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Resumen

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos citotoxicos que neutralizan y destruyen
células propias alteradas. Estas células no reconocen el antigeno directamente sino que
funcionan mediante un balance entre sehalizaciones activadoras e inhibitorias controladas
por los receptores de las células NK al interactuar con las moléculas del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC) clase | en la células blanco. En los primates los receptores
de células Natural Killer de la familia de las inmunoglobulinas (KIR) son altamente
diversos debido a su alto polimorfismo, diferencias en el contenido génico de los
haplotipos, procesamiento alternativo del mRNA y diferencias en expresion. La mayoria
de informacién sobre los KIR en primates proviene de los humanos y otros hominoides. La
falta de informacion en otras especies de primates, incluyendo los del Nuevo Mundo, ha
dificultado el entendimiento de las fuerzas y procesos que rigen la evolucion de este
sistema. En este trabajo se caracterizd el sistema KIR en 6 especies de primates del
Nuevo Mundo. A partir de cDNA se identificaron 37 genes KIR en tres especies de la
familia Atelidae, A. hybridus, A. Belzebuth y L. lagotricha. Adicionalmente, mediante
aproximaciones genbmicas se identificaron otros 35 genes KIR en las especies Ateles
goeffroyi, Saimiri boliviensis y Callicebus moloch. Los genes KIR en primates del Nuevo
Mundo son altamente variables y codifican para receptores con tres dominios de
inmunoglobulina extracelulares con potenciales funciones inhibitorias y activadoras. Los
haplotipos KIR en primates del Nuevo Mundo tienen una organizacion similar, en donde
los genes del extremo 5’ del haplotipo tienen un sentido de transcripcion contrario al de
los demas, e incluyen un pseudogen. Para entender el contexto evolutivo de los KIR en
primates del Nuevo Mundo, se caracterizaron 25 genes KIR en tres especies de monos
del Viejo Mundo pertenecientes a la familia Cercopithecidae: Chlorocebus aethiops, Papio
anubis y Colobus guereza. Anélisis filogenéticos muestran que los KIR de primates del
Nuevo Mundo se han diversificado independientemente de aquellos de los primates del
Viejo Mundo, formando un linaje evolutivo Unico. Dentro de este linaje, existe una
tendencia de evolucién género—especifica, que sugiere una diversificacion rapida de los
KIR que ha coincidido con la radiacion adaptativa de los distintos géneros de primates del
Nuevo Mundo. A partir de la informacién generada en este trabajo se propone un modelo
evolutivo general para el sistema KIR en los primates, caracterizado por la expansion
diferencial de genes KIR en los distintos grupos de primates. Esta expansion diferencial
de los KIR es una posible consecuencia de la diversificacidon sus ligandos naturales, las
moleculas del MHC clase I.

Palabras clave: receptores de ceélulas Natural Killer de la familia de las
inmunoglobulinas (KIR), primates neotropicales, primates del Viejo Mundo, familias
génicas y diversidad.



Abstract

Natural Killer (NK) cells are citotoxic lymphocytes which neutralize and destroy “self’
altered cells. NK cells do not recognize antigens directly but instead work by regulating
activation and inhibitory signals managed by NK cell receptors as they interact with the
Mayor Histocompatibility Complex (MHC) class | molecules on target cells. In Primates,
Killer immunoglobulin-like receptors (KIRs) are highly diverse due to their high levels of
polymorphism, differences in haplotype gene content, mRNA splice variants and
expression differences. Most of the information about primate KIRs comes from humans
and other hominoids. A lack of information for other primate species, including the New
World primates makes it difficult to understand the forces and processes that control
evolution of this system. In this study the KIR system was characterized in six species of
New World primates. From cDNA, 37 KIR genes were identified for three species from the
family Atelidae; A. hybridus, A. Belzebuth and L. lagotricha. Using genomic
approximations, another 35 KIR genes were identified from Ateles goeffroyi, Saimiri
boliviensis and Callicebus moloch. New World primate KIR genes were highly variable and
encoded receptors with 3 Ig domains with potential activation and inhibitory funtions.
Among the New World primates, KIR haplotypes exhibit similar organization in which
transcription in the genes at the 5’ extreme of the haplotype runs in the opposite direction,
and includes a pseudogene. To understand the evolutionary context of New World primate
KIRs, 25 KIR genes were characterized from three species of Old World primates from the
family Cercophitecidae; Chlorocebus aethiops, Papio anubis and Colobus guereza.
Phylogenetic analyses showed that New World primate KIRs diversified independently
from the Old World primate KIRs, forming a unique evolutionary lineage. Within this linage
there exists a tendency of genus-specific evolution consistent with a rapid diversification of
KIRs which coincides with the adaptive radiation of New World primate genera. From the
information generated in this study, a general evolutionary model for the primate KIR
system is proposed characterized by a differential expansion of KIR genes in the distinct
groups of primates. This differential expantion of KIR genes is a possible consequence of
the diversification of their natural ligands, the MHC class | molecules.

Keywords: Killer immunoglobulin-like receptors (KIR), New World primates, Old
World primates, gene families and diversity.
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Sl: sistema inmune.
NK: “Naturall Killer’ (células).

KIR: Receptores de células NK basados
en inmunoglobulinas.

PS: péptido senal.

DO, D1 y D2: dominios Ig 0, 1y 2 de los
KIR.

S: tallo.
T: transmembrana.
C: citoplamatico.

MHC: complejo mayor de
histocompatibilidad.

Ig: inmunoglobulina.

ITIM: motivos de receptores inmunes
inhibitorios basados en tirosina.

ITAM: motivos de receptores inmunes
activadores basados en tirosina.

LRC: complejo de receptores
leucocitarios.
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alternativo.

Simbolos y Abreviaturas
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Paan: Papio anubis.
Cogqu: Colobus guereza.
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Patr: Pan troglodytes.
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Popy: Pongo pygmeus.
Gogo: Goirilla gorilla.
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Mafa: Macaca fascicularis.



Introduccion

El sistema inmune (Sl) es una compleja red de 6rganos, células y moléculas que
contribuye a mantener la integridad de los organismos al reconocer, neutralizar y eliminar
posibles agentes patbégenos y restituir y reparar los tejidos dahados. Dichos agentes
patbgenos pueden ser exbgenos como virus, bacterias, hongos y otros organismos, o
endbégenos como las células tumorales.

En los vertebrados, los linfocitos cumplen un papel fundamental en el reconocimiento
inmune y en el desarrollo de las funciones efectoras. En general, se distinguen tres
grandes grupos de linfocitos, los linfocitos T, los linfocitos B y las células Natural Killer
(NK). Las células NK presentan funciones citotoxicas contra células propias alteradas,
como lo son las células infectadas por virus, las células tumorales o las células
alogénicas. A diferencia de los linfocitos T y B que expresan receptores antigeno-—
especificos, las NK expresan receptores activadores e inhibitorios que reconocen
principalmente a las moléculas de Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase |
en las células blanco. La expresidbn adecuada de moléculas MHC clase | en las células
blanco conduce a la anergia de las células NK como consecuencia del predominio de las
sehales inhibitorias, mientras que la expresion inadecuada de las moléculas MHC clase |
induce citotoxicidad mediante las sehales activadoras en las NK. En los primates los
principales receptores tanto activadores como inhibitorios de las células NK pertenecen a
la familia de las inmunoglobulinas (Ig) y se conocen como KIR (Killer Ig-like receptors).

Los KIR tipicamente presentan dos o tres dominios Ig extracelulares, un tallo que une los
dominios Ig con la region transmembrana y un dominio citoplasmatico largo o corto. Los
KIR inhibitorios suelen presentar dominios citoplasmaticos largos con dos motivos de
inmunoreceptores inhibitorios basados en tirosina (ITIMs). Los KIR activadores suelen
presentar dominios citoplasmaticos cortos sin ITIMs, pero presentan un aminoacido (aa)
cargado positivamente en la region transmembrana que les permite asociarse con
correceptores de la familia de DAP10/DAP12 que contienen motivos de inmunoreceptores
activadores basados en tirosina (ITAMs).

Los KIR son codificados por genes formados por 9 exones que corresponden
aproximadamente a cada uno de los diferentes dominios de la proteina. Los exones 1y 2
codifican el péptido senal, los exones 3, 4 y 5 los dominios Ig DO, D1 y D2
respectivamente, el exébn 6 codifica el tallo, el exon 7 la regidbn transmembrana y los
exones 8 y 9 el dominio citoplasmético. Los humanos expresan un numero variable de
KIR localizados en una region cromosdmica dentro del Complejo de Receptores
Leucocitarios (LRC) en el brazo largo del cromosoma 19.



Una de las caracteristicas mas sobresalientes de los KIR es su alta variabilidad. Esta
variaciobn es generada por polimorfismo de los genes, diferencias en el numero de
dominios lg, diferencias en el nUmero y el contenido de genes entre haplotipos y por el
procesamiento alternativo del mRNA. En los humanos 15 genes y 2 pseudogenes KIR
generan mas de 130 haplotipos Unicos (1). En el mono Rhesus se han descrito 20 KIR
distintos mientras que en el gibbn de mejillas blancas se han encontrado solo 6 KIR (2). El
estudio de los procesos evolutivos que han marcado la historia de los KIR en los primates
se ha visto limitada por la ausencia de datos en la mayoria de los géneros. Ciertamente,
ha habido un sesgo hacia el analisis de los primates hominoides donde se han
caracterizado los KIR en 6 de los 8 géneros del grupo. En los monos del Viejo Mundo este
sistema tan solo se ha estudiado en 3 especies, mientras que en primates del Nuevo
Mundo se ha estudiado en solo una especie, Aotus nancymae.

En Colombia y en general en el tropico, las diversas poblaciones de primates han
disminuido debido a procesos antropicos asociados a la pérdida y degradacion de su
habitat, la caza y el trafico ilegal (3). Ademas, la alta incidencia de enfermedades
infecciosas y cancer, al menos en las poblaciones en cautiverio, sugiere que factores
inmunolégicos pueden estar contribuyendo a aumentar el riesgo de los primates
neotropicales. El estudio de moléculas altamente variables como los receptores de la NK,
pueden contribuir a disehar estrategias de conservacibn mas eficientes, que incluyan
reintroduccion, cria y cruce de individuos o mantenimiento de poblaciones en cautiverio
como reservorio del material genético de los primates neotropicales. Del mismo modo, el
estudio de la evolucion de este sistema puede aportar elementos para entender aspectos
centrales en la inmunobiologia del cancer y de las infecciones virales.

En este trabajo se caracterizaron los genes KIR expresados en Ateles belzebuth, Ateles
hybridus y Lagotrix lagotricha y se caracterizd la organizacion genémica del locus KIR en
Ateles geoffroyi, Callicebus moloch'y Saimiri boliviensis. Adicionalmente se caracterizo el
locus KIR en los monos del Viejo Mundo Chlorocebus aethiops, Papio anubis'y Colobus
guereza pertenecientes a la familia Cercophitecidae. A partir de estos datos y de otros ya
existentes se reconstruy6 la historia evolutiva de los KIR proponiendo un modelo evolutivo
para los primates. Los resultados obtenidos muestran una acelerada diversificacion de los
KIR por mecanismos consistentes con un modelo de nacimiento y muerte génica que ha
coincidido con la radiacion adaptativa de los distintos grupos de primates. A diferencia de
los primates del Viejo Mundo que comparten algunos de los linajes de los KIR, en los
primates neotropicales la diversificacibn de estos genes es género—especifica y
probablemente es consecuencia de presiones selectivas que favorecen la union con las
altamente variables moléculas MHC clase I.



Marco Teorico

Las Celulas NK

El sistema inmune (SI) de los vertebrados clasicamente se ha dividido en dos grandes
categorias el Sl adaptativo y el Sl innato. El SI adaptativo se centra en los linfocitos Ty B
con sus receptores de antigeno (inmunoglobulinas y receptores de células T) clonales
altamente variables y especificos, con capacidad para generar memoria. Por el contrario,
el Sl innato agrupa una gama heterogénea de mecanismos inmunes que son ancestrales,
inespecificos, poco variables y no generan memoria inmunolbgica. A pesar de esta
division, los diferentes componentes del Sl interactian de tal forma que el limite entre el
S| adaptativo y el Sl innato es difuso. Las células NK son un ejemplo prominente de
mecanismos inmunes en la interfase entre lo innato y lo adaptativo. Estas células no
expresan receptores de antigeno pero interactuan con la moléculas del MHC clase | que
son propias del S| adaptativo.

La mayoria de las células de un organismo vertebrado expresan en su membrana
moléculas del MHC clase |, cuya funcién es presentar antigenos endbgenos (virales o
tumorales) a los receptores de los linfocitos T citotdxicos (Tc). El reconocimiento de
antigenos presentados por el MHC clase | activa los linfocitos Tc induciendo apoptosis en
la célula blanco. Algunos tipos de tumores y virus han desarrollado la capacidad de
disminuir o eliminar la expresion de moléculas del MHC clase | en las células afectadas
como un mecanismo de evasion del reconocimiento inmune. Las células NK son
fundamentales en el reconocimiento y eliminacion de estas células tumorales o infectadas
por virus que han evadido la respuesta inmune adaptativa de los linfocitos Tc (4, 5).

Las células NK expresan en su membrana receptores activadores cuyos ligandos son en
su mayoria desconocidos, y receptores inhibitorios cuyos ligandos son las moléculas del
MHC clase | (6-9). Cuando los receptores inhibitorios reconocen las moléculas del MHC
clase | en las células blanco, generan sehales que mantienen a las NK en un estado
inactivo. Sin embargo, ante células que han disminuido o eliminado la expresion de
moléculas MHC clase |, los receptores inhibitorios no generan sehales, las sehales
generadas por los receptores activadores prevalecen, y las células NK se activan
liberando sus granulos citoplasmaticos que contienen perforinas monoméricas y
granzimas (10). Las primeras se ensamblan en la membrana de las células blanco
formando poros, y las segundas entran a la célula blanco por estos poros e inducen
apoptosis por medio de la activacion de la via de las caspasas (10, 11). El balance entre
senhales activadoras e inhibitorias determina la actividad de las células NK. Este modelo
de activacion antigeno independiente se conoce como el yo-faltante (



Figura 1).

Ademas de generar apoptosis en las células blanco, los linfocitos NK participan de la
amplificacion de la respuesta inmune, esta funcion reguladora se lleva a cabo mediante la
secrecion de citoquinas como el interferon gama y factores de necrosis tumoral,
involucrados en la activacion, proliferacion y supervivencia de las células dendriticas (10,
11), y como la IL-10 que junto con el interferbn gama participan en la regulacion de la
actividad de los macréfagos y de los linfocitos T(10, 11).

La seial inhibitoria predomina sobre la célula NK
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Figura 1. Modo de accion de las céelulas NK, modelo del yo-faltante (missing-self).

Los receptores de las células NK de los mamiferos pertenecen a dos grandes familias
estructurales, los receptores de tipo lectina y los receptores de tipo inmunoglobulina(1).
En los humanos, los primeros estan codificados en el Complejo Natural Killer (NKC) en el
cromosoma 12, e incluyen los genes CD94, NKG2A/B, NKG2C y NKGZ2E. Estos genes
codifican proteinas transmembranales que forman heterodimeros entre la molécula CD94
y una de las moléculas de NKG2 (A/B, C y E). Las diferentes combinaciones entre CD94 y
NKG2 forman receptores tanto de tipo activador como inhibidor. Los receptores de células
NK tipo inmunoglobulinas (KIR) estan codificados en el Complejo de Receptores
Leucocitarios en el cromosoma 19 y su nUmero varia entre 6 y 15 genes por haplotipo.



Estructura y Nomenclatura de los KIR

Los KIR son proteinas integrales de membrana que presentan tipicamente dos o tres
dominios extracelulares de inmunoglobulina, una regién tallo que conecta los dominios Ig
con la regibn transmembrana, y luego de esta, una region o cola citoplasmatica que
puede ser larga o corta (12, 13). Los KIR inhibitorios presentan dominios citoplasmaticos
largos con uno o dos motivos de inmunoreceptores inhibitorios basados en tirosina (ITIMs,
del inglés Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) (12, 14, 15). Los KIR
activadores presentan dominios citoplasmaticos cortos sin motivos funcionales, sin
embargo tienen un amino acido cargado positivamente en la region transmembrana que
les permite asociarse a moléculas adaptadoras de la familia DAP10/DAP12, las cuales
contienen motivos de inmunoreceptores activadores basados en tirosina (ITAMs) que se
asocian a kinasas para iniciar la cascada de transduccion de la sehal activadora (15, 16).
El amino acido cargado positivamente de los KIR activadores puede ser lisina (K) o
arginina (R) en la novena y la cuarta posiciobn del domino transmembrana,
respectivamente. Los dominios Ig de los KIR se nombran como DO, D1 y D2 desde el mas
distal hasta el mas proximal a la region transmembrana. Los dominios tallo,
transmembrana y citoplasmatico son conocidos como la regiobn de senalizacibn y se
abrevian como STC (S del inglés stem, transmembrane and cytoplasmic) (Figura 2).

[T

DO D1 D2

Figura 2. Estructura génica y protéeica un receptor KIR3DL.
Se muestra la correspondencia entre los dominios de la proteina y los exones en el gen. PS, péptido
sehal; DO, D1 y D2, dominios Ig 0, 1y 2; S, tallo; T, transmembrana; C, region citoplasmatica.

