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Einleitung

1 Einleitung

Leukozyten werden durch entgegen gesetzte Signalwege reguliert. Die Interaktion
von Oberflachenrezeptoren mit ihren Liganden 16st eine Hemmung oder Aktivierung
der Zellantwort aus. Zwei groBe Gruppen strukturell unterschiedlicher Molekiile sind
fir die Vermittlung dieser Regulation verantwortlich. Dies sind die Mitglieder der C-
Typ Lektin-Superfamilie im natdrlichen Killer Gen-Komplex (NKC) [1], beim Mensch
auf Chromosom 12p13.1 [2], und die der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) im
Leukozyten Rezeptor Komplex (LRC) auf Chromosom 19q13.4 [3].

Der LRC des Menschen umfasst 1Mb und beinhaltet 45 verschiedene
Gensequenzen, von denen 30 als Immunglobulin (lg) -a&hnliche Rezeptorgene
identifiziert wurden [4,5]. Es sind dies die Familien der Ig-&hnliche Transkripte (ILT),
Killerzellen Ig-ahnliche Rezeptoren (KIR), und Leukozyten assoziierten lg-ahnliche
Rezeptoren (LAIR) sowie das Glycoprotein VI (GPVI), das natlrliche Killerprotein
(NKp) 46 und der Fca Rezeptor (FcaR) | [4]. Am zentromeren Ende des Komplexes
werden neue Gene kodiert, die sogenannten LENG, die einen anderen Ursprung und
strukturell keinen Bezug zu Ig-ahnlichen Rezeptoren haben [4].

Weiter zentromer des eigentlichen LRC liegen Gene die verwandte Molekile
kodieren. Dieser ganze Bereich wird deshalb als ,erweiterter (extended) LRC*
bezeichnet und beinhaltet zusatzliche Ig-ahnliche Genfamilien wie die
karzinoembryonischen Antigen-abhangigen Zell-Adhasionsmolekiile (CEACAM) und
die Sialinsaure-bindenden Ig-ahnlichen Lektine (SIGLEC). CEACAM spielen eine
Rolle bei verschiedenen Vorgangen, wie Angiogenese, Tumorentwicklung,
Insulinregulation und Apoptose. Des weiteren gibt es unter ihnen Rezeptoren flr
Pathogene wie Neisseria, Haemophilus, Escherichia und Salmonellen sowie den
Maus Hepatitis Virus, welche die Bindung an CEACAM zur Transzytose und
Immunmodulation verwenden [6,7]. Wie der Name schon sagt, sind SIGLEC
Rezeptoren flir bestimmte Zuckerreste. Sie kommen als Adhéasionsmolekille auf
verschiedenen Leukozyten vor wie z.B. Siglec-1 (CD169) auf Makrophagen [8] und
Siglec-2 (CD22) auf B-Zellen [9].

Die Ig-ahnlichen Rezeptoren des LRC kommen in drei Varianten vor. Entweder sind
sie  mit Immunrezeptor Tyrosin-basierenden inhibierenden Motiven (ITIM)
ausgestattet und wirken somit hemmend auf die Zelle oder haben durch bestimmte
Aminosauren (AS) die Mdglichkeit Adaptermolekile mit Immunrezeptor Tyrosin-
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basierenden aktivierenden Motiven (ITAM) [10] zu binden, welche die Zelle
aktivieren. Zusétzlich gibt es Rezeptoren, die Uber hemmende und aktivierende
Eigenschaften in Kombination verfliigen, was diese potentiell bifunktional macht.

Eine zum menschlichen LRC homologe Region liegt bei der Maus auf Chromosom 7,
wobei keine den KIR entsprechenden Gene vorhanden sind [4]. Auch in anderen
Tierarten konnten homologe Genfamilien nachgewiesen werden. So wurden z.B. in
verschiedenen Knochenfischen neue Immun-Typ Rezeptoren (NITR) gefunden [11],
die funktionelle Homologe der KIR und ILT sind [12]. Untersuchungen an Ciona
intestinalis geben Hinweise darauf, dass der LRC der Wirbeltiere aus einer einzelnen
Vorlauferregion entstanden ist, die sich nach zwei Duplikationen des gesamten
Genoms in eine Tetrade von Genloci aufgeteilt hat, und die als verwandte Region in
den modernen Tunicaten zu finden ist [13].

