
 

Aus dem Institut für 

Physiologie, Physiologische Chemie und Tierernährung 

der Tierärztlichen Fakultät 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

Vorstand: Univ.-Prof. Dr. M. Stangassinger 

 

 

Arbeit angefertigt unter der Leitung von 

Univ.-Prof. Dr. T. Göbel 

 

 

 

Mutationsanalyse der Interaktion 

zwischen IgY und CHIR-AB1 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwürde 

der Tierärztlichen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

von 

Jana Pürzel 

aus 

Werdau 

 

 

München 2009 



 

Gedruckt mit Genehmigung der Tierärztlichen Fakultät der 

Ludwig-Maximilians-Universität München 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:  Univ.-Prof. Dr. Braun 

 

Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Göbel 

 

Korreferent/en: Univ.-Prof. Dr. Dr. Erhard 

   Priv.-Doz. Dr. Deeg 

   Univ.-Prof. Dr. El-Matbouli 

   Univ.-Prof. Dr. Braun 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der Promotion: 13. Februar 2010 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für meine Familie 

und 

für Thomas 



Inhaltsverzeichnis 

 I  

Inhaltsverzeichnis 

 

1 Literaturübersicht         1 

 

 1.1 Fc-Rezeptoren……………………………………………………………2 

  1.1.1 humane Fc-Rezeptoren………………………………………… 3 

   1.1.1.1 FcγRs …………………………………………….. 4 

   1.1.1.2 FcεRI……………………………………...............4 

   1.1.1.3 FcαRI………………………………………………5 

  1.1.2 Hühner Fc-Rezeptoren…………………………………………. 5 

   1.1.2.1 FcRY……………………………………………… 5 

   1.1.2.2 GgFcR……………………………………………. 6 

   1.1.2.3 CHIR-AB1…………………………………………6 

 1.2 Immunglobuline…………………………………………………………. 6 

  1.2.1 humanes IgG……………………………………………………..7 

  1.2.2 humanes IgE…………………………………………………….. 7 

  1.2.3 humanes IgA …………………………………………………….. 8 

  1.2.4 Hühner IgY…………………………………………………........ 8

 1.3 Vergleich der einzelnen Bindungsarten………………………………. 9 

 1.4 Bedeutung der Zuckerreste……………………………………………. 9 

 

2 Publikation          11 

 

3 Diskussion          17 

  

4 Zusammenfassung         21 

 

5 Summary          22 

 

6 Literaturverzeichnis         23 

 

7 Persönliche Daten         25 

 

 



Abkürzungsverzeichnis 

 II  

Abkürzungsverzeichnis 

 

CH konstante Domäne der schweren Kette eines Immunglobulin-

Moleküls 

CHIR   Chicken Ig-ähnliche Rezeptor (engl. chicken Ig-like receptor)  

C-terminal  carboxyl-terminale Region eines Proteins 

Fc-Fragment konstante Region der schweren Kette eines Immunglobulin-

Moleküls 

FcR   Fc-Rezeptor  

FcRn   neonataler Fc-Rezeptor 

GgFcR   gallus gallus Fc-Rezeptor  

Ig   Immunglobulin  

IgSF   Immunglobulin-Superfamilie  

ITAM   Immunrezeptor Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv  

ITIM   Immunrezeptor Tyrosin-basiertes inhibitorisches Motiv   

KIR   Killer Zelle Ig-ähnlicher Rezeptor (engl. killer Ig-like receptor) 

LILR Leukozyten Ig-ähnlicher Rezeptor (engl. leukocyte Ig-like 

receptor) 

LRC   Leukozyten Rezeptor Kluster (engl. Leukocyte Receptor Cluster) 

NK-Zelle  Natürliche Killer-Zelle 

N-terminal  amino-terminale Region eines Proteins 

PBMC Periphere mononukleäre Blutzellen (engl. Peripheral Blood 

Mononuclear Cell) 

VH variable Domäne der schweren Kette eines Immunglobulin-

Moleküls 

 

 



Literaturübersicht 

 1  

1  Literaturübersicht   

 

Viele immunregulatorische Zelloberflächenproteine wurden in den vergangenen 

Jahren beschrieben. Sie werden von Multigenfamilien kodiert, die auf verschiedenen 

Chromosomen liegen und enthalten sowohl hemmende als auch aktivierende 

Familienmitglieder. Hemmende Rezeptoren haben lange zytoplasmatische Enden mit 

Immunrezeptor Tyrosin-basierten inhibitorischen Motiven (ITIMs), während 

aktivierende Rezeptoren nur kurze zytoplasmatische Enden besitzen, aber eine 

basische Aminosäure in der transmembranen Region, welche mit einem 

Immunrezeptor Tyrosin-basierten aktivierenden Motiv (ITAM)-beinhaltenden 

Adaptermolekül, wie zum Beispiel der γ-Kette, DAP12 oder CD3ζ  interagiert. Der 

extrazelluläre Teil der Rezeptoren stellt sich entweder als C-Typ Lektinstruktur oder 

als Immunglobulin (Ig)-ähnliche Domänen, in unterschiedlicher Anzahl, dar [1]. 

Immunregulatorischen Familien mit Ig-ähnlichen Domänen sind auf verschiedenen 

Immunzellen exprimiert. Bei einigen dieser Rezeptoren sind die Liganden noch nicht 

bekannt. Eine Ausnahme bildet hier die Familie der klassischen Fc-Rezeptoren 

(FcRs). Bei Säugern wurden die FcRs, Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie 

(IgSF), schon lange als spezifisch für die verschiedenen Antikörper-Klassen 

charakterisiert. Bei ihnen konnte die Bindung an die konstante Region verschiedener 

Igs, wie IgG, IgE und IgA, nachgewiesen werden [2].  