Los KIR se nombran de acuerdo a sus caracteristicas estructurales, asi por ejemplo
receptores que presentan tres dominios Ig y cola citoplasmatica larga se denominan
KIR3DL y receptores con dos dominios Ig y cola citoplasmatica corta se denominan
KIR2DS. Para diferenciar KIR que comparten las mismas caracteristicas se agrega un
namero que representa el orden en que fueron descritos, por ejemplo KIR3DL2 y



KIR3DLS3; en algunos casos este nimero también representa la posicion del KIR en el
haplotipo.

Los KIR humanos se nombran sin emplear un termino que se refiera a la especie, pero
para otros organismos se agrega un prefijo que permite identificarla, por ejemplo Mm-
KIR2DL5 se refiere al KIR2DL5 de Macaca mulatta, y Ow-KIR3DL2 se refiere al KIR3DL2
de Aotus nancymae (por su nombre comin en inglés Owl monkey). Otras particularidades
como las variantes de procesamiento alternativo suelen indicarse en el nombre de los
KIR, agregando sv (del inglés splicing varianf) y un numero consecutivo al final del
nombre del receptor, por ejemplo Mm-KIR3DLsv2.

Arquitectura Genica Y Genomica de los KIR
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~150 Kb
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Figura 3. Complejo de Receptores Leucocitarios LRC y locus KIR en los humanos.



Los genes que codifican para los receptores KIR estan formados por 9 exones que
corresponden aproximadamente a cada una de las regiones de la proteina, (Figura 2).
Los exones 1 y 2 codifican el péptido sehal, los exones 3, 4 y 5 codifican los dominios Ig
DO, D1 y D2 respectivamente, el exbn 6 codifica casi todo el tallo, el exdén 7 la parte final
del tallo y toda la region transmembrana y los exones 8 y 9 la region citoplasmatica. En el
genoma, la longitud de un KIR varia aproximadamente entre 10 y 15 kpb, siendo los
intrones los que mas varian en longitud.

En los humanos, los KIR se encuentran agrupados en la region telomérica del Complejo
de Receptores Leucocitarios (LRC, del inglés Leukocyte Receptor Complex) ubicado en el
brazo largo del cromosoma diecinueve (19q13.4). Tanto en humanos como en los demas
primates estudiados, el locus KIR se encuentra flanqueado por los genes LILR (Leucocyte
Immunoglobulin-Like Receptors) hacia el centrobmero y por el gen FCAR (Receptor para la
fraccion cristalizablre de la IgA) hacia el telomero, (Figura 3). Las regiones genbmicas
entre los KIR varian en longitud entre 2 y 5 kpb aproximadamente.

La Diversidad en los KIR

Los KIR se caracterizan por su amplia diversidad, que se ha generado mediante variados
mecanismos actuando a diferentes niveles (1). Los KIR varian en secuencia, en estructura
exonica, en organizacion haplotipica, en el procesamiento del mRNA, en la combinacion
de dominios Ig que presentan, en los motivos funcionales que les confieren su funcion
activadora o inhibitoria, e incluso en los niveles de expresion de los diferentes genes. Esta
variacion se da entre especies tanto como al interior de las especies.

Los genes KIR son altamente polimorficos. Para el KIR3DL3 humano se han descrito 107
alelos, siendo el KIR mas polimbrfico en esta especie, mientras que el KIR2D3, con 14
variantes es el menos polimorfico (http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/). Los KIR también varian
en secuencia en cuanto al lugar donde se presenta el codon de parada, dando lugar a KIR
con dominios citoplasmaticos cortos (activadores) o KIR con dominios citoplasmaticos
largos (inhibitorios). Ademas dentro de los KIR con regiones citoplasmaticas largas
existen los que tienen dos motivos ITIMs funcionales, mientras hay otros que solo
presentan el primer ITIM funcional y el segundo modificado, o el primero modificado y el
segundo funcional (7, 17). En los KIR con regiones citoplasméaticas cortas hay variaciéon
en cuanto al tipo y posicion del residuo cargado positivamente en la region
transmembrana. Algunos tienen lisina en la novena posicibn mientras que otros tienen
arginina en la cuarta posicion de dicho dominio. Algunos KIR como el KIR2DL4, presentan
caracteristicas tanto inhibitorias como activadoras, es decir, presentan una region
citoplasmatica larga con motivos ITIM funcionales y también un aminoacido cargado en la
region transmembrana.
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Un segundo nivel de variaciobn esta dado por la estructura exonica. Existen dos tipos de
KIR que tienen dos dominios Ig. Los tipo KIR2DL4 no presentan el exdn 4 y codifican
receptores cuya configuracion es DO + D2, y los tipo KIR2DS presentan un pseudoexoén
tres que es excluido durante la maduracién del mRBNA, y por tanto codifican receptores
cuya configuracion es D1 + D2. Ademas, hay KIR como el KIR3DL3 que carecen del exén
6 y por tanto de parte de la region tallo. Aunque la mayoria de los KIR tienen dos o tres
dominios g, en los cercopitécidos se conocen transcritos que codifican para receptores
con un solo dominio Ig (Mm-KIR1D o Mf-KIR1D) (17), y en Aotus nancymae hay KIR con
cuatro dominios Ig (Ow-KIR4DL5, Ow-KIR4DL6 y Ow-KIR4D7) (18).

Otro nivel de variacion estad dado por la organizacion haplotipica de los KI/R. Entre
individuos de una misma especie el locus KIR varia en el nimero y el contenido génico.
En los humanos los 17 genes KIR conocidos (15 genes y 2 pseudogenes) son capaces de
generar hasta 130 combinaciones génicas diferentes (1), que se agrupan en dos
haplotipos basicos reconocidos, el A o el B. Estos dos grupos de haplotipos se diferencian
por el contenido de genes activadores e inhibitorios. A pesar de sus diferencias, todos los
haplotipos KIR que se han estudiado hasta ahora en humanos comparten tres genes
conocidos como genes marco. El KIR3DL3 que es el gen mas centromérico en el locus, el
KIR2DL4 que se ubica hacia la zona media, y el KIR3DL2 que es el gen mas telomérico
en el locus. Asi, la variacion haplotipica del locus se concentra en dos regiones, una
ubicada entre el KIRSDL3Yy el KIR2DL4y la segunda entre el KIR2DL4 'y el KIR3DL2(19).

Estos genes marco se conservan en los hominoides. Sin embargo, en las tres especies de
cercopitécidos estudiados hasta ahora, solo se conserva el gen KIR2DL4 en la region
media del locus (17, 20, 21). AUn mas, los KIR del mono nocturno Aotus nancymae, no
son ortblogos (sensu extricto) a ninguno de los KIR de los hominoides o de los
cercopitécidos, indicando una alta tasa de recambio génico en esta familia génica durante
la evolucion de los primates.

El procesamiento alternativo del mMRNA es un nivel mas de variacion entre los KIR. En los
humanos se han descrito variantes en las que se excluyen de los transcritos los exones 3
y 4 completos, un tercio del exdn 3, dos tercios del exon 4 y parte del exbn que codifica
para el dominio tallo (22).

En el mono Rhesus se han caracterizado un gran nUmero de variantes debidas al
procesamiento alternativo del mRNA para los genes Mm-KIR3DL, Mm-KIR1D y Mm-
KIR3DH (17). En los genes Mm-KIR3DL se identificaron siete variantes, que codifican
para receptores en uno o dos dominios Ig completos, la falta de 12 o0 72 aa al inicio del D1
y la falta de 50 aa al inicio del dominio D2. Una de estas variantes produce un cambio en
el marco de lectura generando un codbén de parada previo a la regibn transmembrana. En
los Mm-KIR1D se identificaron nueve variantes por procesamiento alternativo, que
incluyen la delecion de todo el dominio D2 y de dos partes diferentes de este, la falta de
12 aa al inicio del D1, la deleciobn de los dominios tallo, transmembrana y parte del
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citoplasmatico, y diferentes combinaciones de estas variantes en una misma molécula. En
los genes Mm-KIR3DH se describieron variantes similares a las de los KIR3DL vy
adicionalmente una con la delecibn de 14 aa en el tallo (similar a la descrita para
humanos), una larga delecion que incluye desde el D2 hasta parte de la regibn
citoplasmatica, la delecion de 27 aa al interior del D1 y de Nuevo, la combinacion de
varias de estas formas en un mismo receptor. La funcionalidad de estas variantes aln
esta por establecerse.

Finalmente, los KIR varian en cuanto a sus niveles de expresion. Si bien hay pocos
estudios al respecto, se sabe que por ejemplo en los humanos la expresion del KIR3DL3
en la membrana de las células NK es mucho menor que la expresion de los otros KIR
(23), y también hay evidencia de que diferentes poblaciones de células NK presentan
distintos niveles de expresion de sus KIR. Aunque la mayoria de los datos respecto a la
variacibn de esta familia génica proviene de los humanos, la informacion que se ha
generado a partir de otras especies ha permitido entender mucho mejor la evolucion y la
funcién de la diversidad de los KIR.

Los Primates y la Evolucion de los KIR

El orden Primates incluye cuatro grupos: Strepsirrhini (Iémures, galagos y loris), Tarsii
(tarceros), Catarrhini (humanos, simios, gibones y monos del Viejo Mundo); y Platyrrhini
(monos del Nuevo Mundo). Sin embargo, en esta tesis se usa el término primates para
referirnos solo a los catarrinos (Catarrhini) o primates del Viejo Mundo (PVM), y a los
platirrinos (Platyrrhini) o primates del Nuevo Mundo (PNM) también llamados primates
neotropicales. Platirrinos y catarrinos divergieron hace aproximadamente 43 Ma (24-28)

Dos superfamilias conforman el grupo de los catarrinos, Hominoidea (hominoides) y
Cercopithecoidea (cercopitécidos) que divergieron hace aproximadamente 30 Ma, Figura
4 (24-28). Hominoidea incluye las dos familias, Hominidae (hominidos) con cuatro
géneros (Pongo: orangutanes, Pan: chimpancés, Gorilla: gorilas y Homo: humanos), e
Hylobatidae (gibones) también con cuatro géneros. Cercopithecoidea contiene solo a la
familia Cercopithecidae y agrupa entre 13 y 22 géneros. Los cercopitécidos son conocidos
también como monos del Viejo Mundo.

Los platirrinos se clasifican en cuatro familias: Cebidae con ocho géneros, Aotidae con un
género, Pitheciidae con cuatro géneros y Atelidae con cuatro géneros, Figura 4 (3).
Aunque las relaciones evolutivas entre estas familias no son del todo claras, se piensa
que las cuatro familias divergieron hace 10 — 20 Ma. La familia Pitheciidae fue la primera
en separarse hace aproximadamente 20 Ma, mientras que el tiempo de divergencia de las
otras es alin controversial (24-29).
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La evolucion de los genes KIR en los primates se ha estudiado en los hominoides pero
muy poco en cercopitécidos y en primates del Nuevo Mundo. En hominoides, se han
identificado KIR para las especies Homo sapiens, Pan paniscus (Papa), Pan troglodytes
(Patr), Gorilla gorilla (Gogo) y Pongo pygmaeus (Popy), representando a todos los
géneros de la familia Hominidae (12, 30-33). Recientemente los KIR se caracterizaron en
Nomascus leucogenys 'y Hoolock hoolock, representando a dos de los cuatro géneros de
la familia Hylobatidae (2). En los monos del Viejo Mundo los KIR se han caracterizado en
tres especies Macaca mulatta (Mamu), Macaca fasciluraris (Mafa) y Chlorocebus sabaeus
(Chsa), representando solo dos de los aproximadamente veintiddés géneros de la familia

(17, 20, 21
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Figura 4. Filogenia de los géneros de los Primates Platirrinos (izquierda) y Catarrinos (derecha).

Se muestran los tiempos de divergencia aproximados y las familias de cada grupo. En rojo aparecen
los géneros para los cuales hay especies caracterizadas para los genes KIR (imagen construida a
partir de la informacion de www.tolweb.org, (3, 24-29, 35).
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Existe aln menos informacion sobre los KIR en los primates del Nuevo Mundo. De los
aproximadamente 16 géneros que conforman el grupo solo se han caracterizado en la
especie Aotus nancymae. Con esta informacion se han realizado reconstrucciones
filogenéticas en las que se observa que los KIR de los platirrinos y los catarrinos se
agrupan en seis linajes evolutivos (Figura 5) (18, 32).

Figura 5. Filogenia del DO de los KIR en los primates.
Se muestran los diferentes linajes reconocidos. (Modificada de (18))

El linaje | (uno) se organiza en dos grupos, el la que agrupa a los genes del tipo KIR2DL4
y el Ib que agrupa a los genes del tipo KIR2DL5. Los linajes Il y Ill estan caracterizados
por los genes KIR3DL2 y KIR2DL3 respectivamente e incluyen a la mayoria de los genes
de tres y dos dominios Ig de los hominoides. El linaje V incluye los genes del tipo
KIR3DL3 hominoides. El linaje IV es propio de los cercopitécidos y agrupa los genes del
tipo KIR3DL y KIR3DH. Estos Ultimos se nombran asi por su caracter hibrido pues a pesar
de ser de tres dominios Ig su region STC presenta mayor similaridad con la de los genes
del tipo KIR2DL4 (17). Finalmente el linaje VI incluye a todos los genes KIR de Aotus
nancymae.
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Existe una relacion entre la historia evolutiva y la organizacion de los KIR en el genoma.
Cada uno de los genes marco de los haplotipos hominoides representan un linaje
evolutivo diferente. EI KIR3DL3 es el mas centromérico y representa al linaje V, el
KIR2DL4 hacia la zona media del locus caracteriza al linaje la, y el KIR3DL2 hacia el
telbmero caracteriza al linaje Il (Figura 6). Esta relacion entre la estructura haplotipica y la
evolucion de los KIR se asocia a procesos de duplicacidon génica y resultan en la
expansion de linajes evolutivos en distintos grupos de primates, como el linaje Ill en los
hominoides o el IV en los cercopitécidos (17).

Hosa A HosaB Patr Popy Mamu Aona

[tnrs]  [uers]  [uers]  [uers]  [LeRs]  [LiRs ]
[apLs ] [3pL3 ] [ new | [3oL3 | |M] |ads1|
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20L2
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(] (A
[oce] [zoe]  [2004] (oa | [2018] :
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Figura 6. Esquema del locus KIR en diferentes primates.

Codificado por colores se muestra el linaje al que pertenece cada uno de los genes. Hosa A, Homo
sapiens haplotipo A; Hosa B, Homo sapiens haplotipo B, Patr, Pan troglodytes; Popy, Pongo pygmeus;
Mamu, Macaca mulatta; Aona, Aotus nancymae (Modificada de (7)).

Una de las mayores presiones selectivas considerada en la generacion de variabilidad en
los KIR es su interaccion con las altamente variables moléculas del MHC clase I. Las
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moléculas del MHC clase | estan sujetas a fuertes presiones selectivas en su sitio de
reconocimiento del antigeno, lo que ha llevado a una extensa diversificacion de estos
genes (36). Para mantener la interaccion funcional con estas moléculas, los KIR han
evolucionado en paralelo mediante mecanismos de variacion que incluyen duplicacion y
delecion de genes, duplicacion y delecibn de exones, sustituciones nucleotidicas,
procesos de recombinacibn no homoéloga y de intercambio de exones y procesos
postranscripcionales como el procesamiento alternativo del mRNA. Estos procesos
parecen actuar muy rapidamente como lo evidencia el hecho de que en 6.5 Ma los
chimpancés y los humanos han generado una gran diferencia en el nUimero de genes KIR,
con 7y 17 KIR, respectivamente.

La alta diversidad de los KIR, como resultado de diferentes mecanismos evolutivos
actuanto en conjunto para conservar su funcion de reconocer la variedad de moléculas
MHC clase |, hace de este sistema un importante modelo de estudio de la evolucion de
las familias génicas y de las respuestas inmunes en los primates. Si bien el sistema KIR
ha sido ampliamente estudiado en humanos y en menor medida en otros hominoides,
para los demas grupos de primates se conoce muy poco. Actualmente solo se han
caracterizado tres especies de monos del Viejo Mundo y solo una de primates del Nuevo
Mundo. Considerando este vaci6 en el conocimiento y el valor de los KIR como modelo de
estudio, se hace necesaria la caracterizacion del sistema KIR en otras especies de
primates, como se ha hecho en este trabajo para las especies Ateles belzebuth, Ateles
hybridus, Lagotrix lagotricha, Ateles geoffroyi, Callicebus moloch y Saimiri boliviensis de
primates del Nuevo Mundo, y las especies de la familia Cercopithecidae de primates del
Viejo Mundo Chlorocebus aethiops, Papio anubis'y Colobus guereza.
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Objetivos

General

Caracterizar molecularmente y determinar los mecanismos evolutivos de los genes de
receptores de células “Natural Killer’ de la superfamilia de las inmunoglobulinas
especificos para el CMH clase | (KIR) en las cuatro especies de primates Ateles hybridus,
Ateles belzebuth, Ateles geoffrogy 'y Lagothrix lagotricha.