Beim Huhn findet sich ein dem LRC homologer Bereich auf Mikrochromosom 31.
Dieser Genort enthalt zahlreiche Vertreter der Hihner Ig-dhnlichen Rezeptoren
(CHIR), einer hochpolymorphen Genfamilie. Wie es fir Mitglieder der IgSF
charakteristisch ist, gibt es hemmende, aktivierende und bifunktionale CHIR [14]. Ein
erster Versuch die genomische Organisation des LRC des Huhns naher zu
beschreiben wurde anhand von artifiziellen Chromosomen (BAC) -Klonen eines
Huhns der Linie Lohmann Leghorn (LSL) vorgenommen [15]. Die Untersuchung des
LRC beim Bankivahuhn (RJF) ist ein weiterer Schritt zur Aufklarung der Bedeutung
dieses genomischen Bereiches und der hier kodierten Rezeptoren.
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2 Literatur

2.1 Ig-ahnliche Rezeptoren

lg-ahnliche Rezeptoren sind Mitglieder der IgSF, welche aus vielen strukturell
ahnlichen Rezeptoren besteht [16,17] und an der Regulierung des Immunsystem von
Vertebraten beteiligt ist [18,19]. Diese Rezeptoren sind auf der Zelloberflache
exprimierte Proteine und haben mit anderen Mitgliedern der IgSF mehrere
Eigenschaften gemein z.B. das Vorhandensein von spezifischen Ig-Doméanen,
Disulfidbriicken zwischen den Ketten, abwechselnde hydrophobe und hydrophile
Reste und die fir eine spezielle Faltung wichtigen strukturellen Besonderheiten
[20,21]. Ig-ahnliche Rezeptoren haben eine oder mehrere extrazellulare Ig-Domanen,
einen transmembranen sowie einen langen oder kurzen zytoplasmatischen Anteil [4].
Die extrazelluldre Region besteht aus einer verschiedenen Anzahl von Ig-Domanen.
Eine Ig-Doméane setzt sich aus zwei B-Faltblattern zusammen, welche durch
Disulfidbriicken stabilisiert werden. Je nach Anzahl der B-Ketten, aus denen die
Faltblatter bestehen, und der Lange der Sequenzen zwischen den Disulfidbriicken
unterscheidet man V-, C1- und C2-Domanen. In antigenerkennenden Proteinen wie
dem T-Zellrezeptor kommen die variablen V-Domanen, in
Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) -Proteinen C1-Domanen und in Ig-
ahnlichen Rezeptoren nur C2-Domanen vor [20].

Aktivierende und inhibierende Rezeptoren im LRC unterscheiden sich in ihren
transmembranen und zytoplasmatischen Anteilen. Aktivierende Rezeptoren besitzen
einen kurzen zytoplasmatischen Teil und eine positiv geladene AS (Arginin oder
Lysin) in der transmembranen Domane, die an den negativ geladenen
transmembranen Aspartatrest eines Adaptormolekills binden kann, welches ITAM
besitzt. Je nach Rezeptor handelt es sich dabei um Assoziierung mit DAP12 [22], der
y-kette des FceR oder CD3C [23]. Ein ITAM besteht aus einer Folge von vier AS,
wobei Tyrosin und Leucin den Rahmen fiir zwei beliebige AS bilden (YxxL). Diese
Abfolge wiederholt sich getrennt durch sechs bis acht AS [24]. Die Peptide der ITAM
interagieren mit den Tyrosinkinasen Syk oder ZAP-70, welche weitere Kaskaden zur
Zellaktivierung auslésen [25].

Die inhibitorischen Rezeptoren haben keine positive Ladung im transmembranen
Bereich sondern einen langen zytoplasmatischen Teil mit ein bis vier ITIM. Dieses
Motiv ist eine Sequenzfolge von sechs AS, wobei die erste Isoleucin, Valin, Leucin
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oder Serin sein kann. Es folgt Tyrosin auf eine beliebige AS und nach zwei wiederum
beliebigen AS bildet Valin oder Leucin den AbschluB (I/V/L/SxYxxL/V) [26]. Durch
Ligandenbindung werden die Tyrosinreste im ITIM phosphoryliert und kénnen dann
zytoplasmatische Phosphatasen mit einer Src homology 2 (SH2)-Domaéane binden,
welche schlieBlich durch Dephosphorylierung aktivierende Kaskaden unterbrechen
[25].
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Abb. 1: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus der Ig-&hnlichen Rezeptoren mit
extrazellularen Ig-Domanen (hier beispielhaft zwei) stabilisiert durch Disulfidbriicken (SS). Der
inhibitorische Rezeptor (links) mit ITIM (hier beispielhaft zwei). Der aktivierende Rezeptor (rechts) mit
einer positiv geladenen AS im transmembranen Bereich, durch die eine Assoziierung mit einem
homodimeren ITAM-haltigen Adaptermolekil eingegangen werden kann. Abbildung entnommen aus
der Dissertation von B. Viertlbdck [27].

