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RESUMO

O Antigeno Leucocitario Humano (HLA)-E é a molécula de HLA de classe | menos polimérfica
dentre outras do mesmo grupo, na qual encontra-se geralmente ancorada a superficie das
APCs e estando envolvida em processos de imunorregulacéo de células Natural Killer (NK) e
T, por meio da interacdo com o0s receptores ativadores (CD94/NKG2C) e inibidores
(CD94/NKG2A). Para além da estrutura ancorada, diversos estudos relatam a presenca de
isoformas sollveis em contextos inflamatérios e relacionados a progressao de quadros
clinicos ligados a desordens psiquiatricas como a Esquizofrenia e Bipolaridade, contudo nédo
descrevendo como poderiam ser originadas. Analisando a sequéncia nucleotidica original e
as com retencao intrbnica, verificamos seu impacto em regides da sequéncia peptidica
ligadas a sintese de isoformas sollveis. Utilizamos as sequéncias gendmicas, exbnicas e
intrénicas presentes no banco de dados IPD-IMGT/HLA e EMBL-EBI/Emboss Transeq para
traduzir em sequéncias de aminoacidos e o banco de dados GEUVADIS para comparar e
inferir a frequéncia dessas sequéncias em 460 amostras de 5 popula¢cbes diferentes
abrangidas pela base de dados. No final, pesquisamos na literatura quais aminoacidos
estariam envolvidos na interacdo ligante-receptor da célula NK. Ao compararmos todas as
informacg6es, descobrimos que a retengéo de intron 1 leva a producéo de um cédon de parada
prematuro no mesmo intron, resultando em uma proteina nao funcional. A retencéo de intron
2 leva a um codon de parada prematuro no inicio do intron 2, produzindo uma proteina com
o dominio alfa-1. A retencéo do intron 3 leva a producao de c6don de parada no mesmo intron
e a producdo de uma molécula com o dominio alfa-1 e -2. A retencdo de intron 4 leva a
producdo de uma molécula HLA-E maior, sem regido transmembrana, mas com a presenca
de todos os dominios externos (alfa-1 ao alfa-3). Em todos os casos de reten¢do intrdnica, o
peptideo lider é mantido e a isoforma pode migrar para a membrana celular. No entanto,
como ndo existe dominio transmembrana, essas isoformas podem ser liberadas como
soluvel. Tendo em vista as isoformas com alfa-1 e -2 produzidas pela retengéo de intron 3 e
4, ha possibilidade de interagdo com o NKG2A e CD94, como habitualmente, contudo o
dominio alfa-1 produzido por retencao de intron 2, pode interagir apenas com o CD94. Com
isso, a possivel molécula isoforma solavel produzida por estas diferentes sequéncias

poderiam ter mais do que um tipo de estrutura.

Palavras-chave: HLA-E, perfil transcricional, perfil de expressao, isoformas.
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1. INTRODUCAO

Exercendo um papel fundamental na imunidade adaptativa regulando
processos moleculares e celulares do sistema imunol6gico, o Complexo Principal de
Histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatibility Complex - MHC), localizado
no braco curto do cromossomo 6, em 6p21.3, possui aproximadamente 5 Megabases
e mais de 200 genes bastante polimérficos. As variacdes genéticas ocorridas nesse
complexo interferem diretamente na funcdo e quantidade das proteinas codificadas
nesta regiao, refletindo nos processos de carregamento e apresentacao de antigenos
e interacdo com o0s receptores presentes na superficie celular de células
imunocompetentes, consequentemente, afetando a resposta imunoldgica. Diversas
doencas vém sendo associadas a essas variagoes e em diferentes genes dentro da
regiao do MHC, como a Esclerose Mdltipla, Doenca Celiaca e Doenca de Crohn
(SHIINA et al., 2009; HANDUNNETTHI et al. 2010; DILTHEY, 2021).

Dentro da regido do MHC, ha um grupo de genes denominados genes HLA
(do inglés, Human Leucocyte Antigen), com mais de 35.000 alelos diferentes
considerando uma dezena de genes (IPD-IMGT/HLA, version 3.51, 01/2023)
(ROBINSON et al., 2001). Esses genes estao relacionados principalmente com a
apresentacdo de antigenos na superficie celular. Os genes HLA s&o divididos
didaticamente em duas subclasses. Os genes de classe | abrangem os genes
classicos altamente polimoérficos, como HLA-A, HLA-C e destacando-se, o HLA-B, e
0s nao-classicos, pouco polimorficos, como os genes HLA-E, HLA-F e HLA-G. A
regiao de classe Il inclui os genes que codificam as cadeias alfa e beta das moléculas
classicas HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR, e néo classicas HLA-DO e HLA-DM (YU et al.,
2000; JONGSMA et al., 2017; DENDROU et al., 2018). A estrutura das moléculas de
classe | e Il estdo representadas na Figura 1.