Especificos

1. Colectar muestras de sangre periférica de las especies de primates del Nuevo Mundo
Ateles hybridus, Ateles belzebuth y Lagothrix lagotricha, provenientes de centros de
rescate y rehabilitacion.

2. Secuenciar los genes que codifican KIR en estas especies de primates neotropicales.

3. Inferir las homologias entre los KIR de los primates del Viejo Mundo y los primates del
Nuevo Mundo usando algoritmos de reconstruccion filogenética basados en
secuencias nucleotidicas y de aminoacidos.

4. Determinar los mecanismos de generacion de diversidad en los KIR por medio de
analisis de evolucion molecular.
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Metodos

Toma de Muestras

Se muestrearon seis individuos de tres especies de la familia Atelidae provenientes de
dos centros de rescate y rehabilitacion de corporaciones autbnomas regionales del pais.
Cinco de los individuos provienen del Centro de rescate y rehabilitacion de la Corporacion
Autdbnoma Regional de Norte de Santander — Corponor, ubicado en el municipio de Zulia.
El otro individuo proviene del centro de rescate y rehabilitacion de la Corporacion
Autbnoma Regional del Alto Magdalena — CAM. Se tomb ~1.0 mL de sangre periférica de
tres individuos de la especie Ateles hybridus (Athy11, Athy18 y Athy19), un individuo de la
especie Ateles belzebuth (Atbel17) y dos individuos de la especie Lagotrix lagotricha
(Lala30 y Lala66).

De cada individuo se realizd un registro fotografico y se tomd otra informaciébn que
estuviese disponible. El individuo Lala66 estaba marcado con chip, cuyo nimero
corresponde a 009105237254. La sangre se mezclé con 1mL de agua ultrapura y 3 mL de
Trizol (Invitrogen) previamente preparados en tubos Falcon de 15 mL y estos se
conservaron en neveras de icopor con geles refrigerantes durante su transporte hasta el
Instituto de Genética de la Universidad Nacional, donde fueron almacenados a -70°C.

Extraccion de RNA y Retrotranscripcion RT-PCR

A partir de las muestras de sangre se realiz6 la extraccion de RNA total utilizando Trizol
(Invitrogen) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. EI RNA obtenido se
resusupendi6 en 30uL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

La sintesis de la primera cadena de cDNA se realizd con el KIT RevertAid™ (Fermentas),
de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante. Para la preparacion de la
Mezclal: 4,0uL de RNA, 1,0uL de OligodT18 y 7,0uL de AguaDEPC y se incubb a 65°C
por 5 minutos y luego en hielo por 1 minuto. La Mezclal se adiciond a la Mezcla2 que
contenia: 4,0uL de Buffer5x, 1,0uL de Ribolock, 2,0uL de dNTPmix y 1,0uL de EnzimaRT.
El producto se incubbd a 45°C por 60 minutos y luego a 70°C por 5 minutos. EI cDNA se
almaceno a -20°C.
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La RT-PCR se realizd con el primer  sentido AteKIRPS-F 5-
ATGTCGCTCATGGTCRTCAGCATG-3’ que se hibrida en el exén 1 de los genes KIR y
los primers antisentido NWPKIRLong-R2 5-CTAGAGGACCCCTCAAGG-3’ y NWPKIRL1-
R 5-CTAGAGGACCCCTCAGGG-3 ubicados en el exon 9 luego de la posicion de los
ITIMS, disehados a partir de las secuencias génicas identificadas en las bases de datos.
Las reacciones de PCR se corrieron por 35 ciclos a 95°C por 30 s, 60°C por 60 s y 72°C
por 90 s en los termocicladores MaxyGen Axygen y Eppendorff Vapo-protect.

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1,5% en TAE y se tiheron con
SYBR® Safe (Invitrogen) para su visualizacion. Los productos se extrajeron del gel
usando el KIT UltraClean™ 15 (MoBio 12100-300), se resuspendieron en 15,0uL de
AguaDEPC y se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% en TAE /SYBR® Safe.

Clonacion y Secuenciacion

Los productos de PCR purificados se clonaron usando el KIT PGEM® T-Easy Vector
System | (Promega A1360) de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante con las
siguientes especificaciones: 5,0uL de Buffer, 1,0uL T-vector, 3,0uL de los productos de
PCR y 1,0uL de T4 DNA ligasa. La relacion inserto:vector usada fue 3:1, preparando
previamente a la ligacion los 3,0uL de productos purificados de acuerdo a la cantidad
aproximada de DNA presente calculada a partir del gel, comparando con el marcador
HyperLadder™ Il (Bioline). Los productos ligados se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora y luego a 4°C 18 horas, y se conservaron a -20°C hasta la transformacion.

La transformacion se realizd en células E.coli TOP10 con choque térmico por 2 minutos.
Luego de la incubacion a 37°C por 90 minutos, se centrifugaron las células a 1000g
durante 10 minutos y el pellet se resuspendi6 en 200uL de medio LB. El total de este
volumen se plaqueb en agar LB con ampicilina a 100pg/mL y con 40,0uL de XGal al 2%
plagueada sobre el medio. Las placas se incubaron a 37°C por 18 horas. Entre 25 y 30
colonias recombinantes por individuo se seleccionaron aleatoriamente para validacion por
PCR. En las PCR de colonia se usaron los primers del vector T7 y SP6, y se corrieron por
30 ciclos a 95°C por 30 s, 47°C por 30 s y 72°C por 105 s en los termocicladores
MaxyGen Axygen y Eppendorff Vapo-protect.

Los productos de amplificacion de tamanos esperados (~1500pb) se purificaron en platos
de 96 pozos usando acetato de amonio y etanol al 70%. Los productos purificados se
secuenciaron en ambas direcciones empleando los primers T7 y SP6, en el secuenciador
capilar ABI 3500 en el Servicio de Secuenciacion y Analisis Molecular del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional (SSiGMol). En los analisis se consideraron solo las
secuencias que provienen de clones con al menos dos copias secuenciadas en ambas
direcciones. Las secuencias se nombraron con la sigla de la especie, el nUmero de
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identificacion del individuo y un numero de cuatro cifras que indica el clon del que
provienen (por ejemplo Athy100146). Las variantes de procesamiento alternativo
identificadas se nombraron agregando al nombre de la secuencia las letras sv y los cuatro
digitos que indican el clon del cual son variante (por ejemplo Athy100142sv0143).

Analisis de Secuencias Genomicas del Locus KIR en Primates del
Nuevo y del Viejo Mundo

Secuencias de DNA genbmico del locus KIR se obtuvieron de bases de datos publicas de
los primates del Nuevo Mundo Ateles geoffroyi (Atge Clon UC1-11A1 AC234015), Saimiri
boliviensis (Sabo clon CH254-38J22 AC209136 y clon CH254-336F20 AC226622) y
Callicebus moloch (Camo clon LB5-391K23 AC187443). Y de los primates del Viejo
Mundo Chlorocebus aethiops (Chae clon CH252-40H18 AC212539), Papio anubis (Paan
clon RP41-226P18 AC149449 y clon RP41-326E7 AC150233) y Colobus guereza (Cogu
clon CH272-160C21 AC195028). Estas son secuencias incompletas de clones de
cromosomas artificiales bacterianos (BACs) generados en el marco de la iniciativa de
Secuenciamiento de Vertebrados del Centro Intramural de Secuenciamiento del Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos (www.nisc.nih.gov). Las secuencias borrador de
los clones BAC contienen gaps de tamaho desconocido separando contigs ordenados.
Estas secuencias se analizaron con el programa Genscan
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) para identificar modelos génicos, su localizacion en
la secuencia BAC y su estrutura introbn — exén. Utilizando los péptidos predichos por
Genscan se identifico la localizacion aproximada del locus KIR en los clones. El locus KIR
se delimitd empleando el gen LILRB2 predicho para Callithrix jacchus a partir del genoma
(NW_003187383), y el exbn 3 del gen FCAR de Saimiri boliviensis (EF077236). Los
modelos génicos se compararon con bases de datos mediante BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para identificar genes KIR y los genes flanqueantes
del locus. Los modelos génicos KIR se nombraron empleando las primeras dos letras del
género y de la especie, un guibn, las caracteristicas estructurales y un numero
consecutivo que indica el orden en que aparecen en el locus desde el extremo 5" hacia el
3’, por ejemplo Atge-KIR3DL6 o Camo-KIRDP1.

Analisis de Secuencias y Reconstruccion Filogenética

Las secuencias de cDNA y DNA genbmico se alinearon con el programa ClustalW y se
editaron manualmente con el programa Bioedit (37). En el alineamiento se incluyeron
secuencias de KIR de primates previamente reportadas.
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El analisis filogenético se realiz6 a partir de secuencias de nuclebtidos y de aminoacidos
con las secuencias completas y con los dominios DO, D1, D2 y STC por separado. Para
definir el modelo de sustitucidon a emplear se us6 el programa Jmodeltest utilizando los
criterios de busqueda Akaike y Bayesiano, el modelo sugerido fue GTR (Generalized
time—reversible) y considerando proporcion de sitios invariables (1) y distribucibn gamma
(G) para la tasa de variacion entre sitios. Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron
por inferencia Bayesiana y por Maxima verosimilitud. Para inferencia bayesiana se uso el
programa MrBayes (38, 39) utilizando los parametros para el modelo GTR+I+G en el caso
de la recontruccion con nuclebtidos y utilizando el modelo Poisson para la reconstruccion
con aminoacidos. Para Maxima verosimilitud se usé el programa Mega5 (40) utilizando el
test de filogenia bootstrap con 1000 replicas y el modelo GTR+I+G. Como grupo externo
se incluyeron secuencias de KIR de foca (nUmeros de acceso FJ190095 y FJ190086). Se
realizaron analisis de seleccibn natural comparando la razon entre la divergencia de sitios
sinbnimos y la divergencia de sitios no sinbnimos (Ka/Ks) con el programa DnaSP (41)
utilizando la opcion Sliding Window con una longitud de ventana de 50 nucleétidos y un
tamanho de escalbn de 10 nuclettidos. Este analisis se realizb con diferentes grupos
organizados por especie (Athy, Atbe, Atge, Lala, Sabo y Aona), género (Ateles 'y Lagotrix),
familia (Atelidae) y suborden (Platyrrhini). Finalmente, en las secuencias obtenidas a partir
de los clones BAC se identificaron los retroelementos presentes en los intrones y las
regiones intergénicas del locus KIR con el programa RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org/).
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Resultados

Caracterizacion de Genes y Haplotipos KIR en Primates Neotropicales

Caracterizacion de KIR Transcritos en la Familia Atelidae

Se identificaron un total de 37 cDNAs de KIR en las tres especies A. hybridus, A.
belzebuthy L. lagotricha. De estas secuencias 25 corresponden a KIR con tres dominios
Ig cuyas principales caracteristicas estructurales se muestran en la Figura 7. Las 12
secuencias restantes corresponden a variantes de procesamiento alternativo.

En los 3 individuos de A. hybridus se obtuvieron 17 secuencias completas y 6 variantes de
procesamiento alternativo. De las 17 secuencias completas 6 codifican para dominios
citoplasmaticos cortos con el coddn de parada en la posicion 34 del dominio y el
aminoacido cargado arginina en la cuarta posicion de la region transmembrana sugiriendo
que corresponden a receptores activadores. Las 11 secuencias restantes codifican para
KIR con dominios citoplasmaticos largos caracteristicos de receptores inhibitorios. Dos de
estas secuencias, Athy110124 y Athy190173 carecen del exbn 6 y por tanto no codifican
los primeros 17aa de los 23 que conforman la region tallo (Figura 7). Ademas, ambas
secuencias codifican para dos motivos ITIM conservados y no presentan codbn de
parada, por lo que es posible que parte de la region 3’ de estas moléculas no se haya
amplificado con los primers usados. La delecion del exbn 6 es tipica del gen KIR3DL3 de
los humanos (23). Las secuencias Athy110130, Athy180141 y Athy190162 carecen del
exbn 7 por lo que no codifican los 7 Ultimos aminoacidos de la region tallo, toda la region
transmembrana y los 8 primeros aminoacidos de la region citoplamatica. Ademas, estas
tres secuencias tienen el ITIM proximal no canbnico, mientras que el segundo se
conserva. Las otras 6 secuencias que codifican para receptores con dominios
citoplasmaticos largos presentan los dos ITIMs conservados. Tres de ellas presentan el
codbn de parada en la posicion 85 del dominio, mientras que en las otras tres no se
alcanzé en la secuencia, pero parece coincidir con el de las secuencias de KIR3DL3-6 de
A. geoffroyi.

Cinco secuencias se obtuvieron en el Unico individuo estudiado de la especie A.
belzebuth, 3 completas y 2 correspondientes a variantes de procesamiento alternativo. De
las 3 secuencias completas, Atbe170185 codifica para un KIR con dominio citoplasmatico
corto con el codbn de parada en la posicidbn 34 de este dominio, y con el aminoacido
cargado arginina en la cuarta posicion de la region transmembrana, sugiriendo que
corresponde a un receptor activador. Atbe170178 codifica un KIR con dominio
citoplasmatico largo y los dos ITIMs conservados y Atbe170263 es un pseudogen pues
codifica un codon de parada prematuro en la posicion 85 del domino D2 (Figura 7).
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Figura 7. Caracteristicas estructurales de las secuencias KIR identificadas a partir de cDNA en las 3
especies de primates del Nuevo Mundo.

Gris oscuro, primers de amplificacion; gris claro, regiones ausentes en el cDNA o en las proteinas por
codones de parada prematuros; azules, dominios PS (24aa), DO (95aa), D1 (100aa) y D2 (98aa); verde
claro, dominios S (23aa), T (20aa) y C (36, 84 y 87aa); verde oscuro, region adicional (14aa) en el S de
las secuencias de Lagotrix. Numeros en los dominios, posicion de aa faltantes; con asterisco,
codones de parada prematuros; R (arginina) y K (lisina), aa positivos en T; VTYAQL y SVYMEL y
variantes, secuencia de los ITIMs en C. Patr-KIR2DS4, KIR2DL4 y KIR3DL2 se usan como referencia.
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De los 9 cDNAs secuenciados en los 2 individuos de L. lagotricha, 5 corresponden a
secuencias completas y 4 a variantes de procesamiento alternativo. Las 4 secuencias
completas Lala300199, Lala300271, Lala0289 y Lala660280 codifican 14 aminoacidos
adicionales entre los dominios D2 y tallo que no parecen provenir del intron ubicado entre
los exones 5 y 6, y no es posible determinar si pertenece al extremo 3’ del exén 5 o al
extremo 5’ del exdn 6. Esto parece ser una caracteristica predominante entre los KIR de
esta especie (Figura 7). La secuencia completa restante, Lala660302, no presenta esta
insercion. Todos los cDNAs secuenciados en L. lagotricha presentan la delecion de tres
nucledtidos que corresponden al aminoacido 16 de la region transmembrana y codifican
para KIR con dominios citoplamaticos largos con los dos ITIMs conservados. En esta
especie no se identificaron cDNAs con dominios citoplasmaticos cortos o con aminoacidos
cargados positivamente en la region transmembrana. Las secuencias Lala300199 y
Lala660280 presentan el coddon de parada en la posicion 85 del dominio citoplasmatico
mientras que para las otras tres no se alcanzb en la secuencia, pero parece coincidir con
el de las secuencias de KIR3DL3-6 de A. geoffroyi.

Las secuencias de cDNA identificadas en las tres especies de atélidos codifican para
receptores inhibitorios o activadores, y no se identificO ninguna con una posible funcién
dual (dominios citoplasmaticos largos con ITIMs conservados y un aminoacido cargado en
la regidbn transmembrana) como ocurre en los KIR2DL4 de las especies hominoides.
Tampoco se encontraron secuencias con la deleccion del exdn 4 que caracteriza a los
genes del linaje |, pero si se identificaron transcritos con la deleccion del exdn 6 como
ocurre en el KIR3DL3 del linaje V.

En las tres especies analizadas se identificaron variantes de procesamiento alternativo.
En A. hybridus de las 6 secuencias de cDNA que corresponden a variantes de
procesamiento alternativo, Athy110001, Athy180142 y Athy190172 no presentaron los
Ultimos 67 aminoacidos del dominio DO, mientras que Athy110137, Athy110138 y
Athy190118 no codifican los primeros 12 aminoacidos del dominio D1 (Figura 8). De las
variantes de procesamiento alternativo identificadas en A. belzebuth, Atbe170189
corresponde a una variante de Atbe170178 en la que faltan los primeros 12 aminoacidos
del D1, y Atbe170192 corresponde a una variante de Atbe170185 que carece de todo el
dominio DO. Por su parte, las variantes de procesamiento alternativo identificadas en L.
lagotrica, Lala300204 y Lala660212 carecen de los 14 aminoacidos adicionales entre los
dominos D2 y tallo. En Lala300296 faltan los primeros 72 aminoacidos del dominio D2, y
en Lala660209 faltan los primeros 12 del dominio D1.