2.2 LRC
Der LRC, der beim Mensch auf Chromosom 19q13.4 [3] und bei der Maus auf

Chromosom 7 zu finden ist, erstreckt sich Uber 1Mb und beinhaltet 30 Ig-&hnliche
Rezeptorgene [4,5].

Basierend auf genetischer Organisation und Struktur kénnen diese in vier Gruppen
eingeteilt werden. Die erste Gruppe bilden die ILT, die zweite besteht aus KIR und
GPVI, eine dritte Gruppe stellen LAIR dar und als viertes kdnnen NKp46 und der
Rezeptor fur FcaRl einander zugeordnet werden [4]. Bei ihnen allen kommen nur
extrazellulare Ig-Domanen vom C2-Typ vor [20].
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221 ILT

ILT, auch bezeichnet als Leukozyten Ig-&hnliche Rezeptoren (LILR) oder
Monozyten/Makrophagen Ig-adhnliche Rezeptoren (MIR), sind potente Modulatoren
von Immunantworten wie auch die homologen gepaarten Ig-ahnlichen Rezeptoren
(PIR) der Maus. Die ILT-Familie von 13 Genen liegt in zwei spiegelverkehrt
duplizierten Klustern vor und ist durch ein Paar LAIR-Gene und die unabhéngige
Genfamilie der LENG getrennt [1,28]. Jeder der beiden Kluster umfasst 150 kb der
Gensequenz zentromer zur KIR-Familie [4].

Es gibt sechs Gene fiir potentiell aktivierende (LILRA), finf Gene fir hemmende
(LILRB) Rezeptoren und zwei Pseudogene [5]. ILT werden auf allen Zellen der
myeloiden Linie sowie auf den plasmazytotischen Dentritischen Zellen [29] teilweise
auf NK-Zellen, T-Zellen, Granulozyten und LILRB1 auf B-Zellen exprimiert. ILT
besitzen vier extrazytoplasmatische Ig-Doméanen, mit Ausnahme von ILT3, das nur
zwei hat. Hemmende Rezeptoren verfligen Uber vier ITIM, mit denen sie die SH2-
beinhaltende Proteintyrosinphosphatase (SHP) -1 [30] rekrutieren. Diese unterbricht
durch Phosphorylierung des carboxyterminalen Tyrosinrestes in Src-Kinasen deren
katalytische Aktivitat [31]. Aktivierende ILT haben Arginin im transmembranen
Bereich und interagieren mit der y-Kette des Adaptermolekll FceRI [32]. Die einzig
bekannten Liganden fir einige ILT sind MHC-Klasse |-Molekdle [19]. ILT binden an
die starker konservierte a3-Untereinheit.

Betrachtet man die genomische Organisation und Homologie mit murinen PIR
scheint sich der ILT-Genort vor dem KIR-Kluster entwickelt zu haben [4]. Im
Gegensatz zu KIR haben die ILT begrenzte allelische Varianz [33] und konservierte
Genanzahl zwischen Haplotypen mit dem Sonderfall des funktionellen LILRA3, der in
manchen Individuen fehlt [1,28]. ILT Genen entsprechen die PIR Gene der Maus. Sie

sind nah miteinander verwandt und kénnten von gemeinsame Vorfahren abstammen

[4]