Os genes HLA de classe | classicos sdo expressos em todas as células
nucleadas. Essas moléculas apresentam peptideos na superficie celular e interagem
com os Receptores de Célula T (TCR), especificamente das células T CD8. Os genes
de classe Il sdo expressos em Células Apresentadoras de Antigenos (do inglés,
Antigen Presenting Cells- APCs), como as células dendriticas, macréfagos e linfocitos
B, e células epiteliais do Timo, sendo responsaveis por apresentar antigenos ao TCR
de células T CD4. Além das suas diferentes vias de atuacdo, as moléculas HLA-I e

HLA-II também diferenciam-se estruturalmente. As moléculas de classe | possuem



trés dominio extracelulares (al, a2 e a3), sendo dois deles, 0 al e a2, responsaveis
pela interacdo com os peptideos e sua apresentacdo aos receptores da familia NKG2.
Todos esses dominios, conjugam-se covalentemente a uma cadeia B2-
microglobulina (B2-m), na qual promove estabilidade estrutural da proteina
externalizada (Figura 1.A). J& as moléculas de classe Il, apresentam uma estrutura
formada por dois complexos proteicos de cadeia a e  que combinam-se, formando
uma estrutura heterodimera (Figura 1.B). Ambas estruturas proteicas sdo ancoradas
na superficie celular através do dominio transmembrana que se estende até o meio
intracelular por meio da cauda citoplasmatica. Diferentemente da classe I, os HLAs
classe Il estdo, em sua maioria, relacionados a processos indiretos, como a edi¢céo
de antigenos e a catalisacdo de troca entre peptideos de cadeia invariavel (do inglés,
Invariant Chain Peptide - CLIP) pelos antigenos “editados” no sitio de ligagdo de
peptideo formado pelos dominios al e B1 (ELSEN, 2011; WIECZOREK et al., 2017).

A) a2 al B) arl B1

2 » 3
S S
B2m a2 B2

V=N

a3
Membrana
g dominio transmembrana E
Plasmatica
cauda cauda
citoplasmatica citoplasmatica

Figura 1. Estrutura proteica das proteinas de MHC de classe | (A) e Il (B).

No conjunto de genes HLA classe | ndo-classicos, estdo presentes 0s genes
HLA-F, HLA-G e HLA-E, menos polimérficos que os classicos, porém importantes na
ativacdo e regulacdo da resposta imune adaptativa e celular. O gene HLA-E
apresenta 8 éxons, sendo o éxon 1 responséavel por codificar o peptideo sinal; o éxon
2 e 3, os dominios al e a2; o éxon 4, o dominio a3; e 0s éxons 5, 6 e 7 codificam a
porcdo transmembrana e cauda citoplasmatica, respectivamente. A presenca de HLA-
E é detectada em todos os tecidos e em niveis de expressdo semelhantes, contudo é
maior em tecidos pulmonares, trato urogenital (rins e bexiga), tonsilas, nha medula

Ossea e também em diversas células imunes circulatoérias



(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000204592-HLA-E/tissue), como as APCs
(IWASZKO & BOGUNIA-KUBIK, 2011; GAUDINO & KUMAR, 2019). Em certas

condi¢des fisiopatoldgicas, como hip6xia crénica, microambiente tumoral, alta

secrecdo de Interferon-y (IFN-y) e interferéncia molecular de HLA-G, a expresséo de

HLA-E apresenta-se alterada (MORANDI & PISTOIA, 2014; SELIGER et al., 2016).
Segundo 0 banco de dados IPD-IMGT/HLA

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/about/statistics/, versdo 3.51, de 01/2023)

(ROBINSON, et al. 2001), o banco de dados oficial que contém as sequéncias
conhecidas de genes HLA, o gene HLA-E apresenta 346 alelos diferentes codificando
140 sequéncias proteicas. O numero de sequéncias proteicas € menor que a de alelos
pois muitas variagdes ocorrem em introns, ou sdo mutacdes sindnimas. As moléculas
HLA-E estdo envolvidas na interagédo com os receptores ativadores (CD94/NKG2C) e
inibidores (CD94/NKG2A) de células Natural Killers (NK) e células T. HLA-E possui
dois alelos frequentes em nivel proteico, denominados HLA-E*01:01 e HLA-E*01:03
(GONZALEZ-GALARZA et al. 2020). Essas duas versfes, com frequéncias muito
semelhantes proximas de 50%, possuem diferencas estruturais relacionadas ao
cédon 107, onde E*01:01 possui uma Arginina e E*01:03 uma Glicina. E*01:03
apresenta maior afinidade e estabilidade com o peptideo e potencial inibitorio de
ativacdo de NK quando comparada a E*01:01.