Las variantes de procesamiento alternativo identificadas en Atélidos pueden resumirse en
cinco tipos de acuerdo a los dominios que afectan (Figura 8). Los dos primeros tipos en el
dominio DO corresponden a la exclusion de 67 aminoacidos hacia el extremo 3’ y la
exclusion completa del dominio. Dos también en el dominio D1 corresponden a la
exclusion de los primeros 12 y de los primeros 72 aminoacidos. El quinto tipo es exclusivo
de Lagotrix y corresponde a la exclusion de la region adicional que se presenta entre los
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dominios D2 y tallo en las secuencias de esta especie. De las variantes de procesamiento
alternativo identificadas la exclusiébn de 12 amino&cidos al inicio del dominio D1 ya se
habia reportado en secuencias KIR de humanos y de cercopitécidos (17, 22), ademas
esta variante es la mas recurrente entre los cDNA de los atélidos.

Athy110001sv de Athy110029, Athy180142sv de Athy180143 y Athy190172sv de Athy190176

Athy11137sv de Athy110130, Athy190118sv de Athy190162 y Atbe170189sv de Atbe170178
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Lala300204sv de Lala300271 y Lala660212sv de Lala660280
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Figura 8. Variantes de procesamiento alternativo en las secuencias de las 3 especies de primates del
Nuevo Mundo identificadas a partir del cDNA.

Los numeros en rojo indican la longitud en aa que se excluyen de la proteina, los numeros en el
modelo indican los 5 tipos de variantes indentificados en los KIR de los primates del Nuevo Mundo.

Organizacion Genomica del Locus KIR en Primates del Nuevo Mundo

Los clones BAC de Ateles geoffroyi (Atge), Saimiri boliviensis (Sabo) y Callicebus moloch
(Camo) obtenidos de la base de datos del Centro Intramural de Secuenciamiento del NIH,
contenian el locus KIR flanqueado por los genes LILRs al extremo 5’ y el gen FcAR al
extremo 3.

Se identificaron 16 genes KIR en estas especies, 6 en A. geoffroyi, 7 en S. boliviensis, y 3
en C. moloch. Como comparacion se utilizd el haplotipo KIR de Aotus nancymae
previamente reportado (18), en el que ademas de los 8 modelos KIR descritos se
identifico 1 nueva secuencia correspondiente a un pseudogen. Las caracteristicas
estructurales mas relevantes de estas secuencias se muestran en la Figura 9 ( Anexos).
Se identificaron cuatro secuencias parciales, Sabo-KIR3DL5P, Sabo-KIR3DL6P, Camo-
KIR3DL2P y Camo-KIR3DL3P interrumpidas por gaps entre los contigs de los clones
BAC. En cada una de las especies estudiadas se identifico un pseudogen, caracterizado
por la presencia de codbnes de parada prematuros en los exones que codifican los
dominios Ig y por la ausencia de exones. Los pseudogenes Afge-KIR3DP1, Camo-
KIRDP1 y Aona-KIR3DP1 presentan un coddn de parada prematuro en el DO en las
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posiciones 21, 53 y 53, respectivamente. El pseudogen Sabo-KIRDP3 presenta un codbon
de parada prematuro en el aa 75 del D1. Exceptuando los pseudogenes y las secuencias
parciales, los KIR caracterizados a partir de clones BAC corresponden a receptores de
tres dominios Ig con dominios citoplasmaticos largos, sin embargo algunos de ellos
presentan el aminoacido cargado arginina en la cuarta posicion del dominio
transmembrana.

Estructura del locus KIR en A. geoffroyi

En esta especie tres clones BAC contenian distintos genes KIR, sin embargo solo uno de
ellos, el clon BAC UC1-11A1 (AC234015) contiene el locus KIR completo. La secuencia
borrador de este clon BAC estd conformada por 11 fragmentos separados por gaps de
tamano desconocido (Figura 10). El gen flanqueante LILRB2 esta en el primer fragmento
del clon BAC, mientras que el primer KIR aparece en el fragmento 4. Los 6 genes KIR
identificados en este clon BAC, asi como el gen flanqueante FcAR se ubican en el
fragmento 4. Este haplotipo es el mas completo descrito para primates del Nuevo Mundo
hasta el momento. A excepcion del pseudogen Atfge-KIR3DP1, los genes son de
aproximadamente 10 kpb, separados por regiones intergénicas de aproximadamente 2.4
kpb. Tanto los intrones como las regiones intergénicas son similares en secuencia y
comparte varios retroelementos. Los dos primeros genes en el extremo 5’ del haplotipo,
Atge-KIR3DP1 y Afge-KIR3DL2, se transcriben en direccion opuesta a los otros 4 KIR.
Afge-KIR3DL2 carece del exon 6 y por tanto de 17 de los 23 aminoécidos que conforman
el tallo en la proteina (Figura 9). Ademas, esta secuencia presenta dos ITIMs
conservados en una region citoplamatica inusualmente larga, con el coddén de parada en
la posicibn 116 del dominio. Esta configuracion es idéntica a la descrita para los cDNAs
de A. hybridus Athy110124 y Athy110173y caracteriza a los KIR del linaje | de primates.
Los modelos génicos Afge-KIR3DL3, Atge-KIR3DL4 y Atge-KIR3DL5 codifican para el
residuo arginina en la cuarta posicion de la regién transmembrana y para un ITIM proximal
no canénico (VTFTKL) y un ITIM distal conservado. Estas caracteristicas se han visto en
el KIR2DL4 de Rhesus (33) y puede indicar que los productos de estos genes tienen una
funciébn dual en activacion e inhibicion. Finalmente, el modelo génico mas 3, Alge-
KIR3DL6, codifica para receptores sin aminoacidos cargados en la region transmembrana
y con dos motivos ITIMs conservados.

Revision de la Estructura del Locus KIR en A. nancymae

El locus KIR en A. nancymae ha sido analizado previamente (18), a partir de la secuencia
parcial del clon BAC CH258-187H8 (AC193069). Este analisis mostro la presencia de 8
modelos KIR, 4 de los cuales son completos y otros cuatro parcialmente secuenciados. El
haplotipo KIR de A. nancymae se caracteriza por la presencia de tres modelos génicos
que codifican para receptores con 4 dominios Ig. En este estudio se revis6 la arquitectura
de este haplotipo incorporando el clon BAC CH258-69P6 (AC234076), el cual también
contiene informacion del haplotipo. Esta revision resultd en el cierre de dos gaps
verificando por un lado que los KIR Aona-KIR4DL5y Aona-KIR4DL6 son contiguos, y que
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dos modelos KIR reportados como parciales, Aona-KIR4D7 y Aona-KIRDLS8, son en
realidad parte de un solo KIR ahora nombrado como Aona-KIR4DL78.
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Figura 9. Caracteristicas estructurales de las secuencias KIR identificadas a partir de clones BAC en
primates del Nuevo Mundo.

Gris claro, regiones faltantes en las proteinas; Sin color: regiones faltantes en el DNA. Lo demas como
en la Figura 7.
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Ademas se identificaron secuencias correspondientes a los exones 1 en los fragmentos
adyacentes 5’ a los genes Aona-KIR3DL4 y Aona-KIR4DL5, los cuales fueron reportados
como parciales por la ausencia del exén 1 y parte del intrdbn 1. Por lo tanto, es probable
que las secuencias de los exones 1 completen estos dos modelos génicos. El analisis
también resultd en la identificacion del pseudogen Aona-KIR3DP1, que se localiza en el
extremo 5’ del haplotipo (Figura 11), tiene solo los exones 1-5 y presenta un coddn de
parada prematuro en el exon 3 (Figura 9). Este pseudogen y los dos modelos génicos
que le siguen, Aona-KIR3DL2 y Aona-KIR3DS1, se transcriben en direccion opuesta al
resto de los modelos, como es el caso para los dos primeros modelos del haplotipo de A.
geoffroyi (Figura 10). La Gltima revision del haplotipo consiste en la inversion en el orden
de los modelos Aona-KIR3DL2 y Aona-KIR3DS1. La longitud de los genes que codifican
receptores de 3 dominios Ig es de aproximadamente 11 kpb, mientras que la de aquellos
que codifican receptores de 4 dominios Ig es de aproximadamente 13 kpb. La longitud de
las regiones intergéncias es de 2.4 kpb, exceptuando aquellas entre los genes Aona-
KIR3DL2-3DS1 y Aona-KIR3DS1-3DL3 que son de 5.9 y 4.7 kpb respectivamente. Las
regiones intergénicas comparten retroelementos entre si y son similares a los presentes
en el haplotipo de A. geoffroyi, los mismo ocurre con las regiones intronicas (Figura 10 y
Figura 11).

Estructura del Locus KIR en S. boliviensis

En S. boliviensis dos clones BAC contienen secuencias del locus KIR, CH254-38J22
(AC209136) y CH254-336F20 (AC226622). El primero de ellos abarca el locus KIR
completo, y el alineamiento entre los dos permite resolver un gap en la secuencia del clon
BAC CH254-38J22 entre los fragmentos 5 y 6 (Figura 12). En este haplotipo se
identificaron 7 modelos génicos, de los cuales 4 son completos, 3 son parciales y 1 es un
pseudogen. El haplotipo se organiza con los genes Sabo-KIR3DL1y Sabo-KIR3DL2 en el
extremo 5’ antes del pseudogen Sabo-KIRDP3, seguidos de los genes Sabo-KIR3DL4,
Sabo-KIR3DL5P, Sabo-KIR3DL6P y Sabo-KIR3DL7. Todos los modelos exceptuando el
pseudogen codifican para receptores con 3 dominios Ig, dos motivos ITIMs conservados y
el codon de parada en la posicion 85 del dominio citoplasmatico (Figura 9). Sabo-
KIR3DL1y Sabo-KIR3DL4 codifican ademas para el aminoacido cargado arginina en la
cuarta posicion del dominio transmembrana lo que sugiere funciones tanto activadoras
como inhibirtorias. Sabo-KIR3DL4 carece del exbn 6 como ocurre en Atge-KIR3DL2,
codificando receptores con un tallo mas corto. La longitud de los modelos génicos es
aproximadamente 11 kpb, a excepcion de Sabo-KIR3DL4 que careciendo del exon 6 tiene
un tamano de 8.9 kpb. Como en los otros haplotipos analizados, los retroelementos en las
regiones intergénicas y en los intrones son compartidos y similares a los identificados en
A. geoffroyiy A. nancymae.

Estructura del Locus KIR en C. moloch

En C. moloch el BAC LB5-391K23 (AC187443) contiene el locus KIR y los dos genes
flanqueantes, LILR2By FcAR. Sin embargo, en la secuencia parcial del clon BAC solo se
identificaron tres modelos génicos, uno corresponde al pseudogen Camo-KIR3DP1 que
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tiene un codon de parada prematuro en el exbn 3, y los otros dos corresponden a los
modelos parciales Camo-KIR3DL2Py Camo-KIR3DL3P (Figura 12). Camo-KIR3DP1 esta
separado del gen flanqueante LILR2B por un gap entre los fragmentos 4 y 5. El
pseudogen y Camo-KIR3DL2P estan separados de Camo-KIR3DL3P por un gap entre los
fragmentos 5 y 6; y Camo-KIR3DL3P es contiguo al gen flanqueante FcAR sobre el
fragmento 6. Camo-KIR3DLP tiene los exones que codifican el dominio citoplasmatico con
dos motivos ITIMs conservados. Los retroelementos identificados en los intrones y las
regiones intergénicas son similares a los presentes en los haplotipos de las otras especies
de primates del Nuevo Mundo.
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Figura 11. Haplotipo del locus KIR para Aona

- LIMS  HUERS-P3-int
g (CAIn Ausq2
) LMS  HUERS.P3.int
= (GGGTG)n (Tan
g 11PA7 L1pA7
§ LIM2  HUERS-P3-int
Lim2 HUERS-P3-int
LIPAI0  MERSL-int
s um AluSx
& [Huers-p3-inc [EEIN
2 LIPAS MIR
L1PAS MR
Alusc L1PAT
Alusc L1PA7
11PAS GA-rich
HUERS-P3-int | GAP Frl-2
HUERS-P3-int | (TCTA}n
HUERS-P3-int ERVL-Bd-int
AluSq2  ERVL-B4-imt
_HUfﬁS-P!-illl LiPB4

KIR3DP1 1147 5bp

KIR3DLZ 11709 bp

KIR3DS1 11602

KIR3DL3 118 Mbp

31

KIR3DL4 12909bp

Exon 1
GAPFr2-3
(TTGGGGIn
Exones 2 - 3

LimBe3

AluSg
LimBe3
Lmaz
LIMA2
AluSz
AluSz
LIMA2

LiMA2
Alusx1
LIMA2

KIRADLS 1388

KIRADLG 13269bp

il
(GAPFr6.7
LIPREC2
AluSx
LIM5  LIPREC2
AluSg AluSz
LIM5  LIPRECQ2
Alusg? Alusg
MLT2B4  LIPREC2
g AluSx L1P4c
5| Mu2ss Alesg
AluSp L1P4c
MLT2B4  L1P4c
AluSxl AluSx
FLAM_A  L1P4c
(GAAA)N  AluSx3
2 LIPRECZ MER110-int
| umas AluSp AluSx3
2| awse ||| AT_tich
Alusz
LIMAG
Alusp
LIMAG
AluSx1
LIMAG



| ICFET

L RTOSTp 11 S ]

™ Jums upar I Exones1-3 | [TCOn
(CAn HUERS-P3-int
LIMS MERS1-int ums L1M5
L1PAT AluSxl (cam
Lim2 MIR3 ums
LimM2 L1pab AT_rich
| AluSe L1Pab upA7

£ |ur2 L1P4b AluSp

ﬂ HUERS-P3-int LIPAT L1Pab um2

= |HUERS.P3.int (6GAIn Aluscs Aluse
HUERS-P3-int (TCTA)N LTR42 ur2

|AluSc8
HUERS-P3-int
| AluSx
HUERS-P3-int
HUERS-P3-int AluSxl
(TG

ERVL-B4.int
Fra-s

KIRIDLY 11668 bp

KIRIDLZ 11024bp

MIR3  HUERS-P3.int
MIR3  HUERS-P3-int
HUERS-P3-int

33871bp

AluSc8
LIPALS-16 HUERS-P3-int
AluSx

(TCn  HUERS-P3-int
L1PALS-16 HUERS-P3-int

L1PA15-16 LIPAT
LIP4c  HUERS-P3-int
L1P4c MERS1-int
L1P4b AluSx
L1Pdc MIR
LTR42 MIR
MIR3 LIPAT

MIRb | GAPFrS.7

KIR3DLA 8957 bp

KIR3DLSP /KIRIDLEP 11199bp

KIRIDLY 11250bp

L L

[ Jums HUERS-P-int =
(CAIn (TAn a
LM LpA7 3
L1Pa7 HUERS-P3-int 5
Lims HUERS-P3-int 8
L1m2 PABL_A.int =
LMz Alusx " AluSx3 (T6]n ]
L1PALD [ H AluSg7 Alusx =
umz MIR 8 (TAAI L1Pas

= [t MIR3 = 2 | MLT284 AluSx3

§ |HUERS P3-inc LIPAT z § AluSz6 MER110-int

£ [HUERS-P3.int LIPAT = o [mir2ea Awsxs.
HUERS-P3-int (TCTAJn = AluSp.
L1PAS ERVL-B4-int ] MLT284
L1PAS ERVL-Ba-int a Alusxl
AluSe. L1PBa - FLAM_A
LIPAS GAPFI15 LIPREC2
HUERS.P3-int (TCTAJn LIPREC2
HUERS.-P3-int (TCTAJn Alusx
HUERS.P3.int LIPRECZ
Alusq2 Alusz

| |HUERS-P3-int | Jurrecz

Figura 12. Haplotipo del locus KIR para Sabo y para Camo.

32

'—I ATsich  Gaprms [
e Ao |5
AT_rich L1Pdc H]
ums L1Pda B
Awsg? (16)n g
(TAf)n Alusx ]
MLT281 11pda 5
Alusx Alusxk3
MLT281  MER110-int
AluSp AluSx3
MLT281 AT_rich
- Alsxl CG_rich
Hi
2| uerec
LPAL4
UPAL4
HERV-Fel_LTR1
L1PALS
Alusz
Alusz
LIPALY
AluSg
LIPALY
Alusqlo




Caracterizacion de Genes y Haplotipos KIR en Cercopitecidos

Para analizar la estructura y evolucion de los KIR de los primates del Nuevo Mundo en el
contexto de los deméas grupos de primates, se caracterizaron los haplotipos KIR en las
tres especies de cercopitécidos Chlorocebus aethiops, Papio anubis 'y Colobus guereza
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KIR3DL20

|EE KIR1D
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(Figura 13).
Figura 13. Organizacion de los genes KIR identificados en los clones BAC de los cercopitécidos.

Verde, genes completos; rojo, genes parciales incompletos hacia el borde acerrado; gris, genes
flanqueantes LILR y FcAR; flecha bajo los genes, sentido de transcripcion.
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Dicha caracterizacion se hizo a partir de datos de secuencias de clones BAC generados
en el Centro Intramural de Secuenciamiento del NIH. En C. aethiops el locus KIR fue
identificado en el clon BAC BAC CH252-40H18 (AC212539), en P. anubis en los dos
clones BAC RP41-226P18 (AC149449) y RP41-326E7 (AC150233) y en C. guereza en el
clon BAC CH272-160C21 (AC195028) (Figura 13).

