RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 2020/02/03.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Michelle Almeida da Paz

VARIABILIDADE DOS DOMINIOS ALPHA-3,
TRANSMEMBRANA E CAUDA CITOPLASMATICA DE HLA-C E
DETECGAO DE VARIANTES QUE PODEM MODIFICAR SUA
FUNGAO

Dissertagdo apresentada a Faculdade
de Medicina, Universidade Estadual Paulista
“‘Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu,
para obtengao do titulo de Mestra em Patologia.

Orientador: Prof. Dr. Erick da Cruz Castelli

BOTUCATU, 2018




Michelle Almeida da Paz

VARIABILIDADE DOS DOMINIOS ALPHA-3,
TRANSMEMBRANA E CAUDA CITOPLASMATICA DE
HLA-C E DETECCAO DE VARIANTES QUE PODEM
MODIFICAR SUA FUNCAO

Dissertacao apresentada a
Faculdade de Medicina, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Botucatu, para
obtencdo do titulo de Mestra em

Patologia.

Orientador: Prof. Dr. Erick da Cruz Castelli

As opinides, hipéteses e conclusdes ou recomendagbes expressas neste material sdo de

responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visao da Fapesp.

BOTUCATU, 2018



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGCAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Paz, Michelle Almeida da.

Variabilidade dos dominios Alpha-3, transmembrana e
cauda citoplasmatica de HLA-C e deteccdo de variantes que
podem modificar sua fungcdo / Michelle Almeida da Paz. -
Botucatu, 2018

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Erick da Cruz Castelli

Capes: 21103003

1. Antigenos HLA-C. 2. Antigenos de
histocompatibilidade HLA. 3. Polimorfismo (Genética). 4.
Proteinas de Membrana. 5. Imunologia celular.

Palavras-chave: HLA-C; cauda citoplasmatica; dominio
&#945;3 ; dominio transmembrana; variabilidade.




Michelle Almeida da Paz

VARIABILIDADE DOS DOMINIOS ALPHA-3,
TRANSMEMBRANA E CAUDA CITOPLASMATICA DE HLA-C E
DETECCAO DE VARIANTES QUE PODEM MODIFICAR SUA FUNCAO

Dissertagdo apresentada a Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Judlio de
Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, para obtenc¢ao do titulo de Mestra em Patologia.

Orientador: Prof. Dr. Erick da Cruz Castelli

Prof. Dr. Erick C. Castelli
Universidade Estadual Paulista (UNESP)

Profa. Dra. Agnes Alessandra Sekijima Takeda
Universidade Estadual Paulista (UNESP)

Prof. Dr. Eduardo Ant6nio Donadi
Universidade de Sao Paulo (USP)

Botucatu, 23 de fevereiro de 2018






Primeiramente, agradeco a Deus. Agradeco ao orientador e a todos os companheiros
do Laboratério de Genética Molecular e Bioinformética. A Fundacio de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sao Paulo (Processo FAPESP n° 2016/03622-0). Ao corpo docente e
funcionarios do Programa de Pds-Graduacdao em Patologia da Faculdade de Medicina de

Botucatu. A todos amigos e familiares.



RESUMO

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) é um complexo génico que esta
intimamente envolvido com a regulacdo do sistema imune. Esse complexo comporta o
sistema de Antigenos Leucocitirios Humano (HLA), cuja principal importancia estd
relacionada com o reconhecimento do que € préprio ou ndo do organismo. HLA-C é o gene
polimérfico menos varidvel dos genes HLA cldssicos € o que tem menor expressao nos
tecidos, exceto na interface materno-fetal, em que é o tUnico gene cldssico expresso. A
molécula codificada por esse gene possui significante fun¢cdo na apresentacdo antigénica e
regulacdo da atividade de células NK, o que permite uma intima associagdo com situagdes
fisiolégicas, como gestacdo, e patologicas, como doencas infecciosas, autoimunes,
inflamatdrias, neoplasias e rejeicdes a enxertos transplantados. Sua porcdo génica mais
estudada € a que codifica a fenda de ligacdo a peptideos antigénicos, devido sua destacada
importancia na apresentacdo de antigenos a células T citotéxicas. No entanto, outras regides
do gene, que sdo negligenciadas nos estudos de variabilidade, também merecem destaque por
influenciarem na sinaliza¢do e modulacao da citotoxicidade de células efetoras, na ancoragem
e estabilidade da molécula na membrana plasmatica e na internalizacdo e reciclagem da
molécula HLA-C. Desta maneira, nds exploramos a variabilidade dos segmentos que
codificam a3 (éxon 4), transmembrana (éxon 5) and cauda citoplasmadtica (éxon 6 and éxon 7)
da molécula HLA-C em uma populagdo miscigenada do Sudeste do Brasil, a fim de entender
a influéncia que polimorfismos presentes nessas regides podem impactar na estrutura e fungdo

da molécula HLA-C.

Palavras chave: HLA-C, Sequenciamento de Nova Geracdo, dominio a3, dominio

transmembrana, cauda citoplasmatica, variabilidade



ABSTRACT

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is a gene complex closely involved in the
regulation of the immune system. This complex includes the Human Leukocyte Antigen
(HLA) system, whose main role is related to the recognition of self/non-self structures of
humans. HLA-C is the least variable polymorphic gene of classical HLA genes and has the
lowest expression in tissues, except at the maternal-fetal interface, where it is the only
classical HLA class I expressed gene. The molecule encoded by this gene has a significant
role in the antigen presentation and regulation of NK cells activities, which allows an intimate
association with physiological conditions, such as pregnancy, and pathological conditions like
infectious, autoimmune, and inflammatory diseases, cancer, and transplantation rejection. The
most studied HLA-C portion is that encoding the peptide-binding groove, due to its
outstanding importance in presentation of antigens to cytotoxic T cells. However, other
regions of the gene, which are neglected in the variability studies, are also important in
influencing the signaling and modulation of effector cell cytotoxicity, in the anchorage and
stability of the molecule on the cell surface, and in the internalization and recycling of the
HLA-C molecule. Here, we explore the variability of the segments encoding the a3 (exon 4),
transmembrane (exon 5) and cytoplasmic tail (exon 6 and exon 7) domains of the HLA-C
molecule in an admixed population sample from Southeastern Brazil, to understand the
influence that polymorphisms present in these regions may impact the structure and function

of HLA-C molecule.

Keywords: HLA-C, Next Generation Sequencing, o3 domain, transmembrane

domain, cytoplasmic tail, variability.
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14. CONCLUSAO

Até mesmo considerando uma populacdo miscigenada e heterogénea como a
brasileira, os dominios a3, transmembrana e citoplasmatico das proteinas HLA-C
apresentam certo nivel de conservacdo. As proteinas diferentes encontradas
compartilham alguns segmentos entre si e isso pode ser consequéncia da conversdo de
genes, dando origem a divergentes sequéncias de HLA-C que apresentam altas
frequéncias. Ainda que alguns residuos se apresentam varidveis, geralmente a troca
ocorre entre aminodcidos de perfis quimicamente semelhantes. De regra, as variacdes de
residuos que foram encontradas nos dominios estudados ndo alteram a estrutura
secunddria da proteina. Mesmo os residuos, que potencialmente podem alterar a funcio
da molécula HLA-C por estarem localizados em regides criticas de interacdo com
receptores, estdo em baixa frequéncia ou sao raros. Essa conservacdo caracteristica nos
os dominios a3, transmembrana e citoplasmatico mostra-se importante para sustentar

toda a fungdo imunoldgica da molécula HLA-C e sua importancia clinica.
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