2.2.2 KIR und GPVI

KIR-Gene liegen im LRC zwischen dem Gen flir den FcaR und den ILT-Genen [34].
Diese Genfamilie beansprucht ca. 140 kb und besteht aus maximal 16 Mitgliedern
und zwei Pseudogenen [4]. KIR werden auf NatUrlichen Killer (NK) -Zellen sowie auf
bestimmten T-Zellpopulationen exprimiert [5] und binden MHC-Klasse I-Molekile und
zwar an den hochpolymorphen a1- und a2-Untereinheiten [35].
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KIR besitzen zwei oder drei extrazellulare lg-Domanen, wonach sie entweder als
KIR2D oder KIR3D bezeichnet werden. Es gibt sowohl hemmende als auch
aktivierende Varianten. Deren Namen wird aufgrund der unterschiedlichen Léange
des intrazellularen Anteils bei hemmenden Rezeptoren ein L flr das englische ,long*
(z.B. KIR2DL) und bei aktivierenden ein S fir das englische ,short (z.B. KIR2DS)
hinzugefligt. KIR2DL4 bildet eine Ausnahme, da er sowohl hemmende als auch
aktivierende Eigenschaften hat [36]. Die aktivierenden Rezeptoren verfligen Uber ein
geladenes Lysin im transmembranen Teil und assoziieren mit Adaptermolekil
DAP12, welches ITAM besitzt. Sie I6sen in letzter Konsequenz Zytotoxizitat und/oder
Zytokin-Freisetzung aus [22]. Die hemmenden KIR kénnen mit den ITIM SHP-1 und
SHP-2 aktivieren und die Zytotoxizitat verhindern [37]. Hemmende Rezeptoren
unterbrechen intrazellulare Aktivierung, wenn MHC-Klasse | korrekt auf der Zielzelle
exprimiert wird [38].

KIR kénnen in Haplotypguppe A und B eingeteilt werden [39]. Gruppe A besteht
generell aus einfacheren Rezeptoren, die meistens nur hemmende KIR darstellen
wahrend die Rezeptoren der Gruppe B im allgemeinen variabler sind und potentiell
aktivierende KIR enthalten [5]. Im LRC der Maus fehlen zu den KIR homologe Gene.
Das Gen fur den Kollagenrezeptor GPVI liegt neben dem Gen fir NKp46 am
telomeren Ende des LRC, und ein homologes Gen kommt im LRC der Maus vor [4].
Dieser aktivierende Rezeptor hat zwei extrazytoplasmatische Ig-Domanen, ein positv
geladenes Arginin im transmembranen Bereich und assoziiert mit der y-Kette des
FceRI. GPVI wird auf Thrombozyten von Mensch und Maus exprimiert [40].

223 LAIR

Die homologen LAIR Gene 1 und 2 kodieren angrenzend an den ILT-Kluster in
unterschiedlicher transkriptionaler Orientierung [28].

LAIR-1 besitzt zwei extrazelluldare 1g-C2-Domé&nen und zwei ITIM im
zytoplasmatischen Anteil. LAIR-2 ist zwar zu 84% homolog, besitzt aber keinen
transmembranen Teil und scheint somit ein Iéslicher Rezeptor zu sein. LAIR-1 wird
auf fast allen Immunzellen exprimiert und hemmt z.B. die zytotoxische Aktivitat von
T-Zellen durch Quervernetzung mit CD3 [41], oder die Kalziummobilisierung in B-
Zellen durch Interaktion mit dem B-Zell Rezeptor [42]. Neben dem aktivierenden
GPVI [43] ist LAIR-1 der zweite Kollagen-bindende Rezeptor im LRC. In vitro kann

mit ihm die Aktivierung von primaren Immunzellen gehemmt werden.
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LAIR-2 bindet auch Kollagen und kénnte als I6slicher Rezeptor durch die Besetzung
von Kollagenbindungsstellen LAIR-1 negativ regulieren [44].

Der ILT/LAIR Locus hat eine ausgedehnte inverse Duplikation durchgemacht. Da
Mausen das LAIR-2 Gen fehlt, fand diese Duplikation wohl eher spater in der
Evolution statt [17,45].

2.2.4 FcaRI (CD89) und NKp46

Das FcaRI Gen befindet sich telomer des KIR-Klusters [46].

Der Rezeptor besitzt zwei extrazellulare Ig-Doméanen, ein positiv geladenes Arginin
im transmembranen Teil und einen kurzen zytoplasmatischen Rest. Er ist somit ein
aktivierender Rezeptor und interagiert mit dem Adaptermolekil FceR [47].