En las tres especies de cercopitécidos se identificaron 25 modelos génicos KIR, 11 en C.
aethiops, 11 en P. anubisy 3 C. guereza. 12 de estos modelos codifican para receptores
con dominios citoplasmaticos largos con dos ITIMs conservados, de estos modelos tres
tienen el aminoéacido cargado positivamente arginina en la cuarta posicion de la region
transmembrana. 5 modelos presentan codbnes de parada prematuros y los 8 restantes
son secuencias parciales debido a la secuenciacion incompleta de los clones BAC. Las
caracteristicas de los modelos KIR de cercopitécios se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los genes KIR identificados en los cercopitéecidos.

Especie BAC y Frag Nombre del KIR Dominios Ig Dominios STC
2 Chae-KIR3DL20 DO D1 D2 S T L - ITIMs
Chae-KIR1D2 DO* D1 D2 S*
Chae-KIR2DP3 - D1* D2 - - -
3 Chae-KIR2DL4 DO - D2 S aaR L-ITIMs
Chae-KIR3DL5 DO D1 D2 S T L-ITIMs
Chiorocebus  5c51g41 Chae-KIR6 DO - - e e
aethiops
Chae-KIR7 - - D2 S T L-ITIMs
4 Chae-KIR3DH1 DO D1 D2 S aaR L-ITIMs
Chae-KIR3DL9 DO D1 D2 S T L - ITIMs
Chae-KIR10 DO D1 - - - -
5 Chae-KIR11 - - D2 - - -
6 Paan-KIR3DL20a DO D1 D2 S T L-ITIMs
AC149449 Paan-KIR2 DO* - - - - -
7 Paan-KIR3 - - D2
2 Paan-KIR1b1 DO - - - - -
3 Paan-KIR1b2 - -D1 D2 S T L-ITIMs
Papio anubis 4 Paan-KIR4 -- -- -- - - --
Paan-KIR5 - D1 D2
AC150233 5 Paan-KIR6 - D1 -- - - --
6 Paan-KIR7 -- -- D2 - - --
- Paan-KIR2DL4 DO - D2 S aaR L-ITIMs
Paan-KIR3DL8 DO D1 D2 S T L-ITIMs
Cogu-KIR3DL20 DO D1 D2 S T L - ITIMs
Colobus AC195028 3  Cogu-KIR3DL2 DO DI D2 S T  L-MMs
guereza Cogu-KIR3DL3 DO D1 D2 S T L - ITIMs
* : dominios con codbnes de parada. - : dominios ausentes en la secuencia génica. -- : dominios

ausentes debido a gaps entre los fragmentos del BAC. Espacios en blanco: dominios no considerados
por codones de parada presenten en dominios anteriores. aaR: aminoacido positivo R en la region
transmembrana. L- ITIMs: colas citoplasmaticas largas con dos motivos ITIMs presentes. En verde se
marcan las secuencias completas y en azul las parciales.
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Como en los los haplotipos KIR de los primates del Nuevo Mundo, la mayoria de los
retroelementos identificados en los intrones se conservan entre los KIR. Algunos de estos
retroelmentos sustentan relaciones de homologia con genes hominoides, por ejemplo los
genes Chae-KIR2DL4 y Paan-KIR2DL4 comparten con el KIR2DL4 (humano) el
retroelemento MIR en el introbn ubicado entre los exones 6 y 7, mientras que los demas
genes de los otros linajes de los primates del Viejo Mundo no lo presentan (Figura 14).
Otro ejemplo es el retroelemento L2a entre dos AluSz en el intrbn 3-7, cuya presencia
comparten las secuencias tipo 2DL5/3DL20.
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Figura 14. Retroelementos en los genes tipo 2DL4 de los Primates del Viejo Mundo.

Diversificacion acelerada en los KIR de los Primates del Nuevo Mundo

Las secuencias de genes KIR de las diferentes especies de primates del Viejo Mundo
presentan, entre si, distancias promedio mayores que las de los KIR de los primates del
Nuevo Mundo (Tabla 2). La diferencia en distancia entre las secuencias de estos dos
grupos es mayor que al interior de ellos. Las especies C. guerezay S. bolibiensis son las
que presentan mayores valores de distancia en el grupo de primates del Viejo y del Nuevo
Mundo respetivamente. Estos valores indican una tendencia de diversificacion diferencial.

Las comparaciones hechas de la razon Ka/Ks entre las secuencias KIR de primates del
Nuevo Mundo para el gen completo muestran valores Ka/Ks diferentes de 1, sugiriendo
que estos genes no estan evolucionando de manera neutral (Tabla 3). La evaluacion de la
razbn Ka/Ks por posiciones permitio identificar regiones del gen que parecen estar
sometidas a mayores presiones de seleccion (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion por posicion, de la divergencia Ka/Ks entre los grupos definidos.
Se utilizo una ventana de 50pb y un tamaho de peldanho de 10pb. El eje horizontal representa la
posicion en los nucleotidos, y el eje vertical el valor de la razon Ka/Ks.
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Algunos de los valores Ka/Ks son extremadamente altos y no son confiables, estos
valores pueden explicarse por tres escenarios, el primero es que se estan comparando
genes cuya ortologia no esta definida, por lo que se incluye un primer margen de error
asociado al asumir que la evolucién de estos diferentes genes es comparable. El segundo
escenario es que en la ventana de anélisis considerada no se presenten sustituciones
sinbnimas y al no ser posible dividir por cero el programa asigna un valor extremo
relacionado con el numero de sustituciones no sinbnimas. Y el tercero es que las
secuencias comparadas ya hayan sufrido procesos de saturacibn que generan la sobre
estimacion de la razbn Ka/Ks.

Tabla 2. Distancia promedio entre los genes KIR de las especies de primates del Viejo y del Nuevo
Mundo.

GExt Hosa Patr Papa Gogo Popy Mamu Mafa Chae Cogu Paan Athy Atbe Lala Atge Sabo

Hosa | 0,31

Patr 0,32 0,10

Papa | 0,32 0,11 0,09

Gogo | 0,31 0,11 0,10 0,09

Popy | 0,32 0,11 0,10 0,10 0,10

Mamu | 0,29 0,13 0,13 0,14 0,13 0,13

Mafa | 0,28 0,13 0,12 0,14 0,13 0,13 0,10

Chae | 0,29 0,13 0,13 0,14 0,43 0,13 0,11 0,10

Cogu | 0,30 0,15 0,15 0,17 0,16 0,15 0,12 0,10 0,12

Paan | 0,29 0,13 0,13 0,15 0,14 0,13 0,11 0,09 0,11 0,12
Athy | 0,30 0,15 0,15 0,16 0,15 0,16 0,15 0,15 0,14 0,16 0,15
Atbe | 0,29 0,16 0,15 0,16 0,15 0,16 0,16 0,15 0,15 0,18 0,16 0,08

Lala 0,30 0,15 0,14 0,15 0,14 0,15 0,15 0,15 0,44 0,16 0,15 0,07 0,06

Atge | 0,29 0,16 0,15 0,16 0,16 0,16 0,16 0,15 0,15 0,17 0,16 0,10 0,09 0,10

Sabo | 0,30 0,17 0,16 0,18 0,47 0,17 0,15 0,45 0,45 0,17 0,16 0,13 0,15 0,14 0,14
Aona | 0,30 | 0,13 0,13 0,14 0,14 0,43 0,13 0,13 0,12 0,14 0,13 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12

Los valores en el recuadro verde sehalan las distancias genéticas entre los primates el Nuevo y del Viejo Mundo.

Tabla 3 Valores de divergencia entre las posiciones sinonimas Ks y no sinonimas Ka y de la razon
entre estos para los diferentes grupos de comparacion definidos (ver Méetodos).

Grupos Comparados Ks Ka Ka/Ks
Athy vs Atbe 0,07016 0,07561 1,078
Athy vs Atge 0,07449 0,08236 1,106
Atbe vs Atge 0,07612 0,07360 0,967
Ateles vs Lagotrix 0,08392 0,08900 1,003
Atélidos vs Sabo 0,14040 0,15517 1,105
Atélidos vs Aona 0,13614 0,12146 0,892
Atélidos vs outgroup 0,38207 0,29999 0,785
NWP vs outgroup 0,39529 0,29632 0,750
Azul, valores Ka/Ks mayores a 1; verde, valores Ka/Ks
menores a 1.
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A pesar de los valores extremos mencionados, en los genes KIR de los primates del
Nuevo Mundo hay seis regiones que presentan evidencia de procesos de seleccibn
positiva con valores Ka/Ks mayores a 1 en al menos 7 de los 8 grupos de comparacion
establecidos. Y hay dos regiones que presentan evidencia de seleccibn negativa con
valores Ka/Ks menores a 0,3 en al menos 7 de los 8 grupos de comparacion establecidos
(Figura 16). Es probable que las regiones que presentan seleccion que se han
identificado estén extrechamente relacionadas con la funcién de los genes KIR, en el caso
de la seleccidén positiva estas regiones posiblemente entren en contacto con regiones
variables en los ligandos, mientras que las regiones sometidas a selecciobn negativa
deben ser cruciales en el mantenimiento de la estructura de los KIR.

222W 2629 B 4119481 59 TN 681 80 19920 | | )
g b R FENEINET | NN 0 e e

Figura 16. Ubicacion en el gen y en la proteina de las regiones que presentan evidencia de seleccion
positiva (en amarillo) y negativa (en rojo) en los KIR de los primates del Nuevo Mundo.

Finalmente, realizando filogenias con las posiciones sinbnimas y no sinbnimas de las
secuencias de los genes KIR, fue posible evidenciar que en general en los primates del
Nuevo Mundo son las sustituciones no sinonimas las que prevalecen y por tanto estan
generando una diversificacion acelerada de estos genes, mientras que en las secuencias
de los primates del Viejo Mundo prevalecen las sustituciones sinbnimas. En particular la
rama que agrupa los primates del Viejo Mundo es significativamente mas larga en la
filogénia generada con sustituciones sinbnimas que la generada con sustituciones no
sinbnimas. Por el contrario, para la familia Atelide, la rama en la filogénia generada con
las posiciones no sinbnimas es significativamente méas larga que la generada a partir de
las sustituciones sinbnimas.
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Relaciones Evolutivas Entre los KIR de los Primates

Entre los KIR de los Primates del Nuevo y del Viejo Mundo

La agrupacion de los genes KIR de los primates es consistente, serparandose de las
secuencias KIR de otras especies de mamiferos. Al interior del grupo, los KIR de los
primates forman una politomia que incluye 6 grupos distintos de genes, tres de ellos
agrupan a las secuencias de los primates del Viejo Mundo y corresponden a los linajes
previamente descritos, y los otros tres agrupan a las secuencias de los primates del
Nuevo Mundo y corresponden a un clado de los pseudogenes, un clado formado solo por
tres secuencias que incluye Afge-KIR3DL2 y a un clado principal que incluye todas las
demas secuencias KIR de primates del Nuevo Mundo (Figura 17).

Los grupos formados por los KIR de primates del Viejo Mundo muestran una separacibn
por los linajes la, II/V y Ib/V, en cada uno de ellos hay secuencias de los diferentes
géneros. Sin embargo, al interior de cada grupo-linaje, hay una diferenciacion entre las
secuencias de los cercopitécidos y las secuencias de los hominidos. En contraste, en el
clado principal de los KIR de los primates del Nuevo Mundo las secuencias se agrupan
género—especificamente, reflejando la filogenia de los géneros. En el Unico grupo en que
genes de diferentes géneros de primates del Nuevo Mundo aparecen juntos es en el
correspondiente a los pseudogenes que es independiente del clado principal.

En las reconstrucciones realizadas por los dominios DO, D1, D2 y STC, las agrupaciones
principales se mantienen, pero surgen algunas particularidades. Para el dominio DO el
grupo de los linajes I/ IV se relaciona mas con las secuencias de los primates del Nuevo
Mundo, y los dos grupos menores de KIR de primates del Nuevo Mundo (pseudogenes y
AfgeKIR3DL?2) se relacionan con las secuencias de los primates del Viejo Mundo, entre el
grupo basal de los KIR2DL4 y los demas.

Para el dominio D1 una gran politomia basal retne a los diferentes grupos de KIR de los
primates. Varias agrupaciones pequenhas que parten de esta politomia incluyen a las
secuencias de Aotus, tres grandes grupos incluyen todas las secuencias de los primates
del Viejo Mundo, y dos grandes grupos incluyen todas las secuencias de los Atélidos y de
de Saimiri (excepto el pseudogen).

Para el dominio D2 las relaciones internas del clado de los Atélidos se pierden, y las
secuencias de Lagotrix se mezclan con las de Ateles. Tres grupos incluyen todos los KIR
de primates del Viejo Mundo y otros tres todos los de los primates del Nuevo Mundo.

Y finalmente para el dominio STC, dos grupos incluyen todas las secuenicas de primates
del Nuevo Mundo, el primero relacionado con las secuencias Sabo-KIR3DL2, Atge-
KIR3DL2y Atge-KIR3DL6 y el segundo con las secuencias Atge-KIR3DL3, Atge-KIR3DL4
y Atge-KIR3DL5. Y una politomia de tres linajes incluye todas las secuencias KIR de
primates del Viejo Mundo.
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Figura 17. Filogenia de los genes KIR de los primates del Nuevo y del Viejo Mundo. Reconstruida con
el gen completo, los numeros en las ramas indican el soporte de las mismas, los numeros sobre las
ramas corresponden a la probabilidad a posteriori del analisis bayesiano y los numeros bajo las ramas
corresponden a los valores de bootstrap del analisis de maxima verosimilitud.



Entre los KIR de los Primates del Nuevo Mundo

Para los KIR de los primates del Nuevo Mundo las agrupaciones generales descritas en la
seccion anterior se mantienen. Un grupo que incluye los pseudogenes de las diferentes
especies y otro que incluye las secuencias Atge-KIR3DL2, Athy190173y Athy110124, se
relacionan con la secuencia KIR2DL4 considerada como grupo externo en este caso
(Figura 18). En el clado principal de los primates del Nuevo Mundo se diferencian dos
grupos correspondientes a Aotus, el primero incluye a Aona-KIR3DS1 'y Aona-KIR3DL2
que son las que se codifican en sentido opuesto a las demas en el haplotipo, y el segundo
agrupa a las demas secuencias del género. Otro grupo incluye todas las secuencias de
Saimiri, y fnalmente el clado de los Atélidos incluye un grupo correspondiente al género
Lagotrix y otro correspondiente a los Ateles. Las agrupaciones especificas al interior del
clado de los Ateles se se discuten con claridad en la seccion de Discusion.
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Figura 18. Filogenia de los genes KIR de los primates del Nuevo Mundo.
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En cuanto a la relacion entre los grupos de genes y la ubicacion de estos en los
haplotipos, el grupo de los pseudogenes corresponde al locus mas centromérico en los
primates del Nuevo Mundo. Para los demas genes que son género—especificos, el no
poder determinar con claridad su ortologia respecto a las de las especies caracterizadas a
partir de clones BAC, dificulta determinar su ubicacibn, es posible que los genes
asociados a Afge-KIR3DL2 y Atfge-KIR3DL6 compartan con estos su ubicacion en el
haplotipo, para los deméas no es posible determinarlo.

Entre los KIR de los Primates del Viejo Mundo
Los KIR de los primates del Viejo Mundo se agrupan independientes de los KIR de Aotus,
considerado como grupo externo en este caso (Figura 19).
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Figura 19. Filogenia de los genes KIR de los primates del Viejo Mundo.
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Las agrupaciones por linajes entre las secuencias de los primates del Nuevo Mundo se
mantienen. El linaje la con los genes KIR2DL4 se conserva, permanece basal y se divide
en dos grupos, los KIR2DL4 cercopitécidos y hominoides. Un linaje exclusivo de los
cercopitécidos que incluye a los pseudogenes de esta familia y a los KIR tipo KIR1D, se
relaciona con el grupo del linaje Il exclusivo de los hominoides, y el grupo del linaje
2DL5/3DL20 que incluye todos los KIR cercopitécidos tipo 3DL20 y los KIR hominoides
tipo 2DL5 y 3DL3. Finalmente, el linaje 1V, que es exclusivo de los cercopitécidos e
incluye los genes tipo 3DL y 3DH de esta familia, se relaciona con el grupo del linaje Il
que es exclusivo de los hominoides.

En cuanto a la relacién entre los linajes evolutivos y la ubicacion de los genes en el locus,
en los cercopitécidos los KIR mas centroméricos corresponden al linaje 2DL5/3DL20,
como los hominoides la zona media del locus esta ocupada por el KIR2DL4 a excepcibn
de C. guereza que parece haberlo perdido. En la zona entre los KIR2DL4 y los KIR tipo
2DCL/3DL20 la mayoria de secuencias de los cercopitécidos corresponden a
pseudogenes o a KIR tipo KIR1D. En cambio, hacia el telomero, luego del KIR2DL4, se
han diversificado los genes KIR3DL y 3DH de este grupo.
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Discusion

Las células NK son fundamentales en la inmunidad contra infecciones virales y células
tumorales. Su mecanismo de accién no depende del reconocimiento directo de antigenos,
sino del balance entre sehalizaciones activadoras e inhibitorias iniciadas por la interaccién
entre receptores de células NK y las moléculas del MHC clase | en las células blanco. Una
expresion apropiada del MHC clase | en la célula blanco conduce a anérgia de la células
NK debido al predominio de la sehalizacion inhibitoria, mientras que la expresion
deficiente o modificada del MHC clase | resulta en citotoxicidad por predominio de la
senalizacion activadora. Los KIR son los receptores de células NK mas importantes en los
primates y se caracterizan por su alta variabilidad, tanto estructural y alélica, como
haplotipica. Los KIR han sido ampliamente estudiados en humanos y otros hominoides,
sin embargo en otros grupos de primates el sistema ha sido relativamente inexplorado. En
este estudio se caracterizd el sistema KIR a nivel trascriptomico y gendmico en varias
especies de primates del Nuevo Mundo, enfatizando en la familia Atelidae. Estos datos,
junto con el analisis del locus KIR en tres especies de monos del Viejo Mundo de la
familia Cercopithecidae, permiten postular un modelo evolutivo del sistema KIR en
primates.

