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Resumo

Os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) codificam moléculas
envolvidas com a regulacdo do sistema imune, participando do reconhecimento do que é
préprio ou estranho ao individuo. O gene HLA-E, parte do MHC, € caracterizado por
apresentar baixa, porém, ampla expressdo pelos tecidos do corpo. O HLA-E é extremamente
conservado e um dos menos polimorficos entre os genes HLA de classe 1. A principal fungéo
da molécula HLA-E esté relacionada ao mecanismo de imunovigilancia, através da interacéo
com receptores de células Natural Killer e linfécitos T. Pontos de variacdo nas regides
regulatérias e codificadora de HLA-E podem alterar sua funcdo através da modificacdo da
expressdo génica ou estrutura da molécula codificada, influenciando a interacdo com
peptideos e receptores. O presente trabalho propds a avaliacdo da variabilidade do segmento
estendido do gene HLA-E, incluindo promotor e introns, e estrutura de haplotipos por meio de
sequenciamento de nova geracdo ou sequenciamento massivo paralelo. A metodologia foi
aplicada para avaliagdo da variabilidade de 420 amostras do Estado de S&o Paulo.
Considerando um segmento de mais de 7kb, o gene HLA-E mostrou-se conservado,
apresentando poucas sequéncias diferentes e frequentes. Ao todo, 63 pontos de variacao
foram encontrados e caracterizados em 75 haplétipos estendidos. Foram encontrados 37
hapl6tipos de regido promotora, porém apenas 10 apresentam frequéncia superior a 1%. Para
a regido codificadora, foram encontrados 27 haplétipos, sendo que 15 caracterizam novos
alelos HLA-E. No entanto, duas das moléculas codificadas, representadas pelos alelos do tipos
E*01:01 e E*01:03, correspondem a mais de 90% de todas as sequéncias. Essa caracteristica
reforcou a conservacgdo da regido codificadora, na qual a maioria dos pontos de variacao
ocorreram em segmentos regulatérios e introns, ou caracterizavam mutacdes sinbnimas em
éxons. Na regido 3’ ndo traduzida, 12 haplotipos foram encontrados, porém cerca de 90% das
sequéncias sdo representadas por apenas dois haplotipos, 3UTR-1 e 3UTR-2. A diversidade
nucleotidica foi maior no segmento promotor do que na regido codificadora e 3’ ndo
traduzida. Também foi observado fraco desequilibrio de ligagdo ao longo de HLA-E,
provavelmente devido a presenca de diversos elementos Alu que pode influencia a taxa de
recombinacdo entre 0s segmentos e, por causa disso, um mesmo haplotipo regulatério pode
ocorrer associado a diferentes sequéncias de codificadora. Analises futuras relacionados a
ligacdo de fatores de transcricdo e RNAs néo codificadores s@o necessarias para averiguar se

essas variacoes influenciariam o perfil de expressdo do gene.
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Abstract

The Major Histocompatibility Complex (MHC) genes encode molecules involved mainly in
recognition of self and non self antigens. The HLA-E gene is characterized by low but wide
expression among tissues. Thus far, HLA-E is considered a conserved gene and one of the
least polymorphic class | HLA genes. The main HLA-E function is related to immune
surveillance by the interaction with natural killer cell receptors and T lymphocytes. Variable
sites within the HLA-E regulatory and coding segments may influence gene function by
modifying its expression pattern or encoded molecule, thus, influencing its interaction with
receptors and the peptide. Here we propose an approach to evaluate de complete HLA-E
variability, including promoter and introns segments, and the evaluation of the HLA-E
haplotype structure by using massively parallel sequencing, or next-generation sequencing.
The methodology was applied to survey the variability of a very admixed population such as
Brazilians counting 420 samples of Sdo Paulo State. Considering a segment of about 7kb, the
HLA-E gene is indeed conserved with few different and frequent sequences. In general, 63
variable sites were detected, arranged 75 extended haplotypes. We found 37 promoter
haplotypes, but only 10 presented a frequency greater that 1%. For the coding region, 27
haplotypes were detected, with 15 representing new HLA-E alleles. Nevertheless, the HLA-E
conding alleles did encode mainly two different full-length molecules, known as alleles
E*01:01 and E*01:03, which corresponds to about 90% of all. This feature reinforced the
conservation at the coding region, where most of the variable sites detected are intronic
mutations, synomymous mutations in exons, or mutations at regulatory elements. In the 3’
untranslated region, 12 haplotypes were found, but only two different sequences (3UTR-1 and
3UTR-2) presented a summed frequency of 90%. Nucleotide diversity was higher in the distal
promoter segment than in the coding and 3’ untranslated segments. HLA-E present a weak
linkage disequilibrium along the entire segment, mainly because of the presence of many Alu
elements that may influence recombination within the gene. Because of that, the same
regulatory haplotype may occur associated with different coding sequences. Further analysis
involving the binding of transcription factors and non-coding RNAs are necessary to evaluate
whether these variable sites at regulatory segments (or even in the coding sequence) may

influence the gene expression profile.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Complexo Principal de Histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) foi caracterizado primeiramente em camundongos, como a
regido do genoma cujos genes eram determinantes no reconhecimento de tecidos e na
aceitacdo ou rejeicdo de enxertos alogénicos (1-3). Caracteristico de todos os mamiferos, 0s
genes do MHC, no entanto, tém uma funcdo mais ampla: codificam moléculas associadas a
inducdo e regulacdo da resposta imunitaria, principalmente adaptativa, influenciando, além do
discernimento entre o que é préprio e nao ao organismo, a susceptibilidade e progressao de
doengas autoimunes, infecciosas e neoplésicas (1,2,4-7).

Em humanos, 0o MHC compreende uma regido de aproximadamente 4 Megabases
(Mb) no braco curto do cromossomo 6, localizado especificamente em 6p21.3. Essa regido
apresenta cerca de 224 genes (8,9), em sua maioria associados com o controle das respostas
imunitarias (Figura 1). O MHC ¢é considerado como uma das regides com maior densidade

génica e a mais variavel do genoma da maioria dos vertebrados, incluindo o homem (4-7).

CROMOSSOMO HUMANO 6
MHC

L
Complexo < {000 kb

Classe Il ¢ Il »€ |
1000kb 1000kb 2000kb

Loci

Centromero

Telomero

*Atualmente denominado HFE

Figura 1. Esquema gendmico detalhado da regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
humano, localizado no brago curto do cromossomo 6 (10). Em azul esté representa a regido dos genes de classe
11, na por¢do mais centromérica do MHC. Os genes escritos em azul representam os genes HLA de classe Il. Em
verde estdo representados os genes de classe |11, que codificam citocinas, moléculas do sistema complemento,
entre outros. Na porcdo mais telomérica do MHC estdo representados os genes de classe | em rosa; 0s genes
escritos em rosa representam os genes HLA de classe | classicos. Em destaque, apontado pela fecha vermelha,
estd 0 gene HLA-E, alvo do presente estudo. Adaptado de Kindt et al., 2007.

O MHC pode ser dividido didaticamente em trés regides, denominadas classe I, 11

e Il (Figura 1) (10,11). Os principais genes de classe | (regido mais telomérica) e Il (mais
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centromérica) compreendem o sistema HLA, detalhado mais adiante, cujos genes codificam
glicoproteinas de membrana responsaveis pela apresentacdo de antigenos proteicos. Outros
genes presentes na regiao de classe |1 sdo HFE (metabolismo de ferro) e genes MIC (similares
aos genes HLA de classe | com fungdo em células epiteliais e estresse celular). Outros genes
de classe Il, além dos que codificam as cadeias a e B das moléculas HLA-DP, HLA-DQ,
HLA-DR, HLA-DO e HLA-DM, sdo LMP (envolvidos na montagem do proteossoma) e TAP
(transportador associado ao processamento de antigenos), ambos envolvidos no
processamento intracelular de antigenos e montagem de moléculas HLA de classe I,
principalmente. Os genes presentes na regido de classe Il (regido intermediaria), codificam
moléculas importantes ao sistema imunolégico, como moléculas do sistema complemento,

horménios, citocinas (TNF e LTA) e proteinas de choque térmico (4-7,10,11).

1.2 Sistema HLA

As moléculas HLA foram descobertas por métodos sorolégicos como resultado da
procura de moléculas de superficie celular em um individuo, que seriam reconhecidas como
estranhas em outro individuo (12). Nos camundongos anteriormente citados, homologos
dessas moléculas seriam os fatores determinantes na aceitacdo/rejeicdo do enxerto e, portanto,
as principais moléculas de histocompatibilidade, caracteristica que originou a nomenclatura
do MHC (3). Nos seres humanos essas moléculas foram nomeadas como antigenos
leucocitarios humanos ou HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen) e desempenham
funcdo central na resposta imune contra antigenos de origem proteica, 0s quais Sao
apresentados na superficie celular ligados a essas moléculas. Os complexos HLA-peptideo
interagem com células efetoras do sistema imune (células T e células Natural Killer - NK),
atuando diretamente no reconhecimento do que € prdprio ou estranho ao individuo e
induzindo, no segundo caso, resposta imune apropriada (13,14).

Os genes que codificam as moléculas HLA estdo presentes nas regides de classe |
e de classe Il do MHC humano (Figura 1); que codificam, respectivamente, as moléculas
HLA de classe | e classe Il. Os genes HLA de classe | se subdividem em genes classicos
(HLA-A, HLA-B e HLA-C), expressos em praticamente toda célula somética, e ndo classicos
(HLA-G, HLA-E e HLA-F), expressos em alguns tecidos ou de forma constitutiva em baixos
niveis (15). Os genes HLA de classe | classicos codificam moléculas que participam da
apresentacdo de antigenos de origem endogena ou processados intracelularmente, e

apresentam estes antigenos aos linfocitos T CD8+ (células T citotoxicas). J& os genes HLA de
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou uma nova metodologia de analise de variabilidade
por meio de sequenciamento de nova geracdo do segmento estendido do gene HLA-E.
Considerando mais de 400 amostras, mesmo em uma populacdo heterogénea como a
brasileira, o gene HLA-E mostrou-se bastante conservado, principalmente em sua regido
codificadora. A maioria dos pontos de variagdo encontrados ou caracterizam mutacoes
sinbnimas ou estdo presentes em regides de introns, enquanto as muta¢Ges nao sindénimas
caracterizam alelos raros, com excecdo de +756A que caracteriza os alelos E*01:03. O perfil
fraco de desequilibrio de ligacdo ao longo de todo segmento analisado € uma particularidade
de HLA-E, em parte relacionado com a presenca de elementos Alu na regido promotora, intron
5 e 3’NT que podem aumentar a taxa de recombinacdo dentro do gene. Este baixo
desequilibrio de ligacao justifica o grande nimero de hapl6tipos estendidos, em que a mesma
sequéncia regulatoria esta associada a diferentes alelos codificadores. O promotor proximal
do HLA-E ¢ bastante conservado, salvo pela presenca de uma Unica mutacdo frequente. O
promotor distal parece ser a regido mais polimorfica do HLA-E, porém, os dados do projeto
ENCODE apontam que este segmento ndo apresenta elementos regulatérios. Estudos futuros
sobre a influéncia da variabilidade no promotor distal, proximal ¢ 3’°NT contribuirdo para o
entendimento sobre a dindmica de ligacéo de fatores de transcri¢do e regulagdo por RNAs nédo
codificadores, além de poder indicar sobre 0s aspectos evolutivos relacionados ao HLA-E.