FcaRI wird auf auf Monozyten, Makrophagen und Granulozyten exprimiert [48] und
bindet IgA. Hierbei unterscheidet er nicht zwischen IgA-Subtyp 1 und 2 sowie der
sekretierten bzw. monomeren oder polymeren Form [49,50].

Das NKp46-Gen liegt im LRC neben dem Gen fir FcaRI und ist als Homolog im
LRC der Maus vorhanden [4]. Auch dieses Protein besitzt zwei extrazellulare Ig-
Doméanen einen kurzen zytoplasmatischen Rest ohne Signalmotive und
transmembran einen positiv geladenen Argininrest durch den der Rezeptor mit den
ITAM besitzenden Adaptermolekillen CD3 und FceR assoziiert. NKp46 ist ein
wichtiger Rezeptor zur Erkennung und Eliminierung von tumor- und virusinfizierten

Zellen, er bindet z.B. Hamagglutinin des Influenza Virus [51,52].

I Human chromosome 199134
- - o e Haplotype A
@ g 23
= oo -
- § & o022 98853 38 9
= N D = ] - 0y ===t o =
3 oOouee® @ uwwowu”%&mm cO0 w0 e 2 xF-oon
zzzzzg Z ZEZFF5Fz E_I_EEE:,I Y e R v ow S &
o o o e o 4 W yuuyuul 4555530 % I IEQ I I Z L0 6
Centromeric == \I-I-< >!L—__I_—I—I;¢J]—‘Telomeric
500 kb > n‘m 1000 kb
(2] o —
$m§$g:hﬂi —_— > o e
=K 222563 ILT 4 . o sy
- i elomeric 1 oy I € U0
- == fa] fafatatata]
& PR
ILT centromeric @ 0FOF O o O
= . A
Haplotype B
KIR cluster

Abb. 2-1: Organisation des LRC auf dem menschlichen Chromosom 19q13.4. Der Komplex ist durch
vier Multigenfamilien charakterisiert, die Ig-ahnliche Rezeptoren kodieren. Erstens die Familie der ILT
(auch bezeichnet als LILR)(orange), zweitens die Familie der KIR und GPVI (lila), drittens die Familie
der LAIR (grin), viertens FcaR und NKp46 (rosa). Die neuen LENG-Gene (blau) sind strukturell nicht

mit den Ig-ahnlichen Rezeptoren verwandt. Abbildung modifiziert nach Martin et al. [4]

7



Literatur

2.3 LRC des Huhns

Eine zum menschlichen LRC homologe Region ist im Hihnergenom auf
Mikrochromosom 31 lokalisiert. An diesem Genort befindet sich die Familie der
CHIR-Gene [53,14]. CHIR gehdéren zur IgSF und besitzen wie alle Mitglieder dieser
Genfamilie nur Ig-C2-Domanen. Man kann die CHIR in drei groBe Gruppen einteilen:
aktivierende (CHIRA1, 2), hemmende (CHIRB1-6) und bifunktionale (CHIRAB1-3)
Rezeptoren. Die hemmenden CHIRB besitzen einen langen zytoplasmatischen Teil
mit zwei ITIM, wahrend die aktivierenden CHIRA nur einen kurzen zytoplasmatischen
Rest haben. Sie verfligen aber Uber eine positiv geladene AS im transmembranen
Bereich, um mit Adaptermolekilen zu assoziieren. Die bifunktionalen Rezeptoren
CHIRAB schlieBlich weisen sowohl hemmende als auch aktivierende Eigenschaften
auf [14].

CHIRA, CHIRB und CHIRAB3 haben extrazellular zwei Ilg-Doménen, welche als Ig1-
Domane distal und Ig2-Domane proximal der Zellmembran bezeichnet werden.
Dagegen besitzen CHIRAB1 und CHIRAB2 nur eine Ig1-Doméne. Vergleicht man die
lg1- und Ig2-Doméne eines CHIR, so besteht hier nur ca. 20-25% Identitat der AS,
wahrend beim Vergleich von Ig1-Domanen bzw. Ig2-Doméanen verschiedener CHIR
eine Ubereinstimmung der AS von ca. 60-90% vorliegt. Sowohl CHIRA als auch
CHIRAB besitzen eine positiv geladene AS im transmembranen Teil, entweder
Arginin oder Lysin, in charakteristischer Position, was die Md&glichkeit bietet mit
einem Adaptermolekiil zu assoziieren. So bindet z.B. CHIRA2 an die y-Kette des
Adaptermolekiils FceRI, welches aktivierende ITAM besitzt [14].