Diversificacion Independiente de los KIR en los primates del Viejo y del
Nuevo Mundo.

Aunque pareciera una contradiccion, los genes KIR son muy diversos y al mismo tiempo
se han mantenido altamente conservados. A pesar de las diferencias particulares entre
las distintas secuencias KIR, la similaridad entre estas es clara y se evidencia en el solo
hecho de que sea posible alinear genes de organismos distantes como las focas y los
primates, ademas, en los primates la longitud de los KIR y de las regiones intergénicas
entre ellos se conserva, asi como la mayoria de los retroelementos presentes tanto en
intrones como en regiones intergénicas. Pareciera que los KIR se comportan
modularmente, donde los médulos, que corresponden a los exones y por ende a los
dominios o en el caso de los haplotipos a los genes, se mantienen conservados o se
diferencian poco formando algunos linajes claros. Es a partir de las combinaciones de los
moédulos (exones o genes), 0 a partir de diferencias especificas al interior de cada linaje,
que se genera una amplia diversidad en los KIR. Esta familia de genes ha evolucionado
manteniendo un balance entre diversidad y conservacion, debido probablemente al hecho
de relacionarse con la moléculas MHC clase | que son en si mismas muy diversas. Los
KIR parecen haber respondido a la variabilidad de sus ligandos siendo ellos mismos muy
diversos, y al mismo tiempo han permanecido suficientemente conservados para
mantener su funcion.
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Es probable que presisamente este balance dinamico entre diversidad y conservacion
explique las diferencias entre los patrones de agrupacion de las secuencias de los KIR
entre los primates del Nuevo y del Viejo Mundo. Por un lado, los primates del Viejo Mundo
comparten genes que corresponden al mismo linaje, como es el caso de los KIR2DL4 del
linaje la en todos los catarrinos, o el caso de los KIR3DL3 entre los hominoides y de los
KIR2DL5/3DL20 de los cercopitécidos. Y también presentan KIR que son exclusivos de
grupos especificos como los correspondientes a los linajes Il y Il presentes en los
hominidos, el linaje IV de los cercopitécidos, o los pseudogenes de cada unos de estos
grupos. El KIR2DL4 tiene como ligando a las moléculas MHC clase | tipo HLA-G que
estan presentes en todos los primates del Viejo Mundo, mientras que los KIR de los
linajes Il y Il se relacionan con la expansion de las moléculas MHC clase | tipo HLA-Ay C
en los hominidos.

Por otro lado, los primates del Nuevo Mundo los KIR se han diversificado de manera
género—especifica. Respecto a las moléculas MHC de los primates del Nuevo Mundo hay
poca informacién, sin embargo se sabe que estan mas relacionadas con las MHC clase |
tipo HLA-G y que al menos en la familia Callithichinae tienden a agruparse de manera
genero especifica como ocurre en general con los KIR.

La diversidad y conservacion de los genes KIR dificultan la posibilidad de identificar con
claridad las relaciones de ortologia entre las secuencias, incluyendo la posibilidad de
identificar si secuencias de una misma especie corresponden a diferentes alelos de un
mismo gen o a diferentes loci. Se sabe que el KIR ancestral de los mamiferos consiste en
un receptor con tres dominios Ig que en los Primates se relaciona con el KIR3DLO0 ubicado
en el LRC entre los genes LAIR Yy los genes LILR. Sin embargo, no es posible definir si fue
un solo KIR o fueron varios los que posteriormente se duplican a la regibn entre los genes
LILRy el FCAR. La evidencia que se tiene sugiere que antes de que se diversificaran los
primates ya habia ocurrido esta duplicacion de los KIR, y que los genes ancestrales eran
pocos si no uno solo. A partir de alli, se sugiere que las sucesivas duplicaciones y
diferenciaciones de los genes KIR ocurren independientemente en los primates del Viejo y
del Nuevo Mundo, ya que no se encuentran KIR compartidos por estos dos grupos. Los
pseudogenes de los primates del Nuevo Mundo, el locus correspondiente a Afge-
KIR3DL2, y los linajes V y la/b de los primates del Viejo Mundo parecen retener
caracteristicas ancestrales lo que se evidencia en que aparecen basales en las
reconstrucciones filogenéticas y en que son grupos poco diversos. Por el contrario, los
genes de los linajes Il y IV de hominidos y cercopitécidos respectivamente, asi como los
linajes género—especificos de los primates del Nuevo Mundo parecen ser mucho mas
recientes y son dinamicos en cuanto a su diversificacion (Figura 21). Solo dos
caracteristicas parecen relacionar las secuencias KIR de los primates del Viejo y del
Nuevo Mundo, por un lado los KIR2DL4 conservan el retroelemento MIRc en el intron
ubicado entre los exones 6 y siete, y esto mismo ocurre en los KIR de tres dominios de los
primates neotropicales, mientras que los demas KIR de los primates del Viejo Mundo no lo
presentan. La otra caracteristica no esta relacionada con la secuencia sino con el
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procesamiento alternativo del mRNA, ya que tanto en secuencias KIR de primates del
Viejo Mundo como en las de primates del Nuevo Mundo se da una misma variante que
corresponde a la falta de los 12 primeros aminoacidos del dominio D1.

En los primates del Nuevo Mundo, los Atélidos reflejan muy bien la agrupacién genero—
especifica de los KIR, sin embargo para los demas grupos de primates del Nuevo Mundo
no es tan clara, posiblemente porque el nUmero de especies y generos representados es
aun muy limitado. Sin embargo es de notar que las relaciones sistematicas entre estos
grupos (Aotus, Callicebus y Saimiri tampoco son del todo claras, en algunos casos
Callicebus se relaciona mas con la familia Pithecidae, mientras que en otros aparece
como grupo hermano de Aotus, y las relaciones entre estos dos géneros y la familia
Cebidae a la que pertenece Saimiri tampoco han sido resueltas. En este sentido, es
interesante que entre los pseudogenes, el pseudogen de Aotus se agrupa
consistentemente con el de Callicebus. Ademas, las relaciones filogenéticas de los Aotus
respecto a los demas grupos son poco claras, y de manera similar, los genes KIR de
Aotus varian considerablemente entre las diferentes reconstrucciones filogenéticas,
manteniéndose en general basales a las de los otros grupos y ocasionando varias
politomias. Por otro lado las secuencias de cuatro dominios de Aotus no se agrupan
consistentemente, sino que se mezclan con las otras dos secuencias de 3 dominios de
esta especie. Es de esperarse que la insercion del cuarto dominio en los aotidos fuese un
evento Unico y que posteriormente por duplicacion surgieran los tres genes que presentan
estas caracteristicas, por tanto deberian estar mas relacionadas entre ellas que con otras
secuencias, pero este no es el caso, lo que indica que los procesos evolutivos en los KIR
estan ocurriendo rapidamente y promueven la diversidad entre ellos asociada de nuevo a
su funcion. Estas caracteristicas sumadas a informacion de tipo ecologico respecto a los
Abtidos muestran que la evolucion de este grupo es bastante particular comparada con la
de los demas primates del Nuevo Mundo.

Relaciones de ortologia entre los KIR de la familia Atelidae

La agrupacion género—especifica de los KIR en los primates del Nuevo Mundo es muy
clara en los atélidos, donde las secuencias de Lagotrix forman un clado independiente al
de los Ateles. Si bien las cinco secuencias de L. lagotricha no permiten inferir relaciones
de ortologia, la informacion disponible para los Atélidos permite sugerir algunas de ellas.
La agrupacion consistente de las secuencias Athy190168, Athy180144 y Athy110046, que
provienen cada una de un individuo diferente, indica que probablemente correspondan a
un mismo locus compartido entre los Ateles, sin embargo al no agruparse con ninguna de
las secuencias de A. geoffroyi es posible que o bien corresponden a un gen exclusivo de
la especie A. hybridus o que la variabilidad haplotipica de este género sea alta (como
ocurre en los primates del Viejo Mundo) y en el haplotipo caracterizado pora A. geoffroyi
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no presente este gen. Las secuencias Atge-KIR3DL2, Athy110124 y Athy190173, también
se agrupan juntas consistentemente, por lo que es posible que correspondan a un mismo
locus compartido entre los Afeles, y de acuerdo a la ubicacion de Atge-KIR3DL2
representan el primer gen funcional en el haplotipo (extremo 5’). El gen mas telomérico
del haplotipo de A. geoffroyi se agrupa consistentemente con las secuencias de A.
belzebuth Atbe170178 y Atbe170263, y con las secuencias de A. hybridus Athy110029,
Athy190176 y Athy180143, siendo este el locus mejor representado entre las especies
estudiadas. Las relaciones entre los demas genes de los Afeles que se agrupan con las
secuencias de A. geoffroyi AtgeKIR3DL3 - KIR3DL4 y KIR3DL5 no son del todo claras. Es
posible que los loci que corresponden a estas secuencias e hayan duplicado previamente
a la diversificacion de las especies por lo que su diferenciacion es baja.

Estructura Diferencial de los Haplotipos Entre los Primates del Nuevo y
del Viejo Mundo

La estructura tipica de los haplotipos KIR de hominoides, en la que dos zonas de alta
variabilidad son delimitadas por los tres genes marco KIR3DL3 del linaje V hacia el
centromero, KIR2DL4 del linaje la en la zona media y KIR3LD2 del linaje Il hacia el
telbmero, no se conserva entre los primates. En los cercopitécidos el KIR2DL4 esta
presente y se mantiene hacia la zona media del locus, hacia el centrobmero se reconoce
también un gen marco pero no corresponde al linaje V sino al linaje KIR2DL5/3DL20 que
es producto de exdn shuffling entre los linajes Ib y V, y hacia el telomero no hay un gen
conservado (Figura 20).

En los primates del Nuevo Mundo que no comparten linajes con los primates del Viejo
Mundo, solo se reconoce un gen marco y corresponde al pseudogen que es el mas
centromérico en el haplotipo. Los pseudogenes, asi como los dos genes de A. nancymae
que le siguen, Aona-KIR3DL2 y Aona-KIR3DS1, y el siguiente gen de A. geoffroyi, Atge-
KIR3DL2, se codifican en sentido contrario a los demas genes KIR, sugiriendo que esta
region invertida en el extremo centromérico del haplotipo es compartida por los primates
del Nuevo Mundo y por tanto la inversion debid darse antes de la especiacion (Figura 20).
Sin embargo, la independencia filogenética de las dos secuencias funcionales e invertidas
de A. nancymae respecto a la secuencia de A. geoffroyi sugieren que corresponden a
duplicaciones posteriores a la diversificacion entre estas especies. Finalmente, los
haplotipos de los primates parecen compartir solamente el hecho de que los pseudogenes
se ubiquen hacia la regibn centromérica mientras que los genes funcionales y la
expansion de linajes especificos se da hacia la zona telomérica, lo que sugiere que los
distintos mecanismos evolutivos que remodelan el genoma actuan diferencialmente en las
regiones que conforman el locus KIR.
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Figura 20. Esquema del locus KIR en los primates del Viejo y del Nuevo Mundo.

Codificado por colores se muestra el linaje al que pertenece cada uno de los genes de los primates del
Viejo Mundo. Hosa A, Homo sapiens haplotipo A; Hosa B, Homo sapiens haplotipo B, Patr, Pan
troglodytes; Popy, Pongo pygmeus; Mamu, Macaca mulatta. Los diferentes azules corresponden a los
genes de los primates del Nuevo Mundo Aona, Aotus nancymae; Atge, Ateles geoffroyi; Sabo, Saimiri
boliviensis; y Camo, Callicebus moloch. Los recuadros anaranjados sehalan la homologia entre los
genes codificados antisentido.

Mecanismos evolutivos que prevalecen en los KIR de los primates del
Viejo y del Nuevo Mundo.

La diversidad de los KIR en los primates se ha generando por diferentes mecanismos
evolutivos. Tanto en primates del Nuevo como del Viejo Mundo, el procesamiento
alternativo del mRNA parece jugar un papel predominante. A nivel genébmico parece ser la
recombinaciébn no homdloga el mecanismo fundamental, evidenciado en la conformacién
de los haplotipos, donde la longitud de los genes es altamente conservada y donde el
tamano de la regiones intergénicas es muy pequeno comparado con el de los genes (2.4
kpb vs. 10 kpb) haciendo que alineamientos no homélogos entre los cromosomas durante
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la meiosis sean altamente probables. Ademas, mecanismos como duplicacion y deleccion
tanto de genes como de exones son compartidos entre primates del Viejo y del Nuevo
Mundo (Figura 21). En cuanto a los exones, se evidencia en el dominio adicional de los
Aotidos, o en la falta del exon 6 en el KIR3DL2 de A. geoffroyiy en el KIR3DL4 de S.
boliviensis tal como ocurre en el KIR3DL3 humano. En cuanto a los genes se evidencia en
la similaridad entre Aona-KIR3DL2 y de Aona-KIR3DS1 sugiriendo sugiere que estas
secuencias son resultado de una duplicacidn génica reciente, o en la amplia expansion de
los linajes Il 'y IV en los primates del Viejo Mundo.

En cuanto a mecanismos evolutivos que actlen diferencialmente entre los primates del
Nuevo y del Viejo Mundo. No se encontr6 evidencia de exon shuffling en las secuencias
de los primates del Nuevo Mundo, mientras que este mecanismo se ha idenfiticado en las
KIR de primates del Viejo Mundo tipo 2DL5/3DL20 y tipo DH en los cercopitécidos. Por
otro lado, las secuencias de los primates del Nuevo Mundo sugieren que actian sobre
ellas fuertes presiones selectivas tanto purificadoras como positivas, siendo este el
mecanismo mas importante en la generando de la diversidad y expansion especifica de
los KIR en los primates neotropicales. Mientras tanto, en los primates del Viejo Mundo, la
seleccion no se considera un mecanismo prevalente en la generacion de la diversidad de
los genes KIR.
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Figura 21. Modelo evolutivo de los genes KIR en los primates.
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Conclusiones

La informacion generada en este estudio tiene, al menos, tres implicaciones importantes:

Conservacion: El estado de vulnerabilidad en que se encuentran las poblaciones de
primates neotropicales en nuestro pais es causado principalmente por procesos
antropicos como la pérdida y degradacion de su habitat, la caceria y el trafico ilegal. Los
esfuerzos para generar programas de reintroduccion y reproduccion para estos
organismos se han visto afectados por la alta incidencia de enfermedades infecciosas de
animales en cautiverio. Este estudio contribuye a entender algunas particularidades del
sistema inmune de los primates del Nuevo Mundo que pueden insidir sobre el diseho de
medidas de prevencion de infecciones virales en animales en cautiverio.

Modelos Biomédicos: El reconocimiento y eliminacion de células propias alteradas por
parte de las células NK son procesos comunes a todos los vertebrados. La generacion de
nueva informacién respecto a la respuesta inmune en los primates es importante para
ampliar el conocimiento y disehar tratamientos orientados a combatir enfermedades en
humanos. Ademas, diferencias en la estructura de los KIR en las distintas especies de
primates podrian explicar las diferencias observadas en cuanto a la suceptibilidad a
ciertos virus o tipos tumorales.

Evolucion del sistema inmune y de las familias génicas: La expansion diferencial de los
KIR en los mamiferos como parte de un proceso coevolutivo con el MHC, hacen de este
sistema un modelo de estudio ideal para entender la coevolucion de los diferentes
componentes del sistema inmune y el comportamiento evolutivo de familias génicas
complejas de vertebrados.
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Perspectivas

Es necesario realizar analisis evolutivos mas detallados como analisis de seleccion y de
recombinacion que aporten mas informacioén sobre la generacion de la diversidad en la
familia génica de los KIR. También es necesario realizar otros analisis como la asociacion
de los KIR de los primates del Nuevo Mundo con sus posibles ligandos, lo que permitiria
evaluar si en realidad KIR y MHC clase | estan coevolucionando. O también anélisis de la
estructura tridimensional de los receptores, que permitan predecir cuales regiones de la
molécula permiten cambios mas facilmente y cuales estas sometidas a restriccion
funcional.

También es necesario incluir informacion para los genes KIR de otros primates
neotropicales, cuya historia es alin desconocida, muy poco sabemos de lo que ocurre con
estas moléculas en la familia Cebidae o en la familia Pithecidae, estudiarlas permitiria en
realidad completar el panorama de la evolucion de estos receptores en los Primates.