Der Ursprung der IgSF FcRs ist nicht klar, es wird angenommen, dass diese 

Rezeptoren evolutionär vom Leukozyten Rezeptor Kluster (LRC) abstammen. 

Wenige FcRs, unter anderem FcαRI, sind tatsächlich noch im LRC konserviert [3]. 

Dies ist eine konservierte genomische Region, welche eine große Anzahl von IgSF-

Rezeptoren exprimiert, die alle von einem gemeinsamen Vorläufer abzustammen 

scheinen. Beim Mensch gehören zu diesen Genen auch die sog. Killer Zellen Ig-

ähnlichen Rezeptoren (KIRs), die Leukozyten Ig-ähnliche Rezeptoren (LILRs) und 

der Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen)-aktivierende Rezeptor NKp46 [4]. Während 

der LRC auf Chromosom 19 liegt, sind die meisten FcR-Gene beim Mensch jedoch 

auf Chromosom 1 lokalisiert [5].  

Eine andere große immunregulatorische Ig-ähnliche Rezeptorfamilie, wird beim Huhn 

durch die Chicken Ig-ähnlichen Rezeptoren (CHIRs) gebildet [6]. Diese Gene liegen 

bei Hühnern im LRC auf dem Chromosom 31 [7] und sind somit wahrscheinlich 

Homologe der LILRs, KIRs oder anderer im LRC der Säuger kodierten Gene. 
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Kürzlich konnte ein Mitglied der CHIR-Familie, CHIR-AB1, als hoch affiner Rezeptor 

für IgY, dem aviären Homolog zu IgG, identifiziert werden [8].   

Anders als bei Säuger FcRs, welche zwei oder drei extrazelluläre Ig-ähnliche 

Domänen vom C2-Typ und nur aktivierende oder hemmende Motive besitzen, weist 

CHIR-AB1 nur eine Ig-ähnliche Domäne vom C2-Typ auf und ist als bifunktionaler 

Rezeptor klassifiziert. Diese potentielle Bifunktionalität kommt zum einen durch die 

geladene Aminosäure im transmembranen Bereich und zum anderen durch ein ITIM 

am zytoplasmatischen Ende zustande. Obwohl die Struktur der Ektodomäne von 

CHIR-AB1 den Ig-ähnlichen Domänen, welche in anderen Immunrezeptoren 

vorkommen sehr ähnelt, unterscheidet es sich doch deutlich von menschlichen FcRs 

und LRC-Mitgliedern, und zwar in der Fähigkeit Homodimere zu bilden [9]. 

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Interaktion zwischen CHIR-AB1 und IgY 

näher zu untersuchen, wobei spezielles Augenmerk auf wichtige Aminosäurenreste 

im IgY gelegt wurde, die für die Bindung eine Rolle spielen könnten. In den 

Vorüberlegungen wurden folgende Tatsachen berücksichtigt: Nachdem ein 

gemeinsamer Vorfahre von IgY als Vorläufer vom humanen IgG und IgE angesehen 

wird [10], ist es wahrscheinlich, dass IgY eine ähnliche Interaktionsstelle zum FcR, 

nämlich im N-terminalen Bereich zeigt. Um vorerst die in die Bindung involvierten 

Domänen zu definieren, wurden verschiedene IgY-Fc-Konstrukte entwickelt. Jedoch 

konnte schon in ersten Versuchen gezeigt werden, dass sich die Bindungsstelle im 

C-terminalen Bereich befindet (Abbildung 1 Publikation). Diese Art der Bindung 

wurde auch für die IgA1-FcαRI-Interaktion beschrieben [11]. Dies schien insofern 

nicht verwunderlich, da CHIR-AB1 genau wie der menschliche FcαR im LRC 

lokalisiert ist [6, 8, 12] und somit eine offensichtliche Verwandtschaft zwischen den 

beiden FcRs besteht. 

 

1.1  Fc-Rezeptoren  

Die Bindung von Antikörpern mit FcRs induziert entzündliche Immunreaktionen, 

vermittelt durch Makrophagen, Mastzellen, Neutrophile und NK-Zellen [13]. Allerdings 

lösen FcRs nicht nur Immunantworten aus, sie kontrollieren und limitieren auch deren 

Ausmaß [14]. In Anbetracht ihrer verschiedenen Aufgaben, ist ein detailliertes 

Verständnis über die Struktur und Funktion der einzelnen FcRs wichtig. Mit Hilfe 

aktueller Kristallographiedaten konnten einige dieser Strukturen, zum Teil auch im 

Komplex mit den entsprechenden Igs, entschlüsselt werden [9].  
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Im Folgenden soll auf die Struktur der Ektodomänen und die Bindungsart einiger, für 

diese Arbeit relevanter, FcRs näher eingegangen werden (Abbildung 1-1).   
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung der FcRs. Für FcγRIII wurde der aktivierende (a) Rezeptor 

dargestellt. 

 

1.1.1 humane Fc-Rezeptoren   

Beim Mensch existieren für IgG drei verschiedene Klassen an FcγRs, FcγRI, FcγRII 

und FcγRIII [15]. Für IgE existiert neben dem hoch affinen FcεRI zwar auch noch ein 

schwach affiner Rezeptor, der sog. FcεRII) [16], auf diesen soll allerdings nicht weiter 

eingegangen werden. Der einzige gut charakterisierte Rezeptor für IgA ist FcαRI 

[12]. 