Alle CHIR auBer CHIRAB3 weisen auBerdem transmembran einen konservierten
Cysteinrest nahe der extrazelluldren Doméane auf, der eine Mdglichkeit zur
kovalenten Disulfidbrickenbindung darstellt. Hierdurch kann z.B. eine Dimerisation
stattfinden, wie fir CHIRB2 gezeigt werden konnte [54,14]. Dabei ist das Cystein in
der transmembranen a-Helix gegenlber der geladenen AS positioniert. Diese
Stellung gibt Grund zur Annahme, dass eine cysteinmediierte Disulfidbriickenbindung
die Assoziierung mit einem Adaptermolekiil Gber die positiv geladene AS nicht stort.
Im Gegensatz dazu fehlt CHIRA1 das konservierte Arginin oder Lysin. Dieser
Rezeptor besitzt aber ein positiv geladenes Histidin 16 AS vom konservierten Cystein
entfernt [55]. Diese Lokalisierung bedeutet, dass Cystein und Histidin auf der

gleichen Seite der a-Helix liegen und somit aufgrund der rdumlichen Nahe entweder
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eine cysteinmediierte Bindung oder eine Assoziierung mit einem Adaptermolekdl
erfolgen kann [14].

Wéhrend CHIRB1 - CHIRB4 zwei intrazytoplasmatische ITIM besitzen [54], wurde
bei CHIRB5 ein amino/NHx-terminales ITIM und ein carboxyterminales
Immunorezeptor Tyrosin-basierendes Wechselmotiv (ITSM) gefunden. Beim ITSM
handelt es sich um eine Modifikation des ITIM, in der die erste AS durch ein Threonin
ersetzt ist (TxYxxL/V). Im CHIRAB1 findet man transmembran ein positiv geladenes
Arginin und im CHIRAB2 ein Lysin. CHIRAB1 und CHIRAB2 besitzen einen langen
zytoplasmatischen Teil mit einem carboxyterminalen ITIM. Nahere Untersuchung der
Position des NHx-terminalen ITIM bei diesen Rezeptoren ergab in der AS-Abfolge
einen Wechsel zum Methionin, drei AS vom konservierten Tyrosin entfernt. Diese
Anordnung bildet ein YxxM Motiv, welches in aktivierenden Signalmolekllen wie
DAP10 zu finden ist [56]. CHIRABS besitzt ein ITIM und ein ITSM zusammen mit
einem positiven transmembranen Rest [14]. AuBer CHIRAB2, der nur auf
Makrophagen der Linie BM-2 nachgewiesen wurde, werden CHIR auf verschiedenen
Leukozyten wie reifen B-Zellen, Makrophagen, Monozyten und NK-Zellen exprimiert
[14,57].

Uber die Liganden der CHIR ist noch nicht viel bekannt. Erst vor kurzem wurde ein
CHIRAB mit einer einzelnen extrazellularen Ig-Doméane (CHIRAB1) als hochaffiner
FcY-Rezeptor identifiziert und als CHIR-AB1 bezeichnet. Dieser Rezeptor vereint
Eigenschaften verschiedener Sauger Fc-Rezeptoren, wie die Expression auf B-
Zellen, Monozyten und NK-Zellen und seine potentielle Bifunktionalitat. Allerdings
binden nicht alle CHIRAB mit einer Ig-Doméane an IgY. Die Rezeptoren die mit IgY
interagieren, unterscheiden sich von denen die keine Bindung eingehen in der

Position bestimmter AS der extrazellularen Ig-Doméne [57,58].
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Abb. 2-2: Eigenschaften der IgY-Bindungsstelle. A Ribbon Diagram der Kristallstruktur des CHIR-
AB1, erstellt mithilfe der Datei 2vsd. der Proteindatenbank. Die B-Strange a, b und e sind blau, die
Strange ¢, ¢, f, g und g grin dargestellt. Durch Mutationsanalysen identifizierte AS, die mit IgY
interagieren, sind durch rote Striche verbunden. Abbildung modifiziert nach Viertlbdck et al. [57]. B
Vergleich der Ig1-Domé&ne der CHIRAB1-Rezeptoren des RJF unter Anwendung von Clustal W. Rot
unterlegt sind die von Viertlbéck et al. [57] identifizierten AS, die fir die IgY-Bindung entscheidend

sind. Grau unterlegt sind die Rezeptoren, welche potenziell in der Lage sind IgY zu binden.