Otros trabajos que estan aun por hacer incluso para primates del Viejo Mundo, son
estudios poblacionales, que solo se han realizado para los humanos y algunos grupos
especificos de otros primates del Viejo Mundo, este tipo de analisis permitiria conocer en
realidad el grado de variabilidad intraespecificos de los genes KIR y evaluar si dicho grado
es comparable entre especies.

También para evaluar la diversidad real de los KIR, se hacen necesarios analisis de
expresividad, en humanos se sabe que genes como el KIR3DL3 se expresan en una
proporcidon muy baja en la NK respecto a la expresion de otros KIR, lo que limita la funcion
de este receptor, es posible que en los otros primates ocurran procesos similares. Y aln
mas es necesario realizar analisis funcionales que permitan la identificaciébn de los
ligandos especificos de estos receptores, pues para muchos de ellos, sobre todo para los
activadores, las moléculas ligando son desconocidas.

En cuanto a los linajes para los KIR en los primates, hay que reconsiderar su definicion,
pues los descritos hasta ahora no reflejan el panorama evolutivo general de estos genes.
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Anexos

Alineamiento de aminoacidos para las secuencias KIR identificadas en

el estudio

Peptido sehal

KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athy110029
Athyl10046
Athyl110124
Athyl110129
Athyl110130
Athyl110134
Athyl80141
Athyl80143
Athyl180144
Athyl180146
Athyl180148
Athyl190156
Athyl190162
Athyl190165
Athyl190168
Athy190173
Athyl190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1l
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DLS
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-KIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4
Sabo-KIR3DL5SP
Sabo-KIR3DL6P
Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1
Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P
Aona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
Aona-KIR3DL2
Aona-KIR3DL3
Aona-KIR3DL4
Aona-KIR4DLS
Aona-KIR4DL6E
Aona-KIR4DL78

10 20

sae B E dslvvisilans
MSPTVI ILACLGFFLDQSVWAHVG
MSIMVVSMACVGFFLLEGPWPHVG
MSIMVVSMACVGFFLLOGAWPHEG
-------- ACVGFFLVQGAWPHEG
""""""" ACVGSFLVQGAWPHEG
-------- ACVRFFLVQRAWPLVG
-------- ACVGFFLVQGAWPHEG
-------- ACVGFFLVQGAWPHEG
ARVGFFLVQGAWPHEG
GCFFLVQGAWPHEG
-------- ACVGFFLVQGAWTHEG
-------- ACVGFFLVQGAWPHEG
-------- ACVGFFLVQGAWTHEG
———————— ACVGFFLVQGAWPHEG
———————— ACVGFFLVQGAWPHEG
———————— ACVGFFLVQGAWPHEG
SFFLVQGAWPHEG
—ACVRLFLVQRAWPLVG
—ACVGFFLVQGAWPHEG
-ACVGFFLVQGAWPHEG
—ACVRFFLVQGAWPHEG
—-ACVGFFLVQGAWPHEG
-ACVGF-LVQGAWPHEG
———————— ACVGFFLVQGAWPHEG
———————— ACVGF-LVQGAWPHEG
———————— ACVGF-LVQGAWPHEG
———————— ACVGFFLVQGAWPHEG
MSLMVISVACVGFSLVQRAWTHDG
MSLMVISMACVGFFLVQRAWPLVG
MSLMVVSMACVGFFLVQGAWTHEG
MSLMVVSMACVGFFLVQGAWPHEG
MSLMVVSMACVGFFLVQGAWTHEG
MSLMVVSMACVGFFLVQGAWPHEG
MALTVVSMAYVGFFLVQGAWTQRG
MALTVVSMACVGFFLVHGVWIQRG
MALTVVSMACVGFFLVHGVWTQRG
MALTVVSMACVEFFLVHGVWTQRG
MALTVVSMACVEFFLVQGAWPHDG
MSPMVVSMVCVGFSLVQRAWPHEG
MSIMVVSVACVGFFLVQRAWPHEG
MSIMVVSMVCVGFSLVQRAWTHEG
MSIMVISMACVGYFLVQRAWTHEG
MSPMVVSMACVGFFLVQRAWTHEG
MSIMVVSMACVGFFLVORAWPLMG
MSIMVVSMACVGFFLVQRAWPHEG
MSLMVVSMVCVGFFLGORAWPHKG
MALMAVSMVCVGFFLAQRAWSREG
MSPMVVSMACVGFFLVQRSWPHEG
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GODKPFCSANPSAVVPQGGHVTLRCHYRRGFN I FTLYKKDGVPVPELYNRI FWNSFLI SPVTPAHAGTYRCRGFHPHSPTEWSAPSNPLVIMVTG
GODKPFLSARPSTVVPRGGHVALQCHYRRGFNNFMLYREDRSHVP I FHGRIFQESF IMGPVTPAHAGTYRCRGSRPHSLTGWSTPSNPLVIMVTG
GODRKPFLSAWPGTVVSEGQHVTLQCRSRLGFNEFSLSREDGMPVPELYNRI FRNSFLMGPVTPAHAGTYRCCSSHPHSPTGWSAPSNPVVIMVTG
GODRPFLSAWPSSVVSPGGHVILRCHYGSGFNNFTLYKEDRVHVPNLOGRI FQESFIMGPVTAAHAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTA
GODKPFLSAWPSTVVSRGGHVTLRCHYGGGFNNFTLYKEDT IDIPILQGRIFQES FLMGPVTAAHAG TYRCQS FHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSALVPQGOHVTLOCHSRFGFNNFSLYKEYGVPVCELHNRI FWNS FLMG PVT PAHAG TYRCQGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSPLVPQGGHVTLWCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLQGRI FQESFLMGPVTAAQAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPS PLVPQGGHVTLHCNYGGGFNDFTLYKEDRVHVPNLOGRI FQES FLMG PVTAAQAG TYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
------------------ GHVTLHCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLQGRI FQESFLMGPVTAAQAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPGNALVIRVTG
GODRPLLSAWPSPLVPOGGHVTILRCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLOGRI FQESFLMGPVIAAQAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSSVVSPGGHVTLRCHYGSGFNNFTLYKEDRVHVPNLQGRI FQESFLMG PVTAAHAG TYRCRGFHPHS STGHTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSTVVSRGGHVTLRCHYGGGFNNFTPYKEDT IDIPILQGRI FQESFLMGPVTARHAGTYRCQGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODRPFLSAWPSSVVSPGGHVILRCHYGGGFNNFTLYREDRVHVPILOGRIFQESFLMGPVTAAQACGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVISVTG
GODKPFLSAWPS PLVPQGGHVTLRCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLQGRI FQES FLMGPVTAAQAG TYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSPLVPQGGHVTLRCNYGGGFNNFTLYKEDRVHVPNLOGRI FQESFLMGPVTAAQAGTYRCRGFHPHSPTGWMAPSNALVIRVTG
GODRKPFLSAWPSPLVPQGGHVTLRCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLQGRI FQESFLMGPVTAAQAGTYRCRGFHPHSPTGWMAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSSVVSPGGHVTLOCHYGGCFNNFTLYKEDRID I PILQGRI FQESFLMGPVTAAQAG TYRCRGFHPHSPTGHTAPSNALVIRVTG
GODRPFLSAWPSTVVSRGGHVTILRCHYGGGFNNLTLYREDTIDVPILQGRI FQESFLMGPVTAAHAGTYRCQGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GEDKPFLSAWPSALVPQGOHVTLOCHSRFGFNNFSLYEEYGVPVCELHNRI FWNS FLMGPVT PAHAG TYRCQGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSSVVSPGGHVTLRCHYGSGFNNFTLYREDRVHVPNLOGRI FOES FLMGPVTAAHAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GOHRPFLSARPSTVVSRGGHVTLRCHYGGGFNSFTLYREDRIDIPILOGRIFQESFIMGPMTAAHAGTYRCRGFHPNSPTGRTAPSNPLVIRVTG
GODKPFLSAWPS PLVPQGGHVTLRCNYGGGFNNFTLYREDRVHVPNLQGRI FQES FLMGPVTAAQAG TYRCRGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GOHKPFLSARPSTVVSRGGHVTLRCHYGGGFNSFTLYKEDRID I PILQGRI FQESFLMGPMTAAHAGTYRCRGFHPNSPTGRTAPSNPLVIRVTG
GQDRAFLSAWPSAVVPQGGNVTLRCHYGGGFNNFVLYREDRFHVP I PQGRRFQESFVMGPVT PENAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNPLVIRVTG
GODKPFLSAWPSAVVPQGGNVTLRCHYCGGGFNNF 1 LYKEDRI HVP I FQURKFQES FUMG PVTPENAGTYRCRG SHPHSPTGWTAPSNPLVIMVTG
GODKAFLSAWPSAVVPQGGNVTLRCHYGGGFNNF I LYREDRFHVP I POGRRFQES FVMGPVTPENAGTYRCQGFHPHSPTGWTAPSNPLVIRVTG
GODRAFLSAWPSAVVPQGGNVTLRCHYGGGFNNFILYREDRFHVP I PQGRRFQESFVMGPVTPENAGTYRCRGFHPHSPTGWTAPSNPLVIRVTG
GODKPFLSAWPSAVVPQGGNVTLRCHYGGGFNNF 1 LYKEDRI HVP I FQGRRFQES FVMG PVTPENAG TYRCRGSHPHSPTGWTAPSNPLVIMVTG
QDS S LS VH P S AV PR GE P 4 — - o
GODKPFLSAWPSALVPQGOHVTLOCHSRFGFNNFSLYREYGVPVCELHNRI FRNSFLMGPVT PAHAGTYRCQGFHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSPLVPQGGHVTLRCNYGGGFNNFTLYKEDRI HVPNLQGRI FQES FLMGPVTAAQAG TYRCRGFHPHSPTGHTAPSNALVIRVTG
GONKPFLSAWPSTVVSPGGHVILRCNYGGGFNNFTLYREDRIKVPILQGRIFQESFIMGPVTAAQAGTYRCRGFHLKSPTGWTAPSNALVIRVTG
GODKPFLSAWPSTVVSQGGHVTLRCHYGSGFNNFTLYKEDRVHVENLQCRI FQES FLMG PVTAAHAG TYRCRS FHPHSPTGWTAPSNALVIRVTG
GOHKPFLSARPSTVVSRGGHVTLRCHYGGGFNSFTLYKEDRID I PILQGRI FQESFLMGPMTAAHAG TYRCRGFHPNSPTGRTAPSNPLVIRVTG
GWDNPFLSAWPSTVVPRGGHVTLRCHYGGGFNNFTLYREDRLHVPILOGVI SQESFLMGPVTAAHAGTYRCRGSHRHSPTSWTALSNPLVIMVAG
GRDNVFLSAWPSTVVPRGGNVTLCCHRHSRFTTFRLYKEDRI LNPDFQGG I FQNS YLMGPVTTAHAG TYRCQGFHPDSPTPWTALSNPLKIMVTG
GQEKPIFSAWPSALVPQGGNVTILRC-RHRR---FRLYREDRILNPDFQGELFWNS YLMGPVITAHAGTYRCOGFHPDSPTPWTALSKPLKIMVTG
GRDSPFLSALPSAVVPRGGHVTLRCQOYGGGFNNFTLYREDRLEVP I LQGVI SQES FLMGPVTAAHAG TYRCRGSHRHSPTSWTALSNPLKIMVTG
GRDTPSLSAWPSAVVPRGGNVTLRCHRY SRFRTFRLYKEDRILNPDFQGG I FRDS YLMGPVT TAHAGTYRCOGFHPDSPTPWTALSSPLKIMVTG
GRDKPFLSVWPRAVVSQGQTMI LOCHYGGGFNNFS LYREDGMPAPEL YK ~ I F 4 == = = = = == = o o e e e e
GRDRKPFLSAWPNAVVPRGGHVTLRCHYGGGFNNFTLYREDRIHVPILQGRRFQESFLMGPMTAAHAGTYRCQGFHPHSSTGQTAPSDPLRKIMVTG
GQDEPSLS INPSAVVPQGESMI LOCHYGGGFNNF S LYKEDGMPAPEL YRR F* — = = = = = = e e e e
GRDRPFLSAWPSAVVLOGRNVTLOCYYRLGFNRFMLYKEDRINVPILOGRI FQESFILMGPVTPAHAGT YRCRASHPHSPTPWSALSNPLVIRVTG
GRDKPFLSAWPSAVVLOGRNVTLOCYYRLGFNKFMLYREDRINIPILQCRIFQESFLMGPVTPAHAG TYRCRASHPHSPTPWSALSNPLMIRVTG
GQDEPFLSAWPSAVVSPGGHVTLRCHYGGGFNNFTLYKENRFHVPILYS I 1 FQESFLMGPVTAAHAGTYRCRGFHPY SSTGRTAPSKPLKI IVTG
GODEPFLSAWPSAVVSQGEHVTLRCHYGGGFNNFTLYREDRFHVPILNGVI FHESFLMGPVTAADAGTYRCRGFHPHSPTRWTAPSNPLRKI IVTG
GODEPFLSAWPSAVVSRGGHVTLRCHYGGGFNNFTLYKEDRFDVP I LNGVIFQESFLMGPVTAAHAGTYRCRGFY PHSPTGRTAPSKPLKI IVTG
DQDKPFLSAWPSAVVSLGGHVTLRCHYGRGFNNFTLYKEDRFHVPILNGI I FQESFVIGPVTAADAGTYRCRGFQPHSH IQWTAPSNPLKI IVTG
GODEPFLSAWPSAVVSLGGHVTLRCHYGRGFNNFTLYREDRFDVPNLNGVI FQESFLMGPMTAARHAGTYRCRGFYRHSPTGRTAPSKPLRKI IVTG
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Dominio D1

KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athy110029
Athyl110046
Athyl110124
Athy110129
Athy110130
Athy110134
Athyl180141
Athy180143
Athyl180144
Athyl180146
Athyl180148
Athy190156
Athyl190162
Athy190165
Athyl190168
Athy190173
Athyl190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DLS
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-KIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4
Sabo-KIR3DL5P
Sabo-KIR3DL6P
Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1
Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P
Aona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
BAona-KIR3DL2
Bona-KIR3DL3
BAona-KIR3DL4
Aona-KIR4DL5
Aona-KIR4DL6
Bona-KIR4ADL78
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NHRRPSLLAHPGTLLRSGETVILOCWSDVMFEHFFLHREG I SEDPSRLVGQIHDGVSRANFS IGPLMPVLAGTYRCYGSVPHSPYQLSAPSDPLDIVITG
VHRRPSLLAHPGPLVRSGETVILQCWSDVRFERFLLHREG I TEDPLRLIGQOLHDAGSQVNY SMGPMTPALAGTYRCFGSVTHLPYELSAPSDPLDIVVVG
VOIKPSLLALPGHLVKRSEETVILOCWSDVMFEHFLLHREGKFNDTLHLI GEHHDGVSKANFS IGPMMPVLAGTYRCYGSVPHSPYQLSAPSDHLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVRKSGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRKG I TEGLFHLVGEPCDGGSQANFSMEPTVTAITGTYRCYGSVIHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVKSGEMVILQCWSDVMSEHFLLHRRGI SEDLFCLSAEPRDGGSQOANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYQWSAPSDPLDIVIIG
VYRRPSLLAHPGPLVRKSGEMVILOCWSHVIFEHFLLHREGI SEDPMRLVGEPHNGGYQANF SMGPMMTALAGTYRCYGSFTOSPYQWSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPLVRKSGEMG ILQCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGPITSAPAETYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRAPSLLALPGPLVKSGEMG I LOQCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGP I TSAPAETYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVRSGEMG ILQCWSDVMSEHFLLHREGI SEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGP IASAPAETYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVRSGEMG ILOCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLLHLVGEPRNGGSQANFSMGPITSAPACTYGCYGSVTESPYLLSAPSDPLDIVITGC
FHRRKPSLLALPGPLVKSGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRKG I TEGLFHLVGEPCDGGSQANFSMEPTVTAITGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
------------ PLVRSGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRKG I SEDLFCLSAEPRDGGSQANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYQWSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLAFPGPLVRSGETVILQCWSDVMSEHFLLHRRGTSEDLFHLVGEPRDGGSQANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPLVKSGEMG ILQCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGP ITSAPAGTYRCYGSVIESPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVRSGEMG ILOQCWSDVMSEHFLLHREG I PEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGPITSAPAGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRAPSLLALPGPLVKSGEMG I LOQCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLFHLVGEPRNGGSQANFSMGP I TSAPAGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLAFPGPLVRSGETVILQCWSDVMSEHFLLHRRGTSEDLFHLVGEPRDGGSQANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPLVRKSGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRKGI SEDLFCLSAEPRDGGSQOANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYOWSAPSDPLDIVIIG
VYRKLSLLAHPGPLVRSGEMVILQCWSHVTFEHFLLHREGI SEDPMRLVGEPHNGGYQANFSMGPMMTALAGTYRCYGSFTQSPYQWSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPMVRSGEMVILQCWSDVMSEHFLLHRRG I TEGLFHLVGEPCDGGSQANFSMEPTVTAITGTYRCYGSVIHSPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPVVRSGETVILQCWSDVMSEHLFLHREGI SEGLFRLDAEPRDGGSQANFSMEPTVTAITGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVIIG
FHREPSLLALPGPLVKSGEMG I LOQCWSDVMSEHFPLHRRKG I SEDLFHLVGEPRDGGSQANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYQLSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPVVRSGETVILQCWSDVMSEHLFLHREGI SEGLFRLDAEPRDGGSQANFSMEPTVTAITGTYRCYGSVTHSPYLLSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPLLKSCGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRRG I TEGLFHLVGEPRDGGSQANFSMDILMTTSVPGTYRCYGSVTHSPYQWSAPSDPLDIVIIC
FHRKPSLLALSGPLVRSGEMVILQOCWSDVMSEHFLLHRKG I TEGLFHLVGEPRDGGSQANFSMELNMTALPGTYRCYSSVTHCPYQWSDPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVRKSGELVILQCWSDVMSEHFLLHRKG I TEGLFHLVGEPRDGGSQANFSMDPMTTSVPGTYRCYGSVIHSPYOWSAPSDPLDIVIIG
FHRRPSLLALPGPLLRSGEMVILOCWSDVMSEHFLLHRRG I TEGLFHLVGEPRDGGSQANFSMDLMTTSVPGTYRCYGSVIHSPYQOWSAPSDPLDIVIIG
FHREPSLLALSGPLVKSGEMVILQCWSDVMSEHFLLHRRG I TEGLFHLVGEPRDGGSQANF SMELNMTALPGTYRCYSSVTHCPYQWSDPSDPLDIVITG
VYRRPSLLAHPGPLVRSGEMVILQCWSHVTFEHFLLHREGI SEDPIRLVGEPHNGGYQANFSMGPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYOWSAPSDPLDIVIIG
FHRKPSLLALPGPLVKSGEMG ILQCWSDVMSEHFLLHREG I SEDLFHVVGEPRNGGSQANFSMGPITSAPAGTYRCYGSVTESPYLLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLAHPGPLVRSGEMVTLOCWSEVMSEHFLLHRRGI SEDLFHLVGEPRDGGSQANFSMEPTVTALAGTYRCYGSVTHSPYQLSAPSDPLDIVNIG
FHRRPSLLAHAGPLVRSGEMVTLQCWSEVMSEHFLLHRRGI SEDLFHLVGEPRDGGSQANFSMEPTATALAGTYRCYGSVTHSPYQLSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPVVRSGETVILOQCWSDVMSEHLFLHREGI SEGLFRLDAEPRDGGSQANFSMEPTATAITGTYRCYGSVTIESPYLLSAPSDPLDIMIIG
FHRRPSLOALPGPLVRSGETVILQCWSD IVFEHFLLHREG I SEDLLRLVGEPRNGGSQANFSIDSTLPCLAGTYRCYGSVTHSSYEWSAPSDPVDIVITC
FHRRKPSLOALPGPLVKSGETVILQCWSD IMYEHFLLHRKGI SEDLLRS I GEPRDGGSQANFF INSTLPGLAGTYRCYGSVTHSLYEWSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLOALPGPLVRSGETVILQCWSD TMFDHFLLSREG I SEDPLLPTEEPRDGGSQANFS IGPMMPALVGTY ¥~ ————————————————————————
FHRRPSLOALPGPLVRSGETVILQOCWSD IMFEHFLLHRRGI SEDLLHLVGEPCDGGSQANF S IDPMRPGLPGTYRCYGSVTQSLYEWSAPSDPVDIVMTG
FHRRPSLQALPGPLVKSGETVILQCWSD IVFEHFLLHREG IDENLLRLDGEPRDGGSQANFS IGPMTTILSGTYRCYGSVIHSPYEWSAPSDPVDIVIT-

LHRRPSLLALPAPLVTSCRTVILOCWSDVMCEHFLLHREG I AEASWSLVGEPHGGGSQANFS IGPMTTHLAGTYRCYGSVIDSLYEWSAPSDPLDIVITG
VHRKPSLLALPGPLVKSGEMVILHCWSDVMFEHFLLHREG I AEASWSLVGEPRGGGSQANFS IGPMVPALAGTYRCYGSVTDSLYEWSAPSDPLDIVITG
IHRRPSLLALPGPLVRSGETVILQCWSD IMSEHFLLHREGVTEDLLRLIGEPRDGGSQANFS IGPMITALAGTYRCYGSVTHSPYEWSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPGPLVTSGETVILQCWSD IMSEHFLLHGKGI SEDLLCLVAEPHDGGSQANF S IGPMMTALAGTYRCYGSVIHSPYEWSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPAPLVKSGQIVFLQCWSD IMSEHFLLHREGVTEELLCLVGEPRDGGSQANFS IGPMTTALAGTYRCYGSVTHS PYEWSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPAPLVKLGETVILQOCWSDVMSEHFLLHREGMSED TLCLVGEPHDGGSQAI YSIGPMITDLAGTYRCYGSVIHSPYEWSAPSDPLDIVITG
FHRRPSLLALPAPLVRLGOMVILOCWSDTVFDHFLLHRVG I AEDLLRLVGEPRDGGSQANFS IGPMITDLAGTYRCYGSVTHSPYEWSAPSDPLDIVITG
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Dominio D2

KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athyl110029
Athyl10046
Athyl110124
Athyl110129
Athyl110130
Athy110134
Athyl180141
Athyl80143
Athy180144
Athyl180146
Athyl180148
Athyl190156
Athy190162
Athy190165
Athyl190168
Athy190173
Athyl190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DLS
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-KIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4
Sabo-KIR3DL5P
Sabo-KIR3DL6P
Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1
Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P
Aona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
Aona-KIR3DL2
Aona-KIR3DL3
Aona-KIR3DL4
Aona-KIR4DLS
Aona-KIR4DL6
Aona-KIR4DL78
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LYEKPSLTARPGPTVRTGENVTLSCSSQSSFDIYHLSREGEAHELRLPAVPS INGTFQADFPLGPATHGETYRCFGSFHGSPYEWSDASDPLPVSVTG
LYEKPSLSAQPGPTVQAGENVTLSCSSWSSYDIYHLSREGEAHERRLRAVPRVNRTFOADFPLGPATHGGTYRCFGSFRALPCVWSNSSDPLLVSVTG
LYGRPSLSAQPGPTVQAGENVTLSCSSRSLFD I YHLSREAEAGELRLTAVLRVNGTFQANFPLGPVTHGGNYRCFGSFRALPHAWSDPSDPLPVSVTG
LYEKPSLSAQPGPTVQAGENVTLSCSSRSSYDMYHLSREGEVHERRLPAVRS IKGTFQADFPLGPATHGGTYRCFGSFRDAPYEWSNSSDPLLVSVTG
RYGKPSLSAQPGPRVQAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSAPSDPPSVSVTG
RYGKPSLSAQPGPRVQOAGENVTLSCSSRSSFVMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSLCVSPYHWSAPSDPLSVSVTG
LYEKPSLSAQPGPSVRAGENMTLSCSSRSSFDVYHLSREGQASELRLPAVPS IRGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDTPYQWSVPSDPYP-SPTG
QYWRPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLTLPAVPSVNGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVIG
QYWRPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLRLPAVPSVNGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
QYWRPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLRLPAVPSVNGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
QYWRPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
RYGRPSLSAQPGPRVQAGENVTLSCSSQOSSFDMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSAPGDPLSVSVIG
RYGRPSLSAQPGPRVQAGENVTLSCSSRSSFVMYHLSRAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSLCVSPYHWSAPSDPLSVSVTG
RYGRPSLSAQPGPRVRAGENVTLSCSSRSLFDMYHLSRDGEAPDLRLPAVPSVNGTFQARFPLGLGTHGGTYRCFGSYNFSPYHWSAPSDPLSVSVTG
QYWKRPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSRRGSAPDLRLPAVPSVNGTFQAHFPLGPAAHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVIG
QYWTPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
OYWKPSLSAQLGPRVWAGERVTLSCSSRTWFDMYHLSREGSAPDLRLPAVPSVDGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
RYGKPSLSAQPGPRVRAGENVTLSCSSRSLFDMYHLSRDGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAKFPLGLGTHGGTYRCFGSYNFSPYHWSAPSDPLSVSVTG
RYGKPSLSAQPGPRVQAGENVTILSCSSWSSFVMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSLCVSPYHWSAPSDPLSVSVIG
LYEKPSLSAQPGPSVRAGENMTLSCSSRSSFDVYHLSREGOAPELRLPAVPNIRGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDTPYIQWSAPSDPCP-SPTG
RYGKPSLSAQPCPRVQACGENVTLSRSSRSSFDMYHLSKAGEALDLRLPAVPSVNGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
LYERPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRRLFDMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSALSDPLSVSVIG
LYERPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRRLFDMYHLSRAGEAPDLRLPAVPS IKRGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
LYERPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRRLFDMYHLSRQGRPLTSCSLOCPASMEHSRPSFLWALPPMEGPIDASALTMTLPTIGQP* ——————————
RYGKPSLSAQPGPRVRAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSKEGD I PDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPMSVSVTG
RYGRPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPMSVSVTG
QHGRPSLSAQPGPRVRAGENVTLSCSSRS SFDMYHLSKEGD I PDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPMSVSVTG
RYGRPSLSAQPGPRVRAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSQECD I PDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPMSVSVIG
RYGRPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSQAGEAPDLRLPAVPSVNGTFQAEFPLGPATHGETYRCFGSYRVSPYHWSAPSDPLSVSVTG
LYERPSLSAQPGPSVRAGENMTLSCSSRSSFDVYHLSREGQAPELRLPAVPS IHGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDTPYQWSVPSDPYP-SPTIG
QYWRPSLSAQLGPRVHAGERVTLSCSSQTWFDMYHLSREGSTPDLRLPAVPSVNGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
QYWKPSLSAQLGPRVRAGENMTLSCSSWSSFDMYHLSRDGEAPDLRLPAVPSVSGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYLWSAASDPLSVSVTG
LYEKPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRSSFDMYHLSRDGEAPDLRLPAVPSVRKGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSAPSDPLSVSVTG
LYEKPSLSAQPGPRVWAGENVTLSCSSRRLFDMYHLSKAGEAPDLRLPAVPSVRGTFQAEFSLGPATHGGTYRCFGSYNDSPYHWSALSDPLSVSVIG
QYEKPSLSAQPCGLTVRPGONVTLSCSSWSSFDVYHLSREGEAPELRLPAVRS INGTFQAHFPLGPASHGGTYRCFGSFRDSPYEWSAPSDPYP-SPTG
QYEKPSLSAQPCGPTVQPCGENVTLSCSSRTSFNVYHLSRDGEAPELRLPAVRSVNG IFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYEWSAPSDPYP-SPTG

LYERPSLSAQPGPTVQAGENVTLSCSSWSWFDMYHLTREGEAPELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGSYRCFGSFCDSPYEWSAPSDPLSVSVIG
LYDRPSLSAQPGPTLOPGENVILSCSSWSWFDMYHLTREGEAPELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGSYRCFGSFRDSPYEWSAPSDPLSVSVTIG
RYGRPSLSAQPGPTLOSGENVTLSCSSRTWFDMYHLSKDGEAPELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYLRSAPSDPLSVSVTG
LYERPSLSAQPGPTVQAGENVTLSCSSRSWFDMYHLTREGEAPELRVPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYEWSAPSDPLSVSVTG
LYEKPSLSVQPGPTVQPGENVTLSCSSRTWFDMYHLSKDGEALELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFSSFHGSPYQWSAPSDPLSVSVIG
LYDRPSLSARPGPTVQAGENVTLSCSSRTWFDMYHLSREGEAPELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYEWSAPSDPLSVSVTG
LYDKPSLSAQPGPTVQPGENVTLSCSSRSWFDMYHLTREGEAPELRLPAVPS INGTFQAHFPLGPATHGGTYRCFGSFRDSPYQRSAPSDPLSVSVTG
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Dominios Tallo y Transmembrana

KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athy110029
Athy110046
Athy110124
Athy110129
Athy110130
Athy110134
Athyl180141
Athyl180143
Athyl180144
Athyl180146
Athyl180148
Athyl190156
Athyl1950162
Athy190165
Athyl50168
Athy190173
Athyl190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DL5
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-KIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4

Sabo-KIR3DL5P
Sabo-KIR3DL6P

Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1

Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P

Aona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
Aona-KIR3DL2
Aona-KIR3DL3
Aona-KIR3DL4
Aona-KIR4DL5
Aona-KIR4ADL6

Aona-KIR4DL78
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—————————————— NPSSSWPSPTEPSFKTGIARHLH

—————————————— NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRYLH
—————————————— NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH

""""""""""""" NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
—————————————— NLSSSWPSPTEPSSKTGIPRHLH
LGVHVRNMDDCCIGNPSSCGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
LGVHVRNMDDCCIGNPLSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
LGVHVKNMDDCC IGNPLSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
LGVHVRKNMDDCCIGNPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
—————————————— NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH

—————————————— NPSSSWPSPTEPSSKTGIPRHLH
—————————————— NPSSSWPSPTEPSSKTGIPRHLH
"""""""""""""" NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
—————————————— NPTSGWPSPTEPSSETGFPGHLH
"""""""""""""" NPTSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH

—————————————— NPTSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
—————————————— NPTSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH

—————————————— NPLSSWPSPTEPSSKNGFPRHLH
-------------- NPLSSWPSPTEPSSKNGNPRHLH
—————————————— NPSSGWPSPTEPGSKTGNPRHLH
-------------- NPSSGWPSPTDPSSKTGNPRHLH
—————————————— NPSSCGWPSPTEPSSKTGFPRHLH
-------------- NPSSGWPSPTEPSSKTGNPRHLH
—————————————— NPSSGWPSPTEPGSKTGNPRQLH
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KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athy110029
Athy110046
Athy110124
Athy110129
Athy110130
Athy110134
Athyl180141
Athy180143
Athyl180144
Athyl80146
Athy180148
Athy190156
Athyl190162
Athyl190165
Athyl190168
Athy190173
Athyl190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DLS
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-KIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4
Sabo-KIR3DL5P
Sabo-KIR3DL6P
Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1
Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P
Aona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
Aocna-KIR3DL2
Aona-KIR3DL3
Aona-KIR3DL4
Aona-KIR4DL5
Aona-KIR4DL6
Aona-KIR4DL78

10 20
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AVIRYSVAIILFTILPFFLLHRW
VLIGTSVVIFLFILLLFFLLYRW
VLIGTSVVIIPFAILLFFLLHRW
VLIGTSVVRIPFTILLFFLLHRW
VLIGSSVVIILFIILLLFLLHRW
ILIGSSVAIILFILLLLFLLHRW
ALIGSSVVIILFILLLLSLLHRW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW

ILIGSSVVIILFILLLLFLLHRW
ILIGSSVVIILFILLLLFLLHRW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
ILIGSSVVIILFILLLLFLLHRW
ALIGSSVVIILFIILLLSLLHRW
VLIGSSVVIILFIILLLFLLHRW
ILIGSSVVIILFILLLLFLLHRW
VLIRCSVVIILFTILLFLLLHLW
VLIGSSVVIILFILL-LFLLHHW
VLIGSSVVIILFILL-LFLLHHW
VLIGSSVVIILFILL-LFLLHHW
VLIGSSVVIILFILL-LFLLHHW
VLIGSSVVIILFILL-LFLLHHW
ALIGSSVVIILFIILLLSLLHRW
VLIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
ILIRCSVVIIPFTILLFLLLHLW
VLIRCSVVIILFTILLFLLLHLW
ILIGSSVVIILFILLLLFLLHRW
ILTRCSVVITPFTILLFLLLHLW
ILIGSSVVIILFIILLLFLLHRW

ILIGSSGVIILFIILLFFLLHRW
VLIGSSVVIMLFIILLLFLLHRW

VLIRCSVVIIPFTILLFFLIRRW
VLIGSSVVIIPFTILLFFLIRRW
ILIGSSVVTILFIILLFFLICRW
VLIGSSVVIILFILLLFFLIHRW
ILIRCSVVIIPFTILLFFLLHLW
VLIGSSVVIILFIILLFLLIHRW
VLIGSSVVTILFIILLFFLICHW



Dominio Citoplasmatico

KIR2DL4
KIR3DL2
KIR3DL3
PatrKIR2DS4
Athyl110029
Athyl110046
Athyl110124
Athyl110129
Athyl110130
Athy110134
Athyl180141
Athyl80143
Athyl180144
Athyl180146
Athy180148
Athyl190156
Athyl190162
Athy190165
Athyl90168
Athy190173
Athy190176
Atbel70178
Atbel70185
Atbel70263
Lala300199
Lala300271
Lala300289
Lala660280
Lala660302
Atge-KIR3DP1
Atge-KIR3DL2
Atge-KIR3DL3
Atge-KIR3DL4
Atge-KIR3DLS
Atge-KIR3DL6
Sabo-KIR3DL1
Sabo-RIR3DL2
Sabo-KIRDP3
Sabo-KIR3DL4
Sabo-KIR3DL5P
Sabo-KIR3DL6P
Sabo-KIR3DL7
Camo-KIRDP1
Camo-KIR3DL2P
Camo-KIR3DL3P
BAona-KIR3DP1
Aona-KIR3DS1
Aona-KIR3DL2
Aona-KIR3DL3
Aona-KIR3DL4
Aona-KIR4DL5
Aona-KIR4DL6
Acona-KIR4DL78
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