As moléculas HLA-E podem ser expressas tanto aderidas a membrana (mais
comum) como em uma isoforma soltvel (SHLA-E). Esse mesmo padrdo é observado
para outro gene nao classico, o HLA-G. Porém, diferentemente das isoformas sHLA-
G geradas pela presenca de codons de parada prematuros ocasionados pela
retencdo de sequéncias intrbnicas no mMRNA, a sHLA-E é proveniente da acdo de
proteases e metaloproteinases (Mpases) que clivam as moléculas presentes na
superficie celular principalmente em ambiente com altos niveis de Fatores de Necrose
Tumoral a (do inglés, Tumor Necrosis Factors a, TNFa), Interferon y (IFNy) e
Interleucina-1p (IL-18), como em Melanomas, Vasculites Associadas ao Anticorpo
Citoplasmatico Antineutrofilo (ANCA ou VAA) (KALLENBERG et al., 2002; COUPEL
et al., 2007; ALLARD et al.; DONADI et al. 2011).

Anterior as contribuicdes de Coupel (2007), Dong e colaboradores (2003)
demonstraram in vitro e em condicdes similares as fisiologicas normais, a presenca

de sHLA-G e sHLA-E em meio com baixo pH, apenas as cadeias pesadas livres de
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B2-m de ambas as moléculas, sendo elas provenientes da acédo de proteinases e
Mpases. Além disso, no mesmo estudo, foi atestada a possibilidade de expressao de
sHLA-E via edicao alternativa do transcrito primario, porém no estudo ndo ha detalhes
ou mencao de como ocorre essa edicdo. Como relatado, HLA-E, em sua conformacé&o
original, apresenta um padréo de interacao com os receptores NKG2 (principalmente,
NKG2A) através dos residuos de aminoacidos localizados na por¢éo 65 a 89 da a-
hélice 1 e 151 a 162 de a-hélice 2, porém nao ha relatos se outras configuracdes da
mesma proteina compartilham o mesmo padréo de interacgéo.

Neste estudo, avaliaremos a presenca de transcritos alternativos de HLA-E
formados pela retencdo de sequéncias intrébnicas e quais sdo os produtos gerados
por esses transcritos, a partir de dados de RNA-seq de individuos de 5 populacdes

distintas.

2. OBJETIVOS
Analisar a presencga de retencéo de intron em transcritos de HLA-E em dados

de RNA-seq e avaliar o perfil da molécula que seria gerada por esses transcritos

alternativos.
3. METODOS
3.1 Amostras utilizadas — o projeto 1000genomes e GEUVADIS
@) projeto 1000genomes (DEVUYST, 2015)

(https://www.internationalgenome.org/) € uma colaboragéo entre diferentes grupos de

pesquisas dos Estados Unidos, Reino Unido, China e Alemanha, baseado no Projeto
Internacional HapMap (The International HapMap Consortium, 2003), fundamentado
no desenvolvimento de um repositério vasto e publico contendo dados brutos de
sequenciamento de amostras de diferentes popula¢cdes mundiais, além de
informacdes sobre variantes genéticas, estruturais e haplotipicas, direcionadas ao
auxilio dos estudos de associacdo genbmica relacionadas a diferentes doencas.
Dentre os diversos dados presentes no projeto 1000genomes, o GEUVADIS é um
ramo especializado em informagbes sobre mRNA e miRNA de 465 amostras
provenientes da combinacdo de sequenciamento gendmico e transcriptdmico de
amostras da Toscana, Italia (TSI); Inglaterra e Escécia, Reino Unido (GBR); Ibadan,
Nigéria (YRI); Utah, Estados Unidos (CEU); e Finlandia (FIN) (LAPPALAINEN et al.,


https://www.internationalgenome.org/

2013). Neste estudo, avaliamos o nivel de retencdo de introns no gene HLA-E
utilizando os dados do projeto GEUVADIS. Para isso, baixamos os dados brutos de

sequenciamento (FASTQ), que foi processado conforme descrito adiante.

3.2 Algoritmos de processamento e alinhamento de sequéncias: STAR e
hla-mapper

O algoritmo STAR (do inglés, Spliced Transcripts Alignment to a Reference)
(DOBIN et al., 2013) é uma ferramenta de alinhamento de sequéncias curtas obtidas
via NGS (os reads), focada em sequenciamento de RNA. Este algoritmo detecta
juncdes de splicing, alinhando as sequéncias ao genoma de referéncia. Utilizamos o
programa STAR (parametros padrdo) para alinhar os reads ao genoma de referéncia
hg38 (tltima verséo publicada do genoma de referéncia humano).

Os genes HLA possuem alta similaridade entre si e s@o extremamente
polimorficos. Essas duas caracteristicas prejudicam a analise de genes HLA
utilizando o STAR, por duas razdes: a similaridade entre genes causa alinhamentos
cruzados, onde sequéncias de um gene alinham-se a outro; o elevado polimorfismo
acarreta em falhas de alinhamento, onde o read possui sequéncia muito divergente
em relacdo a referéncia e ndo é alinhado em nenhum lugar. Para resolver esses
problemas, estamos trabalhando em uma versdo do programa hla-mapper
(CASTELLI, et al. 2018) que suporta dados de RNA-seq. Este estudo é o primeiro a
utilizar esse prototipo.

Os dados de entrada do hla-mapper sao os reads armazenados em formato
FastQ ja alinhados ao genoma de referéncia, ou que estdo registrados como
‘unmapped”. O hla-mapper aplica um sistema de comparacdo e pontuacdo das
sequéncias com base em um banco de dados de sequéncias conhecidas,
modificando os alinhamentos conforme necessario (CASTELLI, et al. 2018). Isso
permite uma avaliacdo mais confiavel da presenca de polimorfismos e, no caso do

presente projeto, de sequéncias intronicas retidas nos transcritos alternativos.

3.3 Analise da presenca de introns retidos nos mRNA

Com base nas sequéncias ja descritas para o gene HLA-E no banco de dados
IPD-IMGT/HLA e dos polimorfismos observados nas mesmas amostras por conta do
sequenciamento de DNA, detectamos regides no inicio e fim de cada éxons e intron
gue ndo sdo variaveis. Essas regides foram usadas para desenhar motivos curtos (20

nucleotideos) que contemplam sequéncias de éxon, intron, e juncbes éxon/intron.
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Apoés a correcdo dos alinhamentos com o hla-mapper, filtramos os reads alinhados
ao gene HLA-E e contamos o numero de ocorréncia de cada motivo. Essa contagem
utilizou um script em Perl. Em seguida, calculamos a proporcao entre o niumero de
ocorréncia dos motivos de jungdo éxon/intron e o numero de ocorréncia dos motivos

de éxon. Plotamos esses valores utilizando R e ggplot2.

4. RESULTADOS

A figura 5 ilustra a propor¢ao de transcritos com retencédo de introns, para cada
um dos introns estudados. Nota-se que todos os introns séo retidos em algum grau e
gue ha uma grande variabilidade entre amostras, porém o nivel de retencéo € baixo,
de cerca de 4% dos transcritos considerando todos os introns. Os introns 1 e 2 sdo
mais comumente retidos do que os introns 3 a 5, podendo chegar a mais de 5% dos

transcritos em algumas amostras.

Proporg¢ao de retengdo de introns em transcritos de HLA-E
6.00

H Retengdo Intron 1
M Retengdo Intron 2
3.00 W Retengdo Intron 3

Retencgdo Intron 4

W Retengdo Intron 5

Proporgao de retengdo de intron (%)

1.00

x|
0.00 -+

Figura 2. Proporc¢éo de transcritos de HLA-E contendo introns retidos

O processo de edicdo alternativa eleva a diversidade de proteinas. Como
observamos que todos os introns testados séo retidos em algum grau, avaliamos
guais seriam o0s produtos proteicos codificados por esses transcritos. Para isso,
simulamos a sequéncia de um transcrito alternativo que carrega todos os éxons e um
dos introns retidos. Em seguida, traduzimos essa sequéncia de mRNA para observar
gual seria o efeito dessa retencéo, assumindo que toda a sequéncia de intron é retida.

Essa analise esta demonstrada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura do transcrito priméario canénico de HLA-E e de transcritos alternativos com
retencao de intron. A sequéncia do transcrito candnico corresponde ao alelo E*01:01:01:01.

A retencdo de intron 1 introduz um cédon de parada prematuro no proprio
intron. Se traduzido, teremos a producdo de apenas o peptideo lider, que nédo é
funcional. A retengdo do intron 2 introduz um cédon de parada no meio do intron 2.
Sua traducdo geraria uma proteina com o dominio al e peptideo sinal, que seria
conduzida para a membrana, porém secretada pela auséncia do dominio
transmembrana. Essa versdo gera uma possivel versdo soluvel de HLA-E, que
mantém o dominio al (Figura 4.1). A retencdo no intron 3 introduz um codon de
parada prematuro no éxon seguinte, produzindo uma molécula possivelmente
secretada composta dominios al e a2 (Figura 4.11). A retencdo do intron 4 também
introduz um cédon de parada prematuro, porém a molécula codificada possui os 3
dominios externos da molécula HLA-E canénica (Figura 4.111).

Simulamos as estruturas resultantes da traducdo desses transcritos

alternativos usando o servidor SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) e o

software PyMOL (YUAN et al. 2017), modelando as estruturas proteicas em 3D.
Também comparamos as sequéncias proteicas com as documentadas em bancos de
dados publicos, utilizando o BLAST (Nucleotide e Protein) (BORATYN, et al. 2013).


https://swissmodel.expasy.org/

Observamos que a estrutura dos dominios al, a2 e a3 € mantida mesmo quando

presente nas isoformas sollveis produzidas por esses transcritos alternativos.

oo <
eI e 111000 ((

Dominio
Transmembrana \

Estrutura da sequéncia
HLA-E*01:01:01:01

a’l

I) Retencdo de intron 2 1) Retencdo de intron 3

Figura 4. Simulagdo tridimensional das
sequéncias polipeptidicas resultantes das
retencdes de introns nos transcritos de HLA-E,
provenientes do software SWISS MODEL,
comparando-os com o0 modelo de HLA-
E*01:01:01:01 descrito no banco de dados
AlphaFold)

Il1) Retencdo de Intron 4

5. DISCUSSAO

E notavel a relevancia de HLA-E na intermediac&o de processos biolégicos, na
deteccdo e no auxilio & contencéo de infec¢des, principalmente virais. Sabe-se que
HLA-E, ao ser expressa na superficie das células trofoblasticas, exerce funcdes
essenciais para a construcao do limiar de tolerancia entre o organismo materno e fetal
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e inibicdo das acfes das células NKs contra células fetais, como estudado por King e
colaboradores (2000). Portanto, € de extrema importancia a compreensdo do modo
de acdo do gene HLA-E e a definicdo das possiveis isoformas da molécula HLA-E,
bem como dos mecanismos subjacentes a producédo dessas isoformas (que podem
ser tecido-especificas, relacionadas a polimorfismos, entre outros).

Ja foram descritas isoformas sollveis para a molécula HLA-E, em geral
associada com patologias, como a presenca de sHLA-E em pacientes com quadros
psiquidtricos de Esquizofrenia e Bipolaridade avancados (RIPKE et al. 2014;
BOUKOUACI et al. 2021). No entanto, ndo estéo claros os mecanismos (e a origem)
dessas moléculas. Neste estudo, a andlise do perfil de expressdo de HLA-E
demonstrou possiveis origens alternativas para producdo de sHLA-E, além da
possibilidade de clivagem da molécula HLA-E por Mpases.

As analises computacionais demonstraram retencdo de todos os introns em
uma pequena propor¢ado dos transcritos. A retencdo dos introns introduz codons de
parada prematuros, que, por sua vez, previne a traducao do dominio citoplasmatico e
transmembrana. Essas isoformas alternativas poderiam ser encaminhadas para a
superficie celular, pois apresentam o peptideo lider, e serdo secretadas, pois nao
apresentam o dominio transmembrana. Em todas as situacdes, a estrutura dos
dominios externos (al, a2 ou a3) é mantida. Portanto, essas possiveis versfes
soluveis poderiam desempenhar seu papel de modulacdo da acao de células T e NK.

Embora tenhamos detectado transcritos com capacidade de producédo de
isoformas sollveis, esta analise foi realizada apenas no nivel transcricional, e nao

estda claro se estes transcritos sdo de fato traduzidos.
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