Aus Southern Blot Analysen mit DNA aus einzelnen Tieren von vier verschiedenen
Linien und aus der Untersuchung des Genoms vom LSL [15] geht hervor, dass der
LRC beim Huhn hochpolymorph ist, und es sich bei den CHIR um eine Genfamilie
mit einer sehr groBen Anzahl an Mitgliedern handelt [14].
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Ig-like receptors and leukocyte Ig-like transcripts, but they occur in a much higher number and diversity.
The chicken microchromosome 31 has been neglected in the genome sequence analysis. Here, we provide
afirst analysis of this region. For this purpose bacterial artificial chromosome (BAC) sequences originating
from a single inbred red jungle fowl that served as basis for the chicken genome project were screened
for the presence of CHIR sequences and eight BACs were identified as major CHIR containing regions.
Since the sequences of these BACs that were available in the database were not complete, sequence gaps
were further closed by novel data from the chicken genome project. The entire sequence was aligned
into 26 contigs covering 875 kbp that contained 84 functional CHIR and 46 CHIR pseudogenes that were
hampered by different reasons such as premature stop codons. The 84 functional CHIR were further
categorized into 35 activating (CHIRA), 26 inhibitory (CHIRB) and 23 bifunctional (CHIRAB) genes. A
detailed comparison of the annotated sequence taking also into account the previously published CHIR
BAC sequence originating from an Lohman selected leghorn chicken revealed that the CHIR locus seems
to be a very active region with a high degree of gene reorganization that resembles a constant birth and
death evolution. The present report provides a framework for the future completion of the CHIR locus.
It further suggests that the entire microchromosome 31 may resemble a locus of extraordinary genomic
diversity that is beneficial for the development of a large CHIR repertoire, but that has therefore lost all
other genes, where such a diversification would be fatal.
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1. Introduction

The leukocyte receptor complex located on human chromosome
19q13.4 and mouse chromosome 7 harbours distinct families of Ig-
like receptors, including the KIR, LILR and LAIR families (Martin
et al.,, 2002; Volz et al., 2001). The extended LRC further contains
gene families such as SIGLECs and CAECAMs, spanning a region of
approximately 1 MB (Kelley et al., 2005). The Ig-like receptor fami-
lies encoded in the LRC can be grouped into receptor families based
on their structure, phylogeny and gene organization, and they also
share common features. A majority resemble cell surface receptors
that are composed of various numbers of extracellular Ig domains
of the V or C2 type, a single transmembrane domain that may con-
tain a basic residue (Arg or Lys) important for the association to
adaptor molecules and a cytoplasmic domain. A short cytoplas-
mic domain in combination with a charged transmembrane residue
characterizes activating receptors that signal via adaptor molecules

* Corresponding author. Tel.: +49 89 2180 3827; fax: +49 89 2180 2552.
E-mail address: goebel@Imu.de (T.W. Gobel).

0161-5890/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molimm.2010.05.001
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such as the common Fcy chain, DAP12 or CD3(, all containing
ITAM. Alternatively, long cytoplasmic domains containing ITIM
distinguish inhibitory receptors that deactivate cellular responses
through the recruitment of various tyrosine phosphatases such
as SHP-1. Within each receptor family, there are multiple mem-
bers that may share almost identical extracellular domains but are
linked to different cytoplasmic domains.

Comparative analyses of this locus and its encoded families
within mammals, but also lower vertebrates, and even tunicates
have revealed various interesting aspects concerning the genomic
organization and flexibility of the LRC. The LRC encoded genes
are highly diversified by gene content between haplotypes and
polymorphism of individual genes (Parham, 2008). Extremes are
represented for example by highly polymorphic human KIR with
various gene content and mammalian carnivores where only a
single, low polymorphic KIR is present (Hammond et al., 2009).
Several gene families with orthologous relation to the mammalian
LRC have also been described in bony fish, where there is some
structural evidence for the potential of MHC class I binding and
recently also in the amphibian Xenopus laevis (Guselnikov et al.,
2010; Stafford et al., 2007; Yoder, 2009; Yoder et al., 2001). Finally,