Aktuelle Kristallographiedaten zeigen jeweils ähnliche Strukturen. Sie besitzen alle je 

zwei extrazelluläre Ig-ähnliche Domänen, die mit D1 und D2 bzw. mit 

membrandistaler und membranproximaler Domäne bezeichnet werden [9]. 

Generell unterscheiden sich FcRs jedoch in der Präferenz ihres Liganden, in ihrer 

Bindungsaffinität und in ihren Signaleigenschaften [17].  

Im Folgenden sollen die für diese Arbeit relevanten Rezeptoren näher beschrieben 

werden.  
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1.1.1.1 FcγγγγRs        

Für IgG konnten drei verschiedene Klassen von FcγRs charakterisiert werden. Der 

hoch affine FcγRI (CD64) ist insofern ungewöhnlich, da er drei extrazelluläre Ig-

ähnliche Domänen besitzt während die übrigen FcγRs nur zwei besitzen. FcγRII 

(CD32) ist ein mittel affiner Rezeptor und FcγRIII (CD16) bindet IgG mit geringer bis 

mittlerer Affinität. Exprimiert werden diese Rezeptoren unter anderem auf Monozyten 

und Makrophagen, allerdings in unterschiedlichem Ausmaß [16].  

Die Interaktionsstelle von FcγRI und IgG liegt in der N-terminalen Region der Cγ2-

Domäne, innerhalb der so genannten lower-hinge Region [18]. Dieselbe Region ist 

auch für die Bindung von FcγRII wichtig [19]. Mehr als ein Jahrzehnt nachdem die 

Bindungsstelle für FcγRI und FcγRII an IgG charakterisiert wurde, konnte die 

Kristallstruktur eines Komplexes des IgG1-Fc-Fragments, mit der extrazellulären 

Domäne von FcγRIII beschrieben werden. In dem 1:1 Komplex von Rezeptor und 

Antikörper ist die D2-Domäne des Rezeptors zwischen den beiden Cγ2-Domänen 

des Fc-Fragments lokalisiert [20]. 

Vergleicht man aber die Komplexstruktur mit der vom freien Rezeptor und freien 

Ligand, stellt man fest, dass beide Moleküle sich für die Bindung einer sterischen 

Veränderung unterziehen müssen. Um mit dem Rezeptor interagieren zu können, 

muss die hinge-Region vom IgG eine stabile asymmetrische Konformation 

annehmen. Dadurch wird die Bindung eines zweiten Rezeptors verhindert. Alle 

anderen bisher untersuchten FcγRs zeigen eine ähnliche Art der Interaktion mit IgG 

wobei die lower-hinge-Region eine Schlüsselrolle spielt und eine 

Bindungsstöchiometrie von 1:1 zustande kommt [16].  

 

1.1.1.2 FcεεεεRI   

Mastzellen und Basophile exprimieren einen hoch affinen Rezeptor für IgE, FcεRI 

[21].  

FcεRI bindet mit seiner D2-Domäne in der Cε2-Cε3 linker-Region von IgE. Die 

Bindung in dieser linker-Region, dem Äquivalent zur lower-hinge-Region im IgG, 

induziert auch hier eine strukturelle Asymmetrie. 

Die gesamte Interaktion erinnert somit an den FcγRIII-IgG-Fc-Komplex. Die 

Bindungstöchiometrie dieser Interaktion zeigt ebenfalls ein Verhältnis von 1:1 [16]. 
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1.1.1.3 FcααααRI      

FcαRI (CD89) wird hauptsächlich auf myeloiden Zellen wie Monozyten, 

Makrophagen, dendritischen Zellen, Neutrophilen, Eosinophilen und Kupffer Zellen 

exprimiert [12]. In Kombination mit der γ-Kette bildet FcαRI einen bifunktionalen 

Signalrezeptor, welcher Zellen aktiviert sobald IgA-Antigen-Komplexe gebunden 

wurden. Er übt aber einen hemmenden Einfluss auf die Zellen aus, wenn IgA ohne 

gekoppeltes Antigen als Monomer gebunden wurde [22].  

Seit Kurzem steht sowohl die Kristallstruktur von FcαRI allein, als auch im Komplex 

mit IgA1 zur Verfügung [11]. Der extrazelluläre Teil von FcαRI besteht aus zwei Ig-

ähnlichen Domänen [5]. Nur die membrandistale Domäne kontaktiert IgA direkt, 

wobei aber immer zwei FcαRI-Moleküle gleichzeitig ein IgA-Fc-Molekül binden. 

Diese 2:1 Stöchiometrie unterscheidet sich von der 1:1 Stöchiometrie von FcγRIII 

und FcεRI mit deren Liganden [16]. Anders als diese Rezeptoren, deren Gene sich 

auf Chromosom 1 befinden [23], wird der FcαRI von einem Gen (FCAR) kodiert, 

welches im LRC auf Chromosom 19q13.4 liegt [3]. FCAR liegt demnach in der Nähe 

der KIR- und der NKp46-Gene [24]. Strukturelle und phylogenetische Analysen 

weisen auf eine nähere Verwandtschaft mit diesen Rezeptoren hin, als zu anderen 

FcRs [11, 25].  

 

1.1.2  Hühner Fc-Rezeptoren 

Bis heute konnten beim Huhn drei Rezeptoren, die IgY binden, beschrieben werden: 

FcRY, gallus gallus (gg) FcR und CHIR-AB1. 

 

1.1.2.1 FcRY    

Mit Hilfe dieses Rezeptors wird maternales IgY über die Dottersackmembran  

transportiert. Während der späten embryonalen Entwicklung gelangt IgY so in den 

embryonalen Blutstrom [26]. Die Hühner Dottersackmembranen besitzen eine IgY-

Bindungsaktivität, die vergleichbar ist mit der Bindungsaktivität des neonatalen FcR 

(FcRn) der Säuger. Dieser kann IgG bei pH 6, jedoch nicht bei pH 8 binden [27-28]. 

Auch FcRY besitzt nur im sauren Milieu eine kompakte Struktur, die eine IgY-

Bindungsstelle bildet. Im basischen Milieu ändert sich jedoch die Konformation des 

Rezeptors und die Bindungsstelle an IgY geht verloren. 
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Bei der Charakterisierung von FcRY konnte jedoch gezeigt werden, dass keine 

Verwandtschaft mit dem Säuger FcRn besteht. Stattdessen scheint FcRY das aviäre 

Homolog zum löslichen Phospholipase A2 Rezeptor (PLA2R) zu sein, welcher eine 

Aminosäurensequenzübereinstimmung von 55% aufweist. Wie dieser besitzt auch 

FcRY eine N-terminale cysteinreiche Ektodomäne (CysR), eine Fibronectin Type II-

Wiederholung (FNII) und acht C-Typ Lektin-ähnliche Domänen [29]. 

 

1.1.2.2 GgFcR  

Eine hohe Expression von ggFcR findet man auf Peripheren mononukleären 

Blutzellen (PBMC), Thrombozyten und Makrophagen.  

Dieser Rezeptor besteht aus vier extrazellulären Ig-Domänen vom C2-Typ, gefolgt 

von einer transmembranen Region, welche Arginin als positiv geladene Aminosäure 

beinhaltet und von einem kurzen zytoplasmatischen Teil. GgFcR ist außerdem mit 

der γ-Kette assoziiert. Dies alles spricht dafür, dass es sich hierbei um einen 

potentiell aktivierenden Rezeptor handelt. 

Phylogenetische Analysen zeigen eine Verwandtschaft mit Genen des LRC. 

Allerdings ist ggFcR selbst nicht im LRC kodiert, sondern liegt am Ende von 

Chromosom 20 [17]. 

 

1.1.2.3 CHIR-AB1    

CHIR-AB1 wird auf B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen exprimiert [8].  

Die Kristallstruktur der CHIR-AB1-Ektodomäne konnte kürzlich beschrieben werden. 

Sie besteht aus einer C2-Typ Ig-Domäne, ähnlich der Ig-ähnlichen Domänen von 

humanen FcRs wie FcγRs und FcαRI. CHIR-AB1 kristallisiert jedoch, anders als 

diese Rezeptoren und andere monomere Mitglieder der IgSF, als ein zweifach 

symmetrisches Homodimer. In Lösungen kommt CHIR-AB1 als eine Mischung aus 

Monomeren und Dimeren vor. Die Rezeptor-Ligand-Bindungsstöchiometrie beträgt 

2:1. 1:1-Komplexe dagegen zeigen eine wesentlich niedrigere Affinität [9]. 

 

1.2  Immunglobuline 

Die einzelnen Ig-Klassen haben unterschiedliche Strukturen, biologische Aktivitäten 

und Verbreitung im Körper. Sie lösen durch die Interaktion ihres Fc-Fragments mit 

einem spezifischen Rezeptor letztlich verschiedene Effektormechanismen aus. Ihr 
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Grundbauplan jedoch ist gleich: sie bestehen jeweils aus zwei identischen schweren 

Ketten (H) und zwei identischen leichten Ketten (L) (Abbildung 1-2) [16].   
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Abb. 1-2: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus der Immunglobuline. 

Es existiert ein gemeinsamer Grundbauplan von je zwei leichten (L) und zwei schweren Ketten (H). 

Außerdem besteht jedes Immunglobulin aus einem konstanten (blau) und einem variablen (gelb) 

Anteil. Die Disulfidbrücken sind durch durchgezogene schwarze Linien zwischen den einzelnen Ketten 

gekennzeichnet. 

 

1.2.1 humanes IgG    

IgG ist der Hauptserumantikörper in allen Säugern. Er vermittelt die Opsonisierung 

von Antigenen, aktiviert das Komplementsystem und bietet nach dem Transport über 

die Plazenta Schutz für den Fetus [30]. 

Der konstante Teil der schweren Kette (CH) von IgG besteht nur aus drei Domänen 

[31]. Beim Vergleich der konstanten Region von IgG mit der von IgY konnte 

festgestellt werden, dass ein hoher Verwandtschaftsgrad zwischen Cγ2 und Cγ3 von 

IgG und Cυ3 und Cυ4 von IgY besteht. Allerdings existiert kein Äquivalent der Cυ2-

Domäne im IgG. Stattdessen liegt zwischen der Cγ1- und der Cγ2-Domäne die 

genetisch kodierte hinge-Region. Sie stellt einen wichtigen Fortschritt dar indem sie 

unter anderem die Flexibilität von IgG erhöht [10].  

 

1.2.2 humanes IgE         

Wie aviäres IgY besteht auch das humane IgE aus vier CH-Domänen [31].  

IgY beinhaltet ein Domänenpaar, Cυ2, das im Säuger-IgE konserviert ist als Cε2, 

jedoch im IgG zur hinge-Region verkürzt wurde [30]. Die nahe Verwandtschaft 

zwischen aviären IgY und dem humanen IgE zeigt sich auch in der Länge der Fc-

Fragmente und der Verteilung der Cysteine in den CH1- und CH2-Domänen [31]. 
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Damit ist auch die Anzahl und Organisation der Disulfidbrücken im IgE ähnlich derer 

im IgY [10]. 

Die Präsenz der Cε2-Domäne reduziert die Dissoziationsrate von IgE von seinem 

Rezeptor um das 20fache, daher ergibt sich auch die hohe Affinität zwischen IgE und 

FcεRI [30].  

 

1.2.3 humanes IgA 

IgA ist der Hauptantikörper auf Schleimhautoberflächen [32]. 

IgA kommt nur bei Vögeln und Säugern vor, jedoch unterscheidet es sich dort jeweils 

in seiner Struktur. Während aviäres IgA aus vier CH-Domänen besteht, besitzt das 

humane IgA nur drei CH-Domänen und eine hinge-Region [33]. Genau wie beim IgG 

wird auch hier angenommen, dass die zweite Domäne verkürzt wurde um diese 

hinge-Region zu bilden [34]. Durch sie wird möglicherweise neben der Flexibilität 

auch die Stabilität des Moleküls erhöht [33]. 

 

1.2.4 Hühner IgY 

Beim Huhn existieren drei Genfragmente für die schweren Ig-Ketten. Neben IgY 

kommen IgM und IgA vor. Während der sekundären Antikörperantwort kommt es 

zum Klassenwechsel von IgM zu IgY oder IgA [35].  

Bei Amphibien, Reptilien und Vögeln ist IgY das funktionelle Äquivalent von Säuger 

IgG. Es wird angenommen, dass Säuger IgG, aber auch IgE, durch eine 

Verdopplung der Gene der schweren Ketten des IgY entstanden sind und IgY somit 

die Position eines Vorläufers einnimmt. Als solcher hat IgY wohl seine Eigenschaft 

als Hauptserumantikörper an IgG und die anaphylaktischen Eigenschaften an IgE 

weiter gegeben. Seine schwere Kette (υ-Kette) besteht aus einer variablen (VH) und 

vier CH-Domänen [10]. Die zusätzliche Domäne Cυ2, im Vergleich mit humanen IgG, 

hat jedoch beim IgY, anders als beim humanen IgE, nur einen kleinen Effekt auf die 

Assoziationsrate und keinen Einfluss auf die Dissoziationsrate vom Rezeptor [30]. 

Die Kristallstruktur des IgY-Fc-Fragments (Fcυ3-4) zeigt, dass sich die Cυ4-

Domänen der beiden schweren Ketten symmetrisch zueinander anordnen, während 

die Cυ3-Domänen eine gewisse Asymmetrie zueinander erkennen lassen. Bei einer 

Übereinanderlagerung dieser Ketten, mit den entsprechenden Fc-Fragmenten von 

IgG und IgE, konnte gezeigt werden, dass eine Kette von Fcυ3-4 eine ähnliche 
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Quartärstruktur besitzt wie das IgG-Fc-Fragment, wohingegen die andere Kette dem 

IgE-Fc-Fragment in der Quartärsturkur ähnelt [36].  

 

1.3  Vergleich der einzelnen Bindungsarten         

Bei der Ig-FcR-Interaktion gibt es deutliche Unterschiede. 

Die Bereiche an die die FcRs von IgG und IgE binden, sind sich sehr ähnlich. Sie 

liegen jeweils am N-terminalen Ende der vorletzten CH-Domäne. Diese Ähnlichkeit 

besteht auch von Seiten der Rezeptoren selbst, wobei die Igs je an der 

membranproximalen Domäne ihres spezifischen FcR gebunden werden. Weitere 

gemeinsame Merkmale der Interaktion, sind konservierte Aminosäurenreste sowie 

die gleiche Bindungstöchiometrie von 1:1 [16].  

Die FcαRI-Interaktionsstelle an IgA1 liegt dagegen im C-terminalen Bereich, an der 

Kopplungsstelle der Cα2- und Cα3-Domänen. Die beteiligten Aminosäuren verteilen 

sich demnach über zwei Domänen. Die IgA1-Bindungsstelle an FcαRI liegt an der 

membrandistalen Domäne und die Bindungstöchiometrie liegt bei 2:1 [16]. 

Für CHIR-AB1 wurde bisher gezeigt, dass eine Bindung an das Fc-Fragment von IgY 

stattfindet [8]. Bei der Untersuchung der Bindungsaffinität von IgY an eine 

Monozytenzelllinie, konnte dessen Interaktionsstelle auf die Domänen Cυ3 und Cυ4 

beschränkt werden [30].  

 

1.4  Bedeutung der Zuckerreste 

Zuckerreste können die Bindung der Igs an ihren Rezeptor beeinflussen. Für IgG und 

IgE sind konservierte Zuckerreste bekannt - Asn297 in der Cγ2-Domäne von IgG [37] 

und Asn394 in der Cε3-Domäne von IgE [38]. Obwohl in den Kristallstrukturen keine 

direkten Kontaktstellen zwischen den Zuckerresten und den Rezeptoren gesehen 

werden konnten [38], üben sie einen indirekten Effekt auf die Interaktion aus. Eine 

Stabilisierung der Polypeptidkonformation durch Zucker kann nicht ausgeschlossen 

werden [39].  

Eine Entfernung der Zuckerreste von Asn297 hat eine drastische Reduktion der 

Bindungsaffinität von IgG an den FcγRIII zur Folge. Für IgE konnte lediglich eine 

geringe Beeinflussung der Bindung, nach Entfernen der Zuckerreste von Asn394 

gezeigt werden [37]. Das Vorkommen als auch das Fehlen bestimmter Zucker 
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beeinflusst letztlich die gesamte Konformation der Oligosaccharide. Was auch im IgG 

zu einer Konformationsänderung der gesamten Cγ2-Domäne führt [16].  

Auch in der homologen Domäne des IgY, Cυ3,  existieren konservierte Zuckerreste 

(N407). Bei den Zuckerresten der einzelnen Igs handelt es sich aber um 

unterschiedliche Oligosaccharide. Wie im IgE können Hühner IgY-Fc-Fragmente 

auch nach der Entfernung der Zuckerreste noch an ihren Rezeptor binden [36]. 
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3  Diskussion 

 

Für die Klassen Amphibien, Reptilien, Vögel und die Unterklasse der Lungenfische, 

konnte ein Vorkommen von IgY gezeigt werden. Außerdem kann angenommen 

werden, dass IgY auch in vielen bereits ausgestorbenen Wirbeltieren vorkam. 

Allerdings wurde es bisher nur bei einer geringen Anzahl von Spezies charakterisiert. 

Es konnte jedoch bereits eindeutig festgestellt werden, dass IgY ein Vorfahre von 

IgG und IgE ist [10]. Auf Grund dieser Verwandtschaft hätte man eine ähnliche Art 

der Interaktion zwischen IgY und CHIR-AB1, einem im LRC kodierten hoch affinen 

IgY-FcR erwartet, nämlich mit einer Interaktionstelle im N-terminalen Bereich. Wie in 

der vorliegenden Arbeit aufgeführt, war dies jedoch nicht der Fall. Auch Fragen 

bezüglich des Zusammenhanges zwischen Struktur und Funktion blieben bisher 

offen. Während IgG als Hauptserumantikörper im Säuger, ebenso eine wichtige Rolle 

spielt wie IgY im Huhn, besitzt es dennoch eine andere Domänenstruktur. Die 

Domänenstruktur von IgE dagegen entspricht zwar der vom IgY, allerdings sind die 

Bindungsaffinitäten der beiden Igs an deren spezifische Rezeptoren nicht 

vergleichbar. Die Bindungsaffinität des IgY-Fc-Fragments an CHIR-AB1 liegt im 

nanomolaren Bereich [8]. Dies entspricht ähnlichen Werten wie sie für die Bindung 

von IgG an seinen hoch affinen Rezeptor gesehen wurden. Für die Bindung von IgE 

an dessen hoch affinen Rezeptor wurden dagegen deutlich höhere Werte gemessen. 

Für die IgE:FcεRI-Interaktion konnte gezeigt werden, dass die Cε2-Domäne eine 

wichtige Rolle für die langsame Dissoziation vom Rezeptor spielt [30]. Die 

entsprechende Domäne im IgY, Cυ2,  ist für die Interaktion mit CHIR-AB1 jedoch 

nicht von Bedeutung. Auch die Glykosilierungsstelle der Cυ3-Domäne im IgY, ist in 

den homologen Domänen von IgG (Cγ2) und IgE (Cε3) konserviert. Während Taylor 

et al. zeigte, dass durch eine Deglykosilierung von IgY die Bindung an eine 

Monozytenzelllinie nicht beeinflusst wurde [36], konnte durch die vorliegende Arbeit 

gezeigt werden, dass eine Mutation im IgY, von N407 nach A407, sehr wohl die 

Bindung an CHIR-AB1 beeinflusst. Dieses Ergebnis konnte in zwei verschiedenen 

Assays gezeigt werden. Zur Klärung dieses Widerspruchs, muss an dieser Stelle die 

große Anzahl von CHIR-AB Homologen, die IgY alle mit unterschiedlicher Affinität 

binden, erwähnt werden [7]. Taylor et al. allerdings hat den Rezeptor der benutzten 

Zelllinie nicht näher beschrieben [30]. Somit könnte es sich um einen anderen 
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Rezeptor als CHIR-AB1 gehandelt haben, dessen Bindung an IgY nicht von der 

Glykosilierung abhängt.  

Im Rahmen dieser Dissertation konnten neben der Glykosilierungsstelle (N407), vier 

Aminosäurenreste (Y363, I364, H550, R556), die die Bindung von IgY an CHIR-AB1 

direkt beeinflussen und drei Aminosäurenreste (L362, P554, M555), die die Bindung 

nur marginal beeinflussen, identifiziert werden (Abbildung 3 Publikation). Obwohl sich 

die Bindungsstellen auf zwei verschiedenen Domänen befinden, bildet die 

dreidimensionale Faltung des Ig eine enge Interaktionsstelle, bei der die 

Aminosäuren, die nur einen indirekten Einfluss auf die Interaktion mit CHIR-AB1 

ausüben, sich an den äußeren Grenzen befinden (Abbildung 4 Publikation).  

Für die Charakterisierung der Rezeptor-Ligand-Interaktion wurden verschiedene 

Fusionsproteine generiert. Um die in die Bindung involvierten IgY Domänen zu 

detektieren, wurden vorerst schrittweise N-terminal verkürzte Fcυ-Konstrukte 

entwickelt. Diese Fusionsproteine wurden dann in zwei verschiedenen Assays, 

BWZ.36-Reporter Assay und FACS-Färbung einer stabil mit CHIR-AB1 transfizierten 

2D8-Zelllinie, auf die Bindung an CHIR-AB1 hin untersucht. Hierbei konnte gezeigt 

werden, dass nur die Cυ3/Cυ4-Domänen in die Bindung involviert sind.  

Die verwendeten Fusionsproteine verbanden jeweils die humanen Cγ2- und Cγ3-

Domänen mit dem entsprechenden IgY-Fc-Fragment. Obwohl die humanen IgG-

Domänen in jedem Fusionsprotein vorhanden waren, wird nicht davon ausgegangen, 

dass sie die CHIR-AB1-Bindung, beispielsweise durch zusätzliche Interaktionen mit 

dem Rezeptor oder durch strukturelle Veränderungen am Molekül selbst, beeinflusst 

haben. Vergleicht man hierzu das Ergebnis des Fcυ3-4-Konstrukt mit dem Ergebnis 

des Fcυ2-4-Konstrukts, in dem eine Domäne (Cυ2) mehr vorhanden ist, war das zu 

detektierende Signal im BWZ.36-Reporter Assay gleich stark (Abbildung 1 

Publikation). Auch konnte keinerlei Interaktion von humanen IgG1 mit CHIR-AB1 

nachgewiesen werden (T. W. Göbel, nicht publizierte Daten). 

Eine Bindung zwischen den Cυ3/Cυ4-Domänen entspricht einer Interaktion, wie sie 

auch für IgA1-FcαRI gezeigt werden konnte. Dort wurden für die C-terminalen 

Domänen Cα2 und Cα3, drei bzw. 16 Aminosäurereste, die in diese Bindung 

involviert sind, charakterisiert [11]. Bei einem Sequenzvergleich der vorletzten und 

letzten Domänen von IgY mit IgA1, konnte eine Übereinstimmung von ca. 34% 

festgestellt werden. Bei einem Vergleich mit den homologen Domänen im IgG und 
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IgE, konnten dagegen für IgG, je nach Subklasse, nur eine 28-30%ige und für IgE 

eine 31%ige Übereinstimmung nachgewiesen werden [36].  

Die IgY-Reste, die an identischen Positionen der 19 Aminosäuren im IgA1 lagen, 

wurden dann im Fcυ3-4-Konstrukt mutiert und ebenfalls in den beiden oben 

genannten Assays auf ihre Bindung an CHIR-AB1 hin untersucht. Die für die Bindung 

wichtigen Aminosäurereste konnten auf zwei wesentliche Motive, die zwar auf 

verschiedenen Domänen liegen, aber auch im IgA1 existieren (L256, L257 und L258 

in Cα2 und P440, L441, A442 und F443 in Cα3, auch als PLAF-Motiv bekannt) [40], 

beschränkt werden. Eine Ausnahme bildete hierbei H550, dieses befindet sich 

außerhalb des IgA1 PLAF-Motivs der C−terminalen Domäne. Elf der 19 für die 

Interaktion wichtigen Aminosäuren im IgA1, sind im IgY konserviert (Abbildung 2 

Publikation). Für die IgY:CHIR-AB1-Interaktion sind jedoch nur drei dieser elf 

konservierten Aminosäuren wichtig: L362, H550 und P554. Die vier übrigen für die 

Interaktion wichtigen Aminosäuren, Y363, I364, M555 und R556, sind zwar nicht 

konserviert, da aber ähnliche Proteinsequenzen immer auch vergleichbare 

Molekülstrukturen hervorbringen [41], können auch in der Gesamtstruktur des Ig 

analoge Verhältnisse wie im IgA bestehen und eine ähnliche Bindungstasche für den 

Rezeptor gebildet werden. 

Generell lieferten beide Assays zwar vergleichbare Ergebnisse, während man jedoch 

im BWZ.36-Reporter Assay immer ein deutlich positives von einem deutlich 

negativen Signal unterscheiden konnte, war dies bei der FACS-Färbung nicht 

möglich (Abbildung 3 Publikation). Dies spricht zwar für eine geringere Sensitivität 

dieses Assays, dennoch unterschieden sich letztendlich nur zwei Mutationen in ihren 

Endergebnissen voneinander (L362 und P554).  

Durch die, in dieser Arbeit, erstellten Ergebnisse lassen sich auch Rückschlüsse auf 

die FcR-Evolution ziehen. Während beim Säuger nur einige FcRs, unter anderem 

FcαRI und Fcγ2R (Rind), auf Chromosom 19 im LRC kodiert sind, befinden sich die 

meisten FcRs in einem Bereich auf Chromosom 1. Es wird davon ausgegangen, 

dass es zu einer Genduplikation und nachfolgender Versprengung von Chromosom 

19 auf Chromosom 1 kam. Während dieses Prozesses haben sich einige Merkmale 

der FcRs verändert. Dazu gehören die Verlagerung der Bindungsstelle von distal 

nach proximal und die damit verbundene Veränderung der Stöchiometrie von 2:1, 

wie sie für die Interaktion von IgY mit CHIR-AB1 und bei der IgA:FcαRI-Interaktion 
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gezeigt wurde, hin zu einer 1:1 Stöchiometrie wie sie bei der Interaktion von IgG und 

IgE mit ihren spezifischen Rezeptoren vorkommt. 

Kürzlich konnten Taylor et al. [42], neben den oben aufgeführten, drei weitere für die 

IgY:CHIR-AB1-Interaktion wichtige Aminosäurenreste benennen: L366, H495 und 

F557. R556 konnte, wie auch in der vorliegenden Arbeit, als ebenso wichtige 

Aminosäure definiert werden. Diese neu charakterisierten Reste liegen ebenfalls auf 

zwei verschiedenen Domänen, aber in der Gesamtstruktur dicht nebeneinander 

innerhalb der CH3/CH4-Region (Abbildung 3-1). Wie auch in der vorliegenden Arbeit, 

konnte somit eine Interaktionstelle ähnlich derer im IgA1 gezeigt werden. 

Während in der vorliegenden Arbeit Mutationen zu Alanin bzw. Arginin vorgenommen 

wurden, mutierten Taylor et al. zu Lysin, Glutamat bzw. Arginin. Mutationen können 

generell zu unvorhersehbaren allosterischen Effekten führen und somit 

unterschiedlichen Einfluss auf die Bindungen zeigen. So wird letztlich erst eine 

Kristallstruktur der IgY:CHIR-AB1-Interaktion, alle in die Bindung involvierten 

Aminosäuren charakterisieren können. 
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Abb. 3-1: Darstellung der bisher bekannten Aminosäuren. 

Rosa: Ergebnisse der vorliegenden Arbeit  

Gelb: von Taylor et al. charakterisierte Aminosäuren 

Rot: Aminosäure, die in beiden Arbeiten identifiziert wurde  
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4  Zusammenfassung 

 

Hühner IgY, ein Vorgänger vom Säuger IgE und IgG, wird durch den hoch affinen 

FcY-Rezeptor CHIR-AB1, ein Mitglied der Leukozyten Rezeptor Familie, erkannt. 

Diese Studie charakterisierte die Rezeptor-Ligand-Interaktionsstelle, durch 

sukzessive Verkürzung der Fcυ IgY-Domänen und Mutationsanalysen ausgewählter 

Aminosäurenreste. Mit Hilfe verschiedener Fusionsproteine, welche die humanen 

Cγ2- und Cγ3-Domänen mit den entsprechenden Fcυ IgY-Domänen verbanden, 

konnte in einem Bindungsassay gezeigt werden, dass beide, die Fcυ3 und die Fcυ4 

Domäne, eine wichtige Rolle für die Interaktion mit CHIR-AB1 spielen. Ein 

Sequenzvergleich von Hühner IgY mit humanen IgA zeigte, dass elf von 19 für die 

IgA-FcαRI-Interaktion wichtigen Aminosäuren, im Hühner IgY konserviert sind, 

obwohl die Aminosäurenübereinstimmung lediglich 34% beträgt. Für die 19 an den 

entsprechenden Stellen liegenden Aminosäuren in IgY, konnte in zwei unabhängigen 

Assays gezeigt werden, dass durch die Mutation von zwei Resten in Fcυ3 und von 

zweien in Fcυ4, die Bindung an CHIR-AB1 komplett verhindert werden konnte. Drei 

weitere Mutationen konnten die Interaktion im Wesentlichen beeinflussen. Im 

Molekularmodel der Cυ3/Cυ4-Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass alle 

wichtigen Reste, obwohl sie auf unterschiedlichen Domänen liegen, eng benachbart 

sind. Die Rolle der Zuckerreste konnte durch die fehlende Interaktion mit CHIR-AB1, 

nach Mutation der Glykosilierungsstelle, gezeigt werden. Die Identifizierung der IgY 

Cυ3/Cυ4-Region, als wichtigen Bereich für die Interaktion mit CHIR-AB1, erhöht 

unseren Kenntnisstand bezüglich der IgY-Rezeptor-Interaktion und gestattet uns 

weitere Rückschlüsse bezüglich der FcR Phylogenese. 
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5  Summary 

 

Chicken IgY binds its receptor at the CH3/CH4 interface 

similarly as the human IgA:FcααααRI interaction 

 

Chicken IgY, the ancestral form of mammalian IgE and IgG, is recognized by the high 

affinity FcY receptor CHIR-AB1, a member of the leukocyte receptor family. This 

study, has been characterized the receptor ligand interaction site by consecutive 

truncations of the Fcυ IgY domains and mutational analyses of selected residues. 

Using several fusion proteins that linked the human Cγ2 and Cγ3 domains with the 

Fcυ IgY domains, a binding assay revealed that both the Fcυ3 and Fcυ4 domains 

were essential for the IgY CHIR-AB1 interaction. Sequence comparisons of chicken 

IgY with human IgA demonstrated that 11 out of the 19 contact residues important for 

the IgA FcαRI interaction have been conserved in chicken IgY, although the overall 

amino acid identity is only 34 %. Among the 19 amino acids at respective positions in 

IgY, the mutation of two residues in the Fcυ3 and two in the Fcυ4 domain completely 

abolished the IgY to CHIR-AB1 binding revealed by two independent assays. Three 

further mutations substantially altered the interaction. Molecular modeling on the Cυ3 

to Cυ4 crystal structure revealed that all critical residues, although on two domains, 

are in close proximity. The importance of N-linked carbohydrates was demonstrated 

by the failure of CHIR-AB1 interaction after mutation of the glycosylation site. The 

identification of the IgY Cυ3/Cυ4 interdomain region as critical for binding to CHIR-

AB1 significantly enhances our understanding of the IgY receptor interaction and 

allows further conclusions regarding the Fc receptor phylogeny. 
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