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knowledge. For knowledge is limited,
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entire world, stimulating progress,
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RESUMO

O gene KIR2DL4 codifica um importante receptor de células Natural Killer (NK). O
unico ligante de KIR2DL4 conhecido ¢ a molécula HLA-G, expressa principalmente na
placenta, modulando a acao das células NK durante a gestagdo. O gene KIR2DL4 parece ser
bastante variavel, quando considerado os bancos de dados que armazenam suas sequéncias
conhecidas, porém nao estd claro o nivel de diversidade deste gene em populagdes reais e
heterogéneas. Polimorfismos presentes no gene K/R2DL4 poderiam influenciar a interacdo
entre KIR2DL4 e HLA-G, modificando a acdo das células NK. Neste estudo exploramos a
variabilidade genética de KI/R2DL4 em 157 individuos oriundos do Estado de Sao
Paulo/Brasil. Devido a alta similaridade de sequéncias entre os genes KIR, erros de
genotipagem sdo esperados quando se utiliza sequenciamento de segunda geragdo. Por este
motivo, desenvolvemos uma abordagem para classificar cada leitura com base em sequéncias
KIR conhecidas, enderecando-as ao gene mais provavel. Também utilizamos o painel
SNPforID 34-plex para avaliar a ancestralidade dessas amostras. Considerando o segmento
completo desse gene, indo da regido 5S’URR até a 3’'UTR, com aproximadamente 13kb, o
gene KIR2DL4 se mostrou pouco polimodrfico, com 152 pontos de variagdes identificados
(MAF 1%). Esses pontos de variagdo estdo organizados em 32 haplotipos estendidos que
codificam 13 proteinas diferentes. Foram encontrados 11 haplétipos na regido promotora,
sendo que 8 possuem MAF maior que 1%. Na regido codificadora 70 haplotipos foram
encontrados, sendo que quatro deles correspondem a 50% das sequencias codificas
(KIR2DL4*0080204, *008105, *001, *005). Na regiao 3’UTR, 14 haplotipos foram
identificados, todos com MAF maior que 1%. A diversidade nucleotidica foi maior na regiao
codificadora. Através do uso de AIM, percebeu-se que a variabilidade de KIR2DL4 ¢
influenciada pela ancestralidade. Foi também observado um forte equilibrio de ligagdo ao
longo do gene, similar ao seu ligante HLA-G. Assim, o KIR2DL4 ¢ bastante conservado tanto

no nivel de DNA quanto no de proteina.

Palavras-chave: Polimorfismo; Células Natural Killer; Haplotipos; HLA; Sequenciamento
de segunda geracao; KIR2DLA4.



ABSTRACT

KIR2DL4 is the most unusual Killer Cell Immunoglobulin-Like receptor (KIR) family
member in terms of structure, expression, and signaling properties. The only known
KIR2DLA4 ligand is HLA-G, and polymorphisms might disrupt this interaction. KIR2DL4
variability is not well explored in admixed populations. Here we explored KIR2DL4 exon
variability in 157 individuals from the State of Sdo Paulo/Brazil. Because of sequence
similarity with other KIR genes, it is expected genotyping errors when using second-
generation sequencing. We developed an approach to score each read based on known KIR
sequences, addressing them to the most likely locus. We evaluated the SNPforID 34-plex
panel to assess ancestry. The methodology was applied to survey the variability of a very
admixed population, such as Brazilian, counting with 157 samples of Sdo Paulo State.
Considering a segment of about 13-kb, K/R2DL4 gene was conserved with few different and
frequent sequences. Overall, 152 variable sites were detected, arranged in 32 haplotypes
codifying 13 protein. We found 11 promoter haplotypes, 8 with a frequency greater than 1%.
In the coding region we detected 70 haplotypes, four of which correspond to 50% of the
coding sequences (KIR2DL4 * 0080204, * 008105, * 001, * 005). In the 3'UTR region, 14
haplotypes were identified with MAF greater than 1%. The KIR2DL4 coding region was the
most variable segment. We observed that K/IR2DL4 variability is strongly influenced by the
sample ancestry background. K/R2DL4 is highly conserved at both the DNA and protein

levels.

Key-words: Polymorphisms; Natural Killer cells; Haplotypes; HLA; Second-generation
sequencing; KIR2DLA4.
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Capitulo 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 O SISTEMA IMUNE E AS CELULAS NATURAL KILLER

O sistema imunitario € responsavel pela defesa do organismo contra infec¢des por
patogenos, incluindo bactérias, virus e parasitas. Além disso, € capaz de reconhecer e eliminar
células alteradas e células neoplasicas. O sistema imunitdrio apresenta um mecanismo
sofisticado para a regulagdo da atividade das células imunocompetentes em diversos niveis, o
que envolve muitas vias celulares e bioquimicas (Jager & Kuchroo, 2010).

A resposta imune adaptativa e o processo inflamatdrio sao ativados pela primeira linha
de defesa do organismo: as células do sistema imune inato, na qual atuam principalmente as
células Natural Killer (NK), macréfagos, células dendriticas e outras células apresentadoras
de antigeno (APC, do inglés Antigen-presenting cell), responsaveis pelo reconhecimento de
moléculas ndo préoprias ao organismo por meio de receptores de reconhecimento de padrdes
(Doria et al., 2012).

As células NK sao cruciais para a ativacao do sistema imune inato e influenciam na
resposta antigeno-especifica da imunidade adaptativa (Biron, Nguyen, Pien, Cousens, &
Salazar-Mather, 1999). Classificadas como um subgrupo de linfocitos granulares, pela sua
morfologia e expressao de marcadores linfoides, as células NK tem sua origem a partir de um
progenitor de células linfoides na medula dssea (Jager & Kuchroo, 2010; Jobim et al., 2010).
As células NK interagem com outros tipos celulares diretamente, por meio de receptores e
ligantes presentes na sua superficie celular, ou indiretamente, por meio da producdo de
citocinas e quimiocinas, como IFN-y, TNF-a e fator estimulador de crescimento de
granulocitos (GM-CSF). Os seus receptores de membrana sdo responsaveis por reconhecer
ligantes em células-alvo e liberar sinais ativadores ou inibidores que modulam a resposta

citotoxica das NK. Dentre suas fungdes, pode-se dizer que elas desempenham um papel chave
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no controle de infec¢des por virus e parasitas intracelulares (Lee, Miyagi, & Biron, 2007;
Perricone, Perricone, De Carolis, & Shoenfeld, 2008), na vigilancia imunoldgica de tumores
(Langers, Renoux, Thiry, Delvenne, & Jacobs, 2012; Purdy & Campbell, 2009), durante a
gestagao em humanos (Parham, Norman, Abi-Rached, Hilton, & Guethlein, 2012) e, por fim,
na patogénese de diversas doencas autoimunes (Schleinitz, Vely, Harle, & Vivier, 2010;
Vivier et al., 2011).

O fenotipo das células NK maduras ¢ definido pela expressdao de CD56 na superficie
celular (CD56+) e pela nao expressao de CD3 (CD3-). O nivel de expressdao de CD56 define
dois subgrupos: CD56bright (maior expressao) e CD56dim (menor expressao). As células NK
do tipo CD56bright localizam-se predominantemente em linfonodos e locais de inflamagao e
sua funcdo reguladora ocorre através da producao de citocinas, como as IL-12 e IL-18, e
quimiocinas. As células NK do tipo CD56dim circulam na corrente sanguinea. Estas células
possuem grande potencial citotoxico, pois produzem perforinas e apresentam receptores KIR
(do inglés killer cell immunoglobulin-like receptors) (Ahern & Brennan, 2011; Schleinitz et
al., 2010).

As células Natural Killers possuem uma vasta variabilidade de receptores na sua
superficie celular, que sdo responsaveis por interagir direta ou indiretamente com outros tipos
celulares, estimulando ou inibindo sua atividade citolitica. Para promover um ataque direto as
células-alvo, as NK ndo necessitam de uma ativagdo prévia, o que evidencia a participagao
desta célula na resposta imune inata (Perricone et al., 2008; Vivier et al., 2011). Apds o
reconhecimento da célula-alvo, as NK podem provocar a lise celular e/ou produzir citocinas e
quimiocinas que ativam outras células da resposta imune adaptativa. Esses eventos dependem
da natureza do estimulo entre a célula NK e a cé¢lula-alvo (Perricone et al., 2008; Vivier et al.,
2011), e também evidenciam a atuacao dessas células tanto na resposta imune inata quanto na

adaptativa.
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O reconhecimento das células-alvo por células NK se da por uma vasta gama de
receptores que nao sofrem rearranjos genéticos como ocorre com os receptores das células T
(TCR) (Vivier et al., 2011). Os genes que codificam esses receptores incluem lectinas da
familia do tipo-C (CD94/NKG2, Ly49), que ficam localizada no cromossomo 12q12.3-13.4; ¢
os Killers Immunoglobulin (Ig)-Like Receptors (KIRs), os leukocyte Ig-like receptors
(LILRs, LIRs ou Ig-like transcrips ou ILTs, e os leukocyte-associated Ig-like receptors
(LAIRs), localizados em um segmento de aproximadamente 1MB na regido chamada
Complexo de Receptores Leucocitarios, no cromossomo 19q13.4.

Os receptores KIR podem tanto estimular a atividade das células NK, pelos chamados
receptores ativadores, quanto impedir a ativacdo destas células pelos receptores inibidores. Os
receptores KIR se ligam as moléculas de HLA de classe I (HLA-A, -B, -C, -E, -F e -G)
presentes em células-alvo, € podem modular a agdo das NK juntamente com a acao de outros
receptores(Jobim et al., 2010; Purdy & Campbell, 2009). Receptores inibitorios ligam-se a
moléculas HLA de classe I alvo e impedem o ataque de células NK contra células normais.
Quando um receptor ativador se liga ao seu ligante, os sinais de ativagdo sao gerados levando
a destruicao da célula-alvo (Parham & Moffett, 2013).

Considerando-se que nenhum receptor age sozinho (FIGURA 1), ¢ necessario um
predominio de sinais inibidores para que a célula NK ndo seja dirigida ao ataque. Da mesma
forma, se faz necessario um predominio de sinais ativadores para que ocorra ativagao da

célula NK a iniciar a lise da célula-alvo (Vivier et al., 2011).
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Figura 1- Receptores de membrana de células NK. Nessa figura estdo representados alguns dos receptores de
membrana de células NK e seus ligantes, em parénteses. Os receptores inibitorios estdo representados em
vermelho e os seus coreceptores (vermelho com listras pretas), os receptores ativatdrios (em verde) e os seus
coreceptores (em verde com listras pretas). Fonte: (Leung, 2014).

A ativagdo das células NK ocorre na presenga do processo denominado “missing self”,
i.e., perda do proprio (Karre, Ljunggren, Piontek, & Kiessling, 1986), no qual ocorre a perda
da expressdao de moléculas HLA de classe I. Essa situacdo manifesta-se quando a célula esta
infectada ou sofre processo neoplasico. Quando as moléculas de HLA de classe I, que sdo os
principais ligantes dos receptores inibidores das NK, ndo estdo presentes ou tem sua
expressao diminuida na superficie celular da célula alvo, a célula-alvo serd interpretada como
em situacdo anormal, resultando em atividade citotoxica da célula NK, fato esse que pode
depender também do balango entre sinais de inibigdo e ativacdo mediados por receptores KIR
(Orr & Lanier, 2010; Vivier et al., 2011). Desta forma, a ligagdo do receptor KIR com
moléculas HLA de classe 1 ¢ vital para o reconhecimento de antigenos nao proprios e

tolerancia imunolégica (Purdy & Campbell, 2009).
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