Publikation

K.M. Lochner et al. / Molecular Immunology 47 (2010) 1956-1962 1957

Table 1

Sequence features of CHIR containing BAC clones.
Name Acc. number Fragments Length (bp)
CH261-804 AC213466 18 209,983
CH261-8G14 AC216111 21 191,263
CH261-25F17 AC213384 2 94,277
CH261-141H1 AC216021 12 185,315
CH261-67D1 AC215887 3 27,133
CH261-4021 AC213390 17 178,663
CH261-42L1 AC213385 11 182,428
CH261-95]13 AC216108 18 214,327
Total 1,283,389

the analysis of a tunicate genome derived from Ciona intesti-
nalis suggests that the vertebrate LRC originates from a single
prevertebrate region that has been dispersed into a tetrad of chro-
mosomal regions by two successive rounds of genome duplications
(Zucchetti et al., 2009).

The CHIR locus may represent the most striking example of
LRC heterogeneity. It is located on microchromosome 31 and con-
tains a vast number of individual receptor genes that form one
huge Ig-like family (Viertlboeck et al., 2004, 2005). The receptors
present within this family can be grouped according to several
structural features into the prototypic inhibitory (CHIRB) and acti-
vating receptors (CHIRA). In addition, so-called CHIRAB combine
the charged transmembrane residue with a long cytoplasmic tail
containing one to two ITIM, and may therefore reflect bifunctional
receptors (Rogers et al., 2008; Viertlboeck et al., 2005). The CHIR
ligands remain elusive with the exception of the CHIRAB1, that is
a high affinity receptor for chicken IgY and binds to IgY in a man-
ner similar to human IgA (Arnon et al., 2008; Purzel et al., 2009;
Viertlboeck et al., 2007, 2009).

The genomic organization of the CHIR locus has been the focus
of one study that utilized BAC clones originating from the Lohman
selected leghorn (LSL) chicken strain (Laun et al., 2006). Within
a 550 kbp region at least 103 CHIR were identified, including 41
pseudogenes. The 1.05 Gb red jungle fowl (RJF) genome sequence,
of which approximately 95% have been ordered to specific chro-
mosomes, contains multiple CHIR sequences, however, since the
microchromosome 31 could not be assembled, these sequences are
all contained in the virtual chromosome “unaligned”. The present
report aimed to take advantage of the BAC clone sequences contain-
ing CHIR by assembling them into bigger contigs and to annotate
the CHIR sequences, thus allowing further comparisons of the CHIR
locus and ultimatively assembling the entire locus.

2. Materials and methods
2.1. Sequences

Sequences of eight BACs derived from the genome project
that used a single inbred line female RJF were analyzed for
CHIR genes (Table 1). In addition, to further close sequence gaps,
Blast searches were performed with the end sequences of each
clone fragment against the “Gallus gallus” trace archive database
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), and “454 reads”, accessible on

the homepage of the genome center at Washington University
(genome.wustl.edu; Gallus gallus-3.0, released 11/09/2008).

2.2. Sequence analyses tools

The Lasergene software package (GATC, Konstanz, Ger-
many) was used for sequence assembly and contigs were
manually corrected. Genscan analysis (mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py?form=genscan) was employed to identify CHIR
genes in the contigs and successive SMART analysis (smart.embl-
heidelberg.de/smart/set_-mode.cgi?ZNORMAL=1) revealed the
domain structure of individual CHIR (Burge and Karlin, 1997;
Ponting et al., 1999). The repetitive elements were identified using
Repeat Masker (repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker).
Phylogenetic trees from the protein sequences from RJF
and LSL CHIR were calculated with the MEGA4 program
(megasoftware.net) (Kumar et al, 2008). Further sequence
searches were performed on the chicken and zebranfinch genomes
(http://www.ensembl.org/index.html). The CHIR gene sequences
are provided in supplementary Table 1.

3. Results

3.1. Identification and assembly of CHIR containing sequence
fragments

Within all available BAC clone sequences derived from the RJF
genome project eleven clones were identified that harboured frag-
ments of CHIR genes, regardless of the homology being present
in introns or exons. Out of these the partial sequences of eight
clones became publically available and were included into further
analysis. The sequence features of these clones are summarized in
Table 1. