ou hg38), o gene HLA-F apresenta 7 éxons e 6 introns, com uma
regido 5’ nado traduzida de aproximadamente 123 bases no éxon 1 e uma regido 3’ nao
traduzida que se inicia no éxon 7 (Figura 4).

No banco de dados IPD-IMGT/HLA (versdo 3.24.0.1) estdo descritos 22 alelos que
codificam 4 proteinas diferentes de HLA-F. Estes alelos foram caracterizados entre as
posicbes -300 e +3250, considerando a Adenina do primeiro ATG traduzido como
nucleotideo +1. Portanto, 0 HLA-F é o segundo gene menos varidvel entre os loci de classe |
do ponto de vista da presenca de alelos diferentes, no entanto, € o mais conservado quando se
considera o numero de diferentes proteinas codificadas por estes alelos (Tabela 1).

Pela escassez de estudos acerca da variabilidade de HLA-F em popula¢cdes mundiais,
0 HLA-F poderia apresentar uma maior variabilidade do que a conhecida atualmente. O
estudo em populagBes com indices altos de miscigenacdo, como a brasileira, poderia mostrar
se a baixa variabilidade desse gene é uma caracteristica encontrada mundialmente.
Historicamente, o Brasil foi palco de diversas coldnias provindas de varias partes do mundo,
como por exemplo a populacdo europeia (principalmente portugueses, espanhais, italianos e
alemaes), africana, arabe e orientais, além da populacdo indigena de origem. Por conta desta
mistura, a diversidade genética no Brasil seria muito relevante (34). Porém, de fato, a
conservacdo da HLA-F em nivel proteico foi demonstrada em um estudo anteriormente
realizado no Brasil, onde, apesar dos 25 alelos novos de HLA-F aqui detectados, a maioria dos
alelos codificava uma mesma proteina HLA-F (35).

Além da variabilidade, a funcdo da molécula HLA-F ainda é pouco explorada.
Acredita-se que a molécula de HLA-F possua func@es tolerogénicas, semelhante ao ja descrito
para moléculas HLA-E e HLA-G (7,22-24,36). Muitos trabalhos descrevem a HLA-F como
uma molécula expressa em células B, células T quiescentes, mondcitos, tecidos linfdides,
timo e baco, figado fetal, pele e bexiga (18,22,36-41). Além disso, a molécula de HLA-F tem
sido descrita em células do trofoblasto extraviloso a partir do segundo més de gestacdo e em
linfocitos ativados.

No entanto, sua funcdo ainda ndo é bem definida, assim como sua expressao na
superficie celular é questionada: é detectado o mMRNA de HLA-F, mas a molécula parece ficar
retida intracelularmente, sendo expressa na superficie em condicdes especificas (21,37,38,42—
45).

Por ser um gene muito conservado entre humanos e primatas (incluindo bonobo,
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gorila, orangotango e chimpanzé), acredita-se que o gene HLA-F e a molécula que ele
codifica podem ter fungdes criticas e de grande importancia na resposta imunoldgica (18,37).
Trabalhos realizados com esse gene sugerem que proteinas provenientes do HLA-F possam
estar envolvidas em conjunto com as moléculas HLA-G e HLA-E na regulacdo da atividade
das células T e NK (46).

J& foi descrito também que as moléculas de HLA-F podem formar tetrdmeros e
interagir com o0s receptores inibitorios ILT2 e ILT4 das células T (22,47), assim como a
molécula HLA-G (23,48). Isso sugere uma funcdo imunomodulatoria da molécula de HLA-F
semelhante ao HLA-G, porém, diferente de HLA-G e HLA-E, ainda ndo é conhecido nenhum
peptideo que se associe a molécula de HLA-F de forma estavel (47), o que contribui para sua
questionada expressao na superficie celular.

Outra hipdtese é que a funcdo de HLA-F é preferencialmente intracelular, estando
associado com outras moléculas HLA de classe I na forma de “moléculas abertas” (open
conformers) (39,46,49). Essas moléculas em conformacdo aberta ndo estariam complexadas
com peptideos e por isso apresentariam instabilidade. A funcdo de HLA-F entdo estaria
envolvida na estabilizacdo dessas moléculas ou mesmo serviria como mecanismo de
reciclagem de outras moléculas HLA de classe I, além de poder estar associada a um
mecanismo de apresentacdo cruzada de antigenos exdgenos (39,46,49). Além disso, esses
complexos de HLA-F com moléculas abertas poderiam também interagir com receptores KIR
nas células NK influenciando sua funcdo. Essa hipoOtese deve-se ao fato de evidéncias da
localizagdo comum das moléculas HLA-F e open conformers (39,46,49). Dessa forma,
embora ainda ndo definida, a funcdo da molécula HLA-F é sugerida como envolvida com a
imunomodulacdo, mas parece participar de mecanismos diferentes das outras moléculas HLA
ndo classicas (39,49).

Alguns trabalhos associam a expressdo da molécula de HLA-F em tumores com um
mau prognostico do paciente (50,51). Esse fato se da pela associacdo desta molécula com
possiveis funcdes de imunossupressdo do sistema imunoldgico, o que acarretaria para essas
células neoplasicas a capacidade de escape das células efetivas do sistema imune, auxiliando
em sua disseminacdo (50-53).

Apesar de haver algumas associa¢cdes com doencas, como carcinoma hepatico (53),
carcinoma de esdfago (52) e carcinoma mamario (51), e até mesmo sugestdes sobre seu papel
na resposta imunolégica, 0 HLA-F é um gene pouco explorado quanto a sua variabilidade em
popula¢bes mundiais. Os estudos publicados foram feitos na China, onde ha um baixo indice

de miscigenagédo (54), e em uma amostragem brasileira da cidade de Curitiba, estado do
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Parand (41), os quais se descrevem os principais alelos presentes nessas amostras. No entanto,
apenas polimorfismos que caracterizam os principais alelos foram considerados. Apenas
outros dois estudos descreveram a variabilidade estendida do gene HLA-F, com metodologias
diferentes (35,36).

Em geral os trabalhos sobre variabilidade de gene HLA concentram sua exploracgdo e
discussdo nas regides codificadoras, que irdo diretamente influenciar a estrutura da proteina
codificada e, portanto, quais peptideos essas moléculas poderdo ligar e com quais receptores
essas moléculas poderdo interagir, modificando diretamente sua funcdo. No banco de dados
IPD-IMGT/HLA estdo descritos alelos para cada um dos genes HLA e regulamenta
principalmente a variabilidade da regido codificadora, informando variagdes existentes em
éxons e introns. Aproximadamente 300 pares de base antes do primeiro ATG traduzido
(Figura 4) também sdo considerados, além de segmentos da regido 3’ ndo traduzida dos
genes. Essas sequéncias ndo fazem parte da regido codificadora, mas sdo as regides
regulatdrias.

A regido 3’ ndo traduzida se inicia apds o codon de parada da traducdo e estende-se
até o fim do mRNA. Este segmento pode influenciar a estabilidade do mRNA e sua
disponibilidade, por ser alvo para ligacdo de pequenos RNAs ndo codificadores, os chamados
microRNA. Essa ligagdo consiste em um mecanismo de regulacdo da expressao génica pos
transcricional o qual impede a traducdo e/ou degrada 0 mRNA, regulando negativamente a
expressao do gene (55,56).

O segmento de DNA que antecede o codon de iniciacdo da traducdo (ATG), cujo
tamanho pode variar de gene para gene, € chamada de regido promotora do gene. Nessa regido
estdo presentes os elementos que regulam a transcricdo de um gene, ou seja, é o local onde o
aparato basal de transcricdo se monta para iniciar a producdo de mRNA. Na regido promotora
cerne e proximal estdo os sitios mais conhecidos de ligacdo a fatores transcricionais, como
TATA box e CCAAT box, onde se liga o aparato basal de transcri¢do (43). Nessas e na regido
promotora distal estdo sitios chamados de estimuladores e silenciadores, nos quais se ligam
fatores de transcricdo, proteinas ativadoras ou repressoras da transcri¢do, que vao influenciar
diretamente a expresséo do gene (43).

Os primeiros estudos que descreveram a estrutura do gene HLA-F mostraram que sua
regido promotora proximal se assemelha as dos genes HLA de classe | classicos, fazendo com
gue a expressao da molécula de HLA-F também fosse similar as das moléculas classicas
(8,42). No caso do HLA-F, nessa regido promotora proximal ha elementos responsivos ao NF-
kB, IRF1 (IFN-y) e CIITA (43,57).
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Diferente dos genes HLA de classe | cléssicos, mas semelhante ao HLA-G, na
promotora cerne do HLA-F o elemento denominado Inr (“Initiator”’) ndo é conservado, 0 que
pode explicar a relativa limitacdo da expressdo da molécula a alguns tecidos (43). Assim,
tendo elementos regulatérios semelhantes na regido promotora, tanto comparados aos genes
HLA de classe I, como ao HLA-G, a expressdo de HLA-F apresentaria um perfil intermediario
(42,58,59).

Como citado anteriormente, a regido promotora distal, mesmo que esteja mais
distante do inicio da transcricdo do gene, pode conter sitios ligacdo a proteinas regulatorias
que acentuam ou silenciam a expressé@o génica. Para o0 HLA-F, quando em 1990 GERAGHTY
et al. o descreveram primeiramente essa promotora distal, foi encontrado sequéncias
altamente repetitivas configurando a presenca de um microssatélite (Figura 4). Além da
influéncia estrutural na molécula de DNA, que por si interfere no nivel de expressdo de um
gene, ndo foi descartado a possivel fungdo regulatéria dessa regido repetitiva (42).

Portanto, além da regido codificadora, cuja variabilidade pode influenciar a funcéo
devido a alteracbes no produto proteico final, a quantidade de mRNA transcrito e a
guantidade de proteina traduzida sdo influenciadas pelas regifes regulatorias. Desta forma, o
presente trabalho objetivou avaliar a diversidade da regido promotora distal do gene HLA-F
em amostras brasileiras provenientes do estado de S&o Paulo (indicado na Figura 4). Como
sera abordado mais adiante, a regido de microssatélite ndo foi considerada. Acredita-se que
polimorfismos funcionais do HLA-F estejam localizados nas regides regulatérias do gene,

influenciando diretamente sua expressao.

Regiiio considerada no
banco de dados INMGT/HLA

Regiio repetitiva
Poli purina (AG) HLA-F

| 4 - Em O EmE 1 O
| it

-1893 943 556 -300 +3250 +4252

Regido promotora distal Regido estendida em LIMA, 2015.

considerada nesse estudo
Figura 4 - Estrutura e regifes consideradas para o estudo da variabilidade de gene HLA-F. As posicdes
sdo relativas a primeira adenina do ATG transcrito considerado como nucleotideo +1. Imagem
propria.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética inerente a regido
promotora distal do gene HLA-F por meio de sequenciamento de nova geragédo, buscando a
identificagdo de polimorfismos funcionais nesta regido.

Os objetivos especificos foram:

o Caracterizar a variabilidade da regido promotora distal do gene HLA-F em uma

amostra brasileira do estado de S&o Paulo.

o Caracterizar o perfil de desequilibrio de ligagdo ao longo da regido promotora,

0s principais haplotipos existentes e a relacdo entre essas sequéncias com haplotipos

da regido codificadora;

. Elaborar um banco de dados de variacdo no gene HLA-F para futuros estudos

de associagdo com doencas.
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RESUMO

O locus HLA-F é um gene de classe | ndo classico do Complexo de Antigenos Leucocitarios
Humanos. Acredita-se que a molécula HLA-F possua fungdes tolerogénicas e
imunomodulatorias, principalmente porque apresenta as mesmas caracteristicas de outros
genes ndo classicos, como HLA-G e HLA-E, i.e., limitado polimorfismo e conservagéo entre
as espécies. Além disso, estudos recentes indicaram que HLA-F pode estabilizar outras
moléculas HLA que se apresentam na forma de moléculas abertas, assim HLA-F pode
influenciar na apresentacao de antigenos. Pouco se sabe sobre a biologia do gene HLA-F e 0
padrdo de variabilidade e hapl6tipos nas populagdes mundiais. Esse estudo teve como
objetivo avaliar a variabilidade e estrutura de haplétipos do segmento da regido promotora
distal do HLA-F em 204 amostras brasileiras do estado de S&o Paulo, por meio de
sequenciamento de nova geracdo. Foram detectados 15 pontos de variacdo, sendo que a
maioria deles apresentarem frequéncia maior que 15% para o alelo alternativo. Esses
polimorfismos foram arranjados em 6 hapl6tipos de promotor distal diferentes, sendo que
mais de 50% de todos as promotoras de HLA-F corresponde a um anico haplotipo. HA um
forte desequilibrio de ligacdo entre a regido promotora distal e regido codificadora como
demonstrado pela presenca de poucos haplotipos estendidos. A conservacdo da regido
promotora distal do gene HLA-F pode estar associada com o padrédo de ligacdo de fatores de

transcrigéo.

Palavras-chave: HLA-F, MHC, variabilidade, polimorfismos, hapl6tipos, Sequenciamento

de Nova Geracéo; NGS, regido promotora.
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1. Introducéo

O locus HLA-F é um gene HLA de classe | ndo cléssico e esta presente na porcao
mais telomérica do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), localizado no brago
curto do cromossomo 6. A molécula que codifica pode apresentar atividade tolerogénica,
semelhante ao que ja foi descrito para moléculas HLA-E e HLA-G (1-5). Ainda, o gene HLA-
F é muito conservado entre humanos e primatas (incluindo bonobo, gorila, orangotango e
chimpanzé), e por isso, acredita-se que essa molécula tenha fungdes criticas e de grande
importancia na resposta imunologica (6,7).

Além de pertencerem a mesma classe dos HLA de classe | ndo classicos e
apresentarem de forma semelhante um perfil de variabilidade mais conservado, uma das
observacgdes que sustentam as atividades imunomodulatérias da molécula de HLA-F é que
esta parece formar tetrdmeros e interagir com os receptores inibitorios ILT2 e ILT4 das
células T (2,8), assim como a molécula HLA-G (4). Apesar dessa observacdo, ainda ndo se
sabe quais peptideos de associam a molécula de HLA-F de forma estavel, diferente das outras
moléculas ndo cléssicas (8).

Além dessa funcdo tolerogénica ndo ser bem definida, a expressdo de HLA-F na
superficie celular também é questionada. Muitos trabalhos descrevem a HLA-F como uma
molécula expressa em células B, células T quiescentes, mondcitos, tecidos linfoides, timo e
baco, figado fetal, pele e bexiga (1,2,6,7,9-13). Além disso, a molécula de HLA-F tem sido
descrita em células do trofoblasto extraviloso a partir do segundo més de gestacdo e em
linfécitos ativados. Porém, em muitos casos, é detectado seu mMRNA no citoplasma, mas a
molécula parece ficar retida intracelularmente, sendo expressa na superficie em condicdes
especificas (7,10,14-17).

Assim, a HLA-F pode estar relacionada também a uma funcdo preferencialmente
intracelular, associado com outras moléculas HLA de classe I na forma de “moléculas
abertas” (open conformers) (11,18,19). Essas moléculas em conformacéo aberta ndo estariam
complexadas com peptideos e por isso apresentariam instabilidade. A funcdo de HLA-F entdo
estaria envolvida na estabilizacdo dessas moléculas, ou mesmo serviria como mecanismo de
reciclagem de outras moléculas HLA de classe I, além de poder estar associada a um
mecanismo de apresentacdo cruzada de antigenos exogenos (11,18,19). Além disso, esses
complexos de HLA-F com moléculas abertas poderiam também interagir com receptores KIR
nas celulas NK influenciando sua funcdo. Essa hipoOtese deve-se ao fato de evidéncias da

localizacdo comum das moléculas HLA-F e open conformers (11,18,19). Com isso, embora a
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funcdo exata da molécula HLA-F ainda ndo esteja definida, é sugerido que também possua
um possivel papel imunomodulatorio, porém participando de mecanismos diferentes das
outras moléculas HLA ndo classicas.

Apesar do MHC humano ser a regido mais variavel do genoma, o gene HLA-F
apresenta limitado polimorfismo. No banco de dados do IPD-IMGT/HLA (verséo 3.24.0.1),
que caracteriza as sequencias de alelos HLA j& conhecidas, estdo descritos 22 alelos que
codificam 4 proteinas HLA-F diferentes. No entanto, devido a escassez de estudos acerca da
variabilidade de HLA-F em popula¢6es mundiais, o0 HLA-F poderia apresentar uma maior
variabilidade do que a conhecida atualmente. O estudo de popula¢des miscigenadas, como a
brasileira, poderia mostrar se a conservacdo desse € uma caracteristica mundial.
Historicamente, o Brasil é o resultado da miscigenacdo de diferentes povos, incluindo
europeus (principalmente portugueses, espanhais, italianos e alemaes), africanos, arabes e
orientais, além da populacdo indigena de origem. Por conta desta mistura, a diversidade
genética no Brasil seria muito relevante (20). No entanto, o limitado polimorfismo de HLA-F,
considerando os tipos de alelos que codificam diferentes moléculas, foi demonstrado em um
estudo anteriormente realizado no Brasil, onde, apesar dos 25 alelos novos de HLA-F aqui
detectados, a maioria dos alelos codificava a mesma proteina final (21).

Em geral os trabalhos sobre variabilidade de genes HLA concentram-se na
exploragdo das regides codificadoras, que irdo diretamente influenciar a estrutura da proteina
codificada e, portanto, quais peptideos essas moléculas poderdo ligar e com quais receptores
essas moléculas poderdo interagir, modificando diretamente sua funcdo. No entanto, ndo se
conhece a variabilidade inerente das regides regulatérias do HLA-F, e variacBes nestes
segmentos poderiam modificar sobremaneira o perfil de expresséo do gene.

Desta forma, o presente trabalho teve como proposta avaliar a diversidade da regido
promotora distal do gene HLA-F em amostras brasileiras provenientes do estado de Séo
Paulo. Acredita-se que polimorfismos funcionais do HLA-F estejam localizados nas regioes

regulatorias do gene, influenciando diretamente sua expressao.

2. Materiais e Métodos

2.1 Defini¢cdo Das Amostras
No presente estudo foi extraido e avaliado o material genético de 204 amostras de
sangue de individuos de estado de Sdo Paulo, provenientes principalmente das cidades de

Botucatu e Ribeirdo Preto. Foram coletados 10ml de sangue periférico e o material genético
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foi posteriormente extraido por meio de um procedimento salting out. Todos os individuos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para uso e armazenamento das
amostras. Esse trabalho foi fruto de um projeto maior, cujo objetivo foi caracterizar a
variabilidade dos genes HLA de classe |. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
(Protocolo CEP 24157413.7.0000.5411).

2.2 Producéo dos Amplicons e Sequenciamento

A metodologia utilizada neste estudo insere-se dentro de um projeto maior, cujo
objetivo foi sequenciar todos os genes MHC de classe | nas mesmas amostras (HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-G, HLA-E e HLA-F).

O gene HLA-F foi amplificado isoladamente em um Unico fragmento pela Reacgédo
em Cadeia da Polimerase (PCR), compreendendo sua regido regulatéria 5° ou promotora,
codificadora e 3’ ndo traduzida, produzindo um fragmento de aproximadamente 6245pb. Os
iniciadores utilizados foram desenhados localmente (HFPR.F1: 5’-
GGAGAGAACACTCAGGTGGC-3’ ¢ HFUT.R1: 5’-CCACTAAACACCCAGCCCAT-3").
O protocolo de amplificacdo estd descrito adiante: volume final de 50uL contendo 0,80X de
solugéo tampéo, 1,5mM de MgCl,, 0,20mM de cada dNTP (Invitrogen - Carlsbad, CA USA),
15pmol de cada iniciador, 1,5 unidade de DNA Polimerase (Long PCR Enzyme Mix, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e aproximadamente 100ng de amostra de DNA. O
perfil de ciclagem utilizado foi 94° por 5 minutos, seguido por 10 ciclos de 94° por 30
segundos, 63° por 45 segundos e 68° por 7 minutos, e 22 ciclos de 94° por 30 segundos, 61°
por 45 segundos e 68° por 7 minutos, finalizando com 68° por 4 minutos. Os produtos de
amplificacdo foram testados por eletroforese em gel de agarose 1% corado por Gelred®
(Biotium™, Hayward, CA, USA).

As bibliotecas de fragmentos para o sequenciamento de nova geracao foram criadas
fazendo-se combinagdes de genes HLA de classe | de um mesmo individuo, utilizando-se os
kits Nextera® XT Index e Nextera® DNA Sample Preparation (lllumina Inc.). Os
sequenciamentos do tipo leitura pareada das duas extremidades de cada fragmento foram
realizados por meio da plataforma MiSeq Personal Sequencer (lllumina, Inc., San Diego, CA
USA).

2.3 Mapeamento das Sequéncias e Busca de SNPs
As sequéncias de cada amostra (formato fastq) foram obtidas pelo software MiSeq

Reporter (Illumina Inc.). Para 0 mapeamento das sequéncias foi utilizado o programa hla-
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mapper, desenvolvido localmente (22) para alinhar sequéncias de genes HLA com genoma
humano de referéncia, na versdo hgl9. Nesse processo, as sequéncias foram filtradas de
acordo com o gene de interesse (HLA-F), considerando sequéncias ja descritas no banco de
dados IPD-IMGT/HLA e no projeto 1000 Genomas. Apds esse processo, foram gerados
mapeamentos para a regido promotora do gene HLA-F (formato BAM), considerando a regiéo
promotora distal, entre as posi¢Oes 29689348 (-1893) a 29690298 (-943), referente ao genoma
humano hgl9. O segmento do gene HLA-F entre as posi¢cGes 29690685 (-556) e 29695490
(+4252), que compreende a regido promotora proximal, codificadora e 3’ ndo traduzida, foi
analisada em um estudo anterior do grupo (21). O segmento entre as posic¢Oes -942 e -557 ndo
foi incluido no estudo por se tratar de uma regido de baixa complexidade, em parte devido a
presenca de microssatélite no qual se repetem bases purinicas (adenina e guanina). Por ser
uma extensa regiao repetitiva, 0 mapeamento de sequéncias neste segmento ndo é confiavel.

Os mapeamentos da regido promotora distal considerada (arquivo .BAM) foram
realinhados nas regides contendo varia¢fes do tipo indel, usando a rotina “Indel Realigner”
do pacote GATK (23,24). Os alinhamentos foram visualizados no Integrative Genomics
Viewer (IGV) (25).

Em seguida, os alinhamentos de cada amostra passaram pela rotina de
“BaseRecalibrator” ¢ “PrintReads” do GATK para melhorar a qualidade dos gendtipos e
minimizar possiveis erros. Logo depois, foi criada uma lista dos pontos de variacdo
encontrados em todas as amostras por meio da rotina “HaplotypeCaller” do GATK,
originando arquivo .VCF. Gendtipos duvidosos foram tratados utilizando um programa local
denominado vcfx, ou seja, genotipos homozigotos inferidos em regies de baixa cobertura
e/lou genotipos com grandes desproporcdes entre os alelos inferidos, foram modificados
inserindo-se alelos desconhecidos para posterior imputacdo. A fase dos pontos de variagdo foi
definida utilizando a rotina “ReadBackedPhasing” do GATK. Os haplétipos finais foram

obtidos conforme especificado no item “Inferéncia de Haplotipos™, que sera descrito a seguir.

2.4 Inferéncia de haplotipos

Embora a metodologia proposta permita a deteccdo da fase dos pontos de variacéo
(rotina ReadBackedPhasing do GATK), eventualmente, esta fase se perde devido a distancia
entre alguns desses sitios. O sequenciamento de nova geracao sequencia diversos fragmentos
da sequéncia de interesse, 0s quais sdo chamados reads. Esses reads sdo sequenciados em
pares e abrangem um tamanho maximo. Pontos de variagdo no mesmo read estdo certamente

NO Mesmo Cromossomo e, portanto, na mesma fase. No entanto, quando os pontos de variacao
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estdo muitos distantes, a auséncia de reads que contenham esses pontos de variagdo impede
uma analise direta da fase entre estes pontos. Este fendbmeno ocorre principalmente com genes
menos polimdérficos como ja observado em estudos prévios envolvendo os genes HLA-G e
HLA-E (22). Desta forma, uma abordagem computacional foi realizada para inferir a fase dos
pontos de variagdo nestes trechos.

Com o arquivo .VCF gerado pelo “ReadBackedPhasing” do GATK, as fases
conhecidas foram usadas para complementar a abordagem computacional do método PHASE
(26). Os haplotipos foram estimados dentro dessas regides usando informacdes de pontos de
variagcdo vizinhos, de fase conhecida pelo sequenciamento, melhorando a qualidade da
inferéncia de haplétipos.

De posse das informacGes dos pontos de variacdo e suas fases, a sequéncia completa
de cada haplétipo de cada individuo foi montada utilizando o vcfx (www.castelli-lab.net), que
usou como referéncia o genoma humano na versao hgl9. Considerando o intervalo da regido
promotora distal e pela informac&o presente no arquivo .VVCF, para cada hapl6tipo, os pontos
de variacdo eram substituidos na sequéncia selecionada. As andlises estatisticas de
diversidade nucleotidica e génica foram realizadas por meio do software Arlequin versao
3.5.1.2 (27). Os dados para a regido promotora distal do gene HLA-F foram acrescidos aos
dados das demais regides do gene (trabalho anterior do grupo) (21). Além disso, com o intuito
de avaliar o padrdo de desequilibrio de ligacdo (LD) entre os pontos de variacdo detectados,
um plot de desequilibrio de ligacdo (LD) foi gerado utilizando o software Haploview 4.2 (28).

Considerando que a regido promotora pode influenciar o perfil de expressdo de um
gene por meio da ligacdo diferencial de fatores de transcricdo em sitios polimorficos, as
variagoes encontradas foram avaliadas quanto a sua influéncia na funcéo da regido promotora

por meio do software HaploReg versédo 4.1 (29), disponivel online.

3. Resultados

Considerando a regido promotora distal analisada do gene HLA-F, que compreende
950pb e esta presente aproximadamente a 1,8kb anteriormente ao inicio de traducdo do gene,
e as 204 amostras analisadas, foram encontrados 15 pontos de variacdo (Tabela 1). Dez
variantes apresentam frequéncia superior a 15% para o alelo alternativo. Das quatro variantes
encontradas apenas em um Unico individuo (singletons), apenas 2 foram inseridas na analise
de haplétipos (Tabela 1). Isto ocorreu por duas razdes: (a) a grande distancia entre estes

pontos de variagdo um ponto heterozigoto adjacente ndo permite a analise direta pelo GATK
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ReadBackedPhasing e (b) o método PHASE néo é capaz de definir a fase de variantes que

ocorreram apenas uma vez na amostra estudada.

Tabela 1. Lista dos pontos de variacdo detectados na regido promotora distal do gene
HLA-F em amostras brasileiras do estado de Sdo Paulo

Posicdo NP ) Posigéo Alelo de Frequéncia (Ajos' Alelo Frequéncia QO
no chrée id Obs. relativa Referénciad alelos de referéncia Alternativo alelo alternativo
IMGT/HLA® (2n=408) (2n=408)
29689423 rs144001783 A -1818 G 0.9975 A 0.0025
29689532  rs9258169 . -1709 T 0.8284 G 0.1716
29689590  rs9258170 . -1651 T 0.8284 G 0.1716
29689631  rs17875375 . -1610 T 0.9510 C 0.0490
29689683  rs78739406 . -1558 A 0.8284 AG 0.1716
29689717  rs9258171 . -1524 G 0.8284 T 0.1716
29689742 rs183540921 B -1499 T 0.9975 G 0.0025
29689897 . B -1344 A 0.9975 G 0.0025
29689973  rs9258172 . -1268 C 0.8284 T 0.1716
29690002  rs9258173 . -1239 G 0.8284 T 0.1716
29690026  rs9258174 . -1215 T 0.8284 C 0.1716
29690037 . A -1204 G 0.9975 A 0.0025
29690056  rs17875376 . -1185 C 0.8015 T 0.1985
29690125  rs9258175 . -1116 G 0.8284 A 0.1716
29690228  rs9258176 . -1013 C 0.8284 G 0.1716

2 Posic¢do no cromossomo 6 considerando o genoma humano de referéncia, versao hgl9

b Observagbes:  A: variagdo encontrada em apenas um individuo (singleton), com haplétipo definido

B: variacdo encontrada em apenas um individuo (singleton), sem haplé6tipo definido® Posi¢do relativa ao banco
de dados IPD-IMGT/HLA, considerando a Adenina do primeiro ATG traduzido como nucleotideo +1

d Alelo referéncia no genoma humano versio hg19.

Os 13 pontos de variacdo aqui descritos formam 6 haplétipos distintos, que foram
nomeados de acordo com a frequéncia encontrada em nossa amostra, conforme mostrado na
Tabela 2. Trés hapl6tipos, aqui denominados de F*distal-A ao -C, representam
aproximadamente 95% das sequéncias encontradas nesta amostra brasileira, sendo que apenas
o0 haplotipo F*distal-A é responsavel por mais de 57% das sequéncias. O haplotipo F*distal-A
estd relacionado aos alelos encontrados na referéncia usada, que neste caso sdo mais
frequentes que os alternativos. A frequéncia somada dos hapl6tipos F*distal-A, F*distal-B,
F*distal-D e F*distal-E, que apresentam apenas um ponto de variacdo diferente do primeiro, é
de 82.59%. O haplotipo F*distal-B esta associado a variante -1185T (MAF=19.85%), de alta
frequéncia em nossa amostra. O hapl6tipo F*distal-C é o mais divergente de todos e esta
associado aos alelos alternativos de quase todos os pontos de variagdo encontrados (-1709G, -
1651G, -1558AG, -1524T, -1268T, -1239T, -1215C, -1116A e -1013G), que estdo em

absoluto desequilibrio de ligacdo (Tabela 2, Figura 1). Portanto, basicamente ha dois perfis



41

de promotores distais em nossa amostra: hapl6tipos derivados de F*distal-A e o haplétipo
mais divergente, F*distal-C.

Utilizando o software online HaploReg v4.1 (29), os 13 pontos de variacdo incluidos
na andlise de haplétipos foram analisados in silico quanto a sua influéncia na ligacdo de
fatores de transcricdo. A Tabela 3 mostra, por ponto de varia¢do, quais motivos de fatores de
transcrigdo seriam afetados, sendo divididos em dois grupos, referéncia e alternativo, de
acordo com a maior afinidade que o sitio possuiria com o alelo referéncia ou alelo alternativo,
respectivamente. Como observado na Tabela 3, ha diferenca de afinidades a fatores de
transcricdo que se ligam as sequéncias quando da presenca de determinados alelos. Essa
diferenca de afinidade de ligagdo (maior para a sequéncia que possui o alelo de referéncia ou
o alelo alternativo) pode ser melhor visualizada no Gréfico 1, que mostra o valor de diferenca
de afinidade do motivo do fator de transcricdo por sitio de variacdo, considerando os dados
fornecidos pela andlise do HaploReg (Position Weight Matrix score (29)). O calculo da
diferenca de afinidade foi feito com base na seguinte equacgéo: diferenca = (score para alelo de
referéncia) — (score para alelo alternativo), sendo que quando a diferenca € maior que 0 a
afinidade € maior para a sequéncia do alelo referéncia, e quando a diferenca € menor que 0, a
afinidade é maior para a sequéncia do alelo alternativo. Como pode ser melhor observado no
Gréfico 1, a maioria dos fatores de transcricdo elencados tem maior afinidade pela sequéncia
do alelo de referéncia, porém ha fatores com maior afinidade pela sequéncia do alelo
alternativo. Assim, é possivel que o perfil transcricional relacionado aos haplotipos F*distal-
A (e derivados), caracterizados pela maioria dos alelos de referéncia, seja diferente do perfil
transcricional relacionado ao haplétipo F*distal-C, principalmente quando consideramos que
o F*distal-C esta associado a maioria dos alelos alternativos descritos na Tabela 3.
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Tabela 2. Lista dos haplotipos encontrados na regido promotora distal do gene HLA-F em amostras brasileiras do estado de Séo Paulo,
compreendendo os pontos de variagdo entre os nucleotideos -1893 a -943, considerando nucleotideo +1 como a Adenina do primeiro
ATG traduzido.

Posices relativas de acordo com IMGT/HLAP Frequéncia

Haplotipos® 1 01e 1700 -1651 -1610 -1558 -1524 -1268 -1239 -1215 -1204 -1185 -1116 -1013 AmOSt(';is:%asz”e"as
Frdistal-A G T T T A G c G T G c G c 0.5784
Frdistal-B G T T T A G c G T G T G c 0.1961
Frdistal-C G G G T AG T T T c G c A G 0.1716
Frdistal-D G T T c A G c G T G c G c 0.0490
FrdistakE G T T T A G c G T A c G c 0.0025
Frdistal-F |~ A T T T A G c G T G T G c 0.0025

Diversidade nucleotidica 0.0031 +/- 0.0018

Diversidade génica 0.5966 +/- 0.0204

Os alelos alternativos estdo marcados em cinza.

@ Haplotipos foram listados conforme frequéncia observada nas amostras da populacéo brasileira
® PosicBes calculadas considerando como nucleotideo +1 a Adenina do primeiro ATG traduzido. As posi¢Ges cromossomicas estdo listadas na Tabela 1.
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Figura 1. Mapa de desequilibrio de ligacdo (LD) entre pares de pontos de variagdo na regido promotora
distal do gene HLA-F. Essa imagem foi gerada pelo Haploview 4.2 usando pontos de variacdo com
frequéncia do alelo minimo (MAF) >0,1%. Areas em vermelho indicam forte LD [log de odds ratio
(LOD>2, D’=1)] e areas em azul/cinza indicam LD fraco (LOD<2, D’=1).

Foi possivel inferir os hapl6tipos estendidos do gene HLA-F e avaliar a associacao
entre os haplétipos de promotor distal e os haplotipos de regido codificadora do HLA-F. Para
esta analise, consideramos apenas 196 amostras, que tiveram a regido codificadora do HLA-F
avaliada em estudo anterior (21). Neste contexto, encontramos 39 haplétipos estendidos
(Tabela 4.), porém apenas 4 hapldtipos apresentaram frequéncia superior a 10% e
representaram em torno de 60% de todas as sequéncias nesta amostragem. Considerando-se 0s
haplotipos estendidos, nota-se que o hapldtipos F*distal-C esta relacionado exclusivamente
com alelos do grupo F*01:01:02. Os demais haplotipos promotores estdo associados com
alelos do grupo F*01:01:01 e F*01:03 (Tabela 4). Esta associacdo restrita entre hapldtipos
promotores e codificadores pode ser explicada pelo elevado desequilibrio de ligacéo existente

ao longo de todo o segmento do gene HLA-F, como indicado pela Figura 2.
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Tabela 3. Predicéo in silico de motivos de ligacdo a fatores de transcri¢éo alterados pelos pontos de variacdo encontrados na regido promotora distal
do gene HLA-F.

Motivos de fatores de transcricdo com afinidade pelos diferentes alelos @

Posicdo SNPid Posicdo relativa  Alelo de Alelo Frequén
Chr6 (hg19) aIMGT/HLA? referéncia® alternativo cia® Referéncia Alternativo
29689423  rs144001783 -1818 G A 0.0025 EWSR-FLI1, Zf143_knownl TCF4_disc2
29689532 rs9258169 -1709 T G 0.1716 Dbx1, Hoxal0, Hoxd10, TATA_knownl Pax-4_4
Branchyury_2, Eomes, HNF4_known4,
29689590 rs9258170 -1651 T G 0.1716 SRF_discl, SRF_known2, SRF_known4, Rhox11
TBX5_1, TBX5_2
29689631  rs17875375 -1610 T C 0.0490 HDAC2_disc6, PLZF GATA_known8, TATA_disc7
20689683  rs78739406 -1558 A AG 0.1716 Mef2_knowns, PU.1_discl ELF1_discl, FEV, PU.1_knownl, RXRA_disc4,
p300_disc10
Ets_knownl, Pax-5_knownl, Zfp691, i
29689717 rs9258171 -1524 G 0.1716 p300_known1
29689742  rs183540921 -1499 T G 0.0025 ERalpha-a_discl -
Foxfl, Foxil, Foxl1_1, FoxI1_2, Pou2f2_known2,
29689973 rs9258172 -1268 C 0.1716 Pou3f2_2 TATA_knownl, TATA. known3
29690002 rs9258173 -1239 G T 0.1716 DMRT4, DMRT5, MIF-1 DMRT1, DMRT3, DMRT7, RFX5_known2
AIRE_2, AP-1_disc2, E2F_disc4, Irf_disc, NF-
Y _discl, NF-Y_knownl, NF-Y_known3,
29690026 rs9258174 1215 T c 0-1736  Nobox_2, Pbx3_discl, RFX5_disc2, SP1_discl, )
SP2_discl, TATA disc6
29690056  rs17875376 -1185 o T 0.1985 Pitx2 CEBPD, DIx3, En-1_1, Msx-1_1
29690125 rs9258175 -1116 G A 0.1716 SZF1-1 -
29690228 rs9258176 -1013 C G 0.1716 RXRA_knonw3, ZBRK1 BDP1_discl, SP1_disc3

2 Posi¢do considerando a Adenina do primeiro ATG traduzido como nucleotideo +1
® Alelo referéncia no genoma humano versio hg19
¢ Frequéncia do alelo alternativo
d position Weight Matrix 1D (Biblioteca de Kheradpour and Kellis, 2013), (KHERADPOUR et al., 2013; MAHONY et al., 2007; MATYS et al., 2003).



Grafico 1. Afinidade dos fatores de transcricdo reportados pelo software HaploReg por sitio de variacio na regido promotora distal do gene HLA-F
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Gréfico 1. Diferencga de afinidade dos motivos de fatores de transcri¢do reportados pelo software HaploReg pela sequéncia do alelo referéncia ou alternativo. Valores de diferenca
positivos indicam maior afinidade pelo alelo de referéncia, e valores negativos indicam maior afinidade pelo alelo alternativo. As posi¢des dos sitios de variacéo considerados estdo
indicadas por cor. A relagéo dos alelos referéncia/alternativo por sitio de variacéo estdo indicados na Tabela 3.



Tabela 4. Hapl6tipos estendidos do gene HLA-F considerando segmento entre os nucleotideos -1893 e +4252,

considerando Adenina do primeiro ATG traduzido como +1

46

Frequéncia nas

Promotora 5’ upstream® Alelo HLA-F® 3’ downstream” amostras brasileiras
distal® (2n=392)
F*distal-A F*upstream-A F*01:01:01:09 F*downstream-B 0.1735
F*distal-A F*upstream-B F*01:01:01:08 F*downstream-A 0.1684
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 F*downstream-A 0.1403
F*distal-A F*upstream-A F*01:03:01:01 F*downstream-D 0.1020
F*distal-D F*upstream-A F*01:03:01:01 (1383G) F*downstream-E 0.0459
F*distal-A F*upstream-D F*01:01:01:05 (1943G, [TG]12) F*downstream-A 0.0434
F*distal-A F*upstream-A F*01:01:01:11 F*downstream-B 0.0383
Frdistal-C ~ F*upstream-E E;g%glngsvgiégiwngj’vgoééaﬁc;] . Fxdownstream-C 0.0383
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:03 (1943G, 2208C, [TG]11) F*downstream-C 0.0332
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 ([TG]12) F*downstream-A 0.0332
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:04 (3189T) F*downstream-C 0.0306
F*distal-C F*upstream-F F*01:01:02:03 (1943G, [TG]11) F*downstream-C 0.0179
F*distal-A F*upstream-A (ng :32512%8%?'_5342'6‘) ou F*01:04 F*downstream-B 0.0128
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 ([TG]12) F*downstream-F 0.0128
F*distal-C F*upstream-E g;gé g 1n23vg§8(g$'wn§\/3v8312—02?343[$6] ) F*downstream-C 0.0128
F*distal-A F*upstream-A F*01:01:01:09 (new394G) F*downstream-B 0.0077
F*distal-C F*upstream-H F*01:01:02:03 (1943G, [TG]13) F*downstream-C 0.0077
F*distal-A F*upstream-D F*01:01:01:05 (1943G, [TG]14) F*downstream-A 0.0077
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:03 (1943G, 2208C, [TG]11) F*downstream-G 0.0077
F*distal-D F*upstream-A [F_I’_‘gi?)&Ol:Ol (new1378T, 1383G, F*downstream-E 0.0051
F*distal-A F*upstream-G F*01:01:01:08 (-222G, 2698G, [TG]11) F*downstream-A 0.0051
F*distal-A F*upstream-B F*01:01:01:08 (newl779A) F*downstream-A 0.0051
F*distal-A F*upstream-G F*01:01:01:08 (-222G, 2698G, [TG]u11) F*downstream-H 0.0051
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:03 (1943G, 2208C, [TG]12) F*downstream-C 0.0051
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 (new1313G) F*downstream-A 0.0051
F*distal-A F*upstream-D F*01:01:01:08 (-222G, 2698G, [TG]11) F*downstream-A 0.0026
F*distal-C F*upstream-E ;;8; CO 1n23\,(2)§8(g$wn§\13\18312—0233‘;3e F*downstream-C 0.0026
F*distal-C F*upstream-C Zgé((:) 1[$é]01 :f)(newlS?OA, e, F*downstream-C 0.0026
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 F*downstream-F 0.0026
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:02 (1943G, 2208C, [TG]11) F*downstream-C 0.0026
F*distal-A F*upstream-A F*01:03:01:01 ([TG]11) F*downstream-D 0.0026
F*distal-A F*upstream-B F*01:01:01:08 F*downstream-J 0.0026
F*distal-C F*upstream-C F*01:01:02:03 (1943G, 2208C, [TG]12) F*downstream-I 0.0026
F*distal-E F*upstream-A F*01:01:01:11 F*downstream-B 0.0026
F*distal-A F*upstream-A F*01:03:01:01 (new1225C) F*downstream-D 0.0026
F*distal-B F*upstream-B F*01:01:01:01 ([TG]14) F*downstream-A 0.0026
F*distal-A F*upstream-A F*01:03:01:01 ([TG]13) F*downstream-D 0.0026
F*distal-A F*upstream-A F*01:01:01:11 ([TG]o) F*downstream-B 0.0026
F*distal-F F*upstream-B F*01:01:01:01 F*downstream-A 0.0026

Diversidade nucletidica

Diversidade génica

0.0040 +/- 0.0020
0.9267 +/- 0.0062

@ Haplétipos encontrados no presente estudo, descritos na Tabela 2.
® Hapldtipos encontrados em estudo anterior (21).
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Figura 2. Mapa de desequilibrio de ligacdo (LD) entre pares de pontos de variacédo na regido estendida do gene HLA-F (de -1893 a +4252). Essa imagem foi gerada
pelo Haploview 4.2 usando pontos de variacio com frequéncia do alelo minimo (MAF) >0,1%. Areas em vermelho indicam forte LD [log de odds ratio (LOD>2,
D’=1)], areas em azul/cinza indicam LD fraco (LOD<2, D’=1) e areas em branco indicam nenhum LD (LOD<2, D’<1). Valores de D' diferente de 1 estdo
representados dentro dos quadrados na forma de porcentagem.
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4. Discussao

O presente estudo avaliou aproximadamente 950 bp da regido promotora distal do
gene HLA-F. Dos trés trabalhos existentes sobre a variabilidade do HLA-F, apenas um deles
teve abrangéncia semelhante a este estudo, considerando uma regido promotora distal a
aproximadamente 2kb do gene (9). Os outros dois trabalhos nessa linha discutem apenas a
variabilidade da regido codificadora considerando os tipos de alelos encontrados na populagéo
avaliada. Estes trabalhos prévios foram realizados na China (30) e no sul do Brasil (13). Em
2006, PYO et al. analisou o gene estendido em 33 amostras provindas da Asia, Africa,
Ameérica e caucasianas, mas por uma metodologia diferente da usada neste estudo. Dos 15
pontos de variacdo encontrados aqui, o singleton na posi¢do -1204G/A (Tabela 1) ja tinha
sido descrito nesse trabalho anterior (9).

O gene HLA-F é considerado um dos menos varidveis dentre os genes da familia
HLA. Os estudos realizados até 0 momento indicam que apenas duas moléculas HLA-F séo
codificadas pelos alelos mais frequentemente encontrados em populacbes mundiais.
(9,13,21,30). Estas duas moléculas sdo denominadas F*01:01 (codificada por alelos dos
grupos F*01:01:01 e F*01:01:02) e F* 01:03 (codificada pelos alelos do grupo F*01:03).
Apesar desta baixa variabilidade na regido codificadora (em termos de proteina produzida), a
regido promotora distal do HLA-F parece ser bastante polimoérfica quando comparada a regido
codificadora.

Neste estudo, verificamos que os 13 pontos de variagdo encontrados estdo arranjados
em apenas 6 hapldtipos diferentes. Além disso, este segmento apresenta um forte
desequilibrio de ligacdo, o que explica o perfil dos haplo6tipos encontrados. A maioria dos
alelos alternativos estdo associados com o mesmo haplétipo (F*distal-C). A regido promotora
distal do HLA-F pode ser considerada uma regido relativamente polimorfica quando
comparada a regido codificadora, considerando a quantidade e frequéncia dos pontos de
variacdo encontrados. No entanto, a diversidade de haplétipos é reduzida, concentrando-se em
apenas dois grandes grupos: os haplo6tipos F*distal-A (e derivados) e F*distal-C. Embora a
maioria dos hapldtipos sejam derivados de F*distal-A, a presenca de um haplétipo altamente
divergente e com frequéncia alta (F*distal-C) poderia influenciar o perfil transcricional dos
genes HLA-F que carregam este hapldtipo divergente, por modificar a afinidade de fatores de
transcricdo pelo DNA do promotor.

Na regido promotora estdo presentes os elementos que regulam a transcri¢cdo de um

gene, ou seja, este € o local onde o aparato basal de transcricdo se monta para iniciar a



49

producdo de mRNA. Na regido promotora cerne e proximal estdo os sitios mais conhecidos de
ligagéo a fatores transcricionais, como TATA box e CCAAT box, onde se liga o aparato basal
de transcricdo (15). Nessas e na regido promotora distal estdo motivos de DNA com
capacidade de ligacdo a proteinas estimulatdrias ou inibidoras da transcrigéo (15).

Os primeiros estudos que descreveram a estrutura do gene HLA-F mostraram que sua
regido promotora proximal se assemelha as dos genes HLA de classe | classicos, fazendo com
que a expressdo da molécula de HLA-F também fosse similar as das moléculas classicas,
(14,31). No caso do HLA-F, nessa regido promotora proximal ha elementos responsivos ao
NF-kB, IRF1 (IFN-y) e CIITA (15,32). No entanto, diferente dos genes HLA de classe |
classicos, mas semelhante ao gene HLA-G, a promotora cerne do HLA-F ndo possui um
elemento denominado Inr (“Initiator”’) conservado, o que poderia explicar a relativa limitacédo
da expressdo da molécula a alguns tecidos (15). Assim, tendo elementos regulatérios
semelhantes na regido promotora, tanto comparados aos genes HLA de classe I, como ao
HLA-G, a expressao de HLA-F apresentaria um perfil intermediario (14,31,33).

Como citado anteriormente, a regido promotora distal pode conter sitios de ligacdo a
proteinas regulatorias que acentuam ou silenciam a expressao génica. Para o HLA-F, quando
em 1990 GERAGHTY et al. o descreveram primeiramente essa promotora distal, foi
encontrado sequéncias altamente repetitivas configurando a presenga de um microssatélite.
Além da influéncia estrutural na molécula de DNA, que por si interfere no nivel de expressao
de um gene, ndo foi descartado a possivel funcao regulatoria dessa regido repetitiva (14).

No presente estudo, verificamos que 0s pontos de variacdo encontrados no promotor
distal do HLA-F poderiam influenciar a ligacdo de dezenas de fatores de transcri¢cdo (Tabela
3). Ainda, como a maioria das variantes ocorreu associada a um unico haplétipo (F*distal-C),
este haplotipo poderia ser responsavel por um perfil transcricional completamente diferente.
Mais precisamente, o hapldtipo de F*distal-C, representado pela maioria dos alelos
alternativos, parece perder a afinidade por diversos fatores de transcricdo, enquanto o
hapldtipo F*distal-B parece ser o hapl6tipo com maior afinidade a mais fatores de transcricéo.
Estes dados apontam para uma importancia funcional dessa regido em relacdo a expressdo do
gene HLA-F.

Além dos resultados apontados na Tabela 3 e no Grafico 1, obtidos pelo programa
HaploReg (29), dados do projeto ENCODE (34), referentes ao sitios regulatorios e motivos de
fatores de transcri¢do, destacaram um segmento regulatorio dentro da regido promotora distal
estudada. Como mostra a Figura 3, o sitio regulatorio relacionado ao fator de transcricéo

PU.1 aparece em destaque. PU.1 é um fator de transcricdo ativador envolvido na
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diferenciacdo e ativacdo de macrdéfagos e celulas B e atua como um enhancer linfoide
especifico (38). Além disso, é possivel observar que 4 pontos de variacdo estdo na mesma
regido de ligacdo desse fator de transcricao, 3 deles com os alelos alternativos relacionados ao
haplotipo de F*distal-C (-1651G, -1558AG e -1524T, Tabela 2) e o outro ao hapldtipo
F*distal-D (-1610C, Tabela 2). Dentre esses quatro pontos de variacdo, a indel A/AG anotado
na regido de -1558 € o mais proximo do motivo de ligacdo de PU.1, caracterizado por ser uma
sequéncia rica em purina (5'- GAGGAA-3') (38). No Grafico 1, os resultados apontados pelo
HaploReg mostram que afinidade de PU.1 é maior para a sequéncia do alelo alternativo do
que para a do alelo de referéncia, observado pelo valor de diferenca de afinidade indicado em
“PU.1_knownl”, que equivale aos dados do projeto ENCODE, utilizados para o banco de
dados do HaploReg. O sitio “PU.1_disc1” equivale a um motivo semelhante descoberto pelas
analises do HaploReg, que teria maior afinidade pela sequéncia de referéncia. (39).  Esse
dado reforga a importancia funcional dessa regido e aponta também para um possivel perfil
transcricional diferente relacionado a promotora F*distal-C, que, por exemplo, teria afinidade

maior por PU.1.
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Figura 3. Regido promotora distal compreendendo os nucleotideos de -1893 a -943. Em “VEP result” estio marcados
os 13 pontos de variacdo considerados na inferéncia de haplétipos (Tabela 2). Em “MultiCell” estio os dados de
multiplas linhagens celulares contidas no Projeto ENCODE associado a anotacéo de sitios regulatérios e motivos de
ligacdo de fatores de transcricao, ilustrados na forma de barra e picos. Nesse caso, o sitio destacado com maior pico é
referente ao fator de transcrigéo PU.1
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A relagdo entre os haplotipos promotores e codificadores também foi avaliada, como
mostra a Tabela 4. Os haplotipos F*distal-A (e derivados) estdo associados com alelos que
codificam ambas as proteinas HLA-F frequentes, F*01:01 e F*01:03, enquanto que o
F*distal-C esta exclusivamente associada com alelos F*01:01:02 ou derivados, que codificam
a proteina F*01:01. Considerando o perfil de desequilibrio de ligacdo caracteristico do HLA-F
(Figura 2), os alelos que codificam a proteina F*01:01 (a mais frequentemente encontrada)
contam com dois promotores altamente divergentes. Este fenbmeno ja foi observado
anteriormente para outro gene ndo classico, o HLA-G (40-42), em que promotores
divergentes estariam associados com alelos codificadores que codificam a mesma proteina.
Assim como observado para 0 HLA-G, é possivel que a selecdo natural esteja modificando as
frequéncias alélicas no promotor de HLA-F. Ja foi demonstrado que o promotor do HLA-G
sofre influéncia de selecdo balanceadora, elevando a heterozigose e a frequéncia de diversas
variantes no promotor (41). A heterozigose nesta regido traria uma vantagem evolutiva, pois o
individuo seria capaz de estimular a expressdo de HLA-G quando necessario (gestacéo,
doencas autoimunes) ou diminuir sua expressdo quando da necessidade de uma resposta
imunoldgica mais intensa (infeccdes, tumores). Este fenbmeno estaria em parte associado com
a presenca de haplétipos promotores de alta e baixa producdo no mesmo individuo, ou
haplétipos que respondem a diferentes estimulos, sem modificacdo da proteina produzida. E
possivel que 0 mesmo fendbmeno esteja ocorrendo com o gene HLA-F, no entanto, os testes de
desvio de neutralidade ndo apontaram selecdo natural neste segmento. Por fim, sdo
necessarios estudos funcionais para provar que estes promotores podem influenciar a

expressao de HLA-F.
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O promotor distal do gene HLA-F parece ser bastante polimérfico quando comparado
a regido codificadora. No entanto, embora diversos pontos de variacdo apresentem elevada
frequéncia, a maioria dos alelos alternativos estdo associados com um Unico hapl6tipo
altamente divergente. Estes dois conjuntos de haplotipos estdo associados com um perfil de
ligacdo de fatores de transcricdo diferentes e portanto, poderiam influenciar a expressao de
HLA-F de forma diferente. No entanto, estes dois grupos de promotores codificariam as
mesmas duas proteinas HLA-F encontradas mundialmente. Sdo necessarios estudos

funcionais para provar que estes promotores podem influenciar a expressao de HLA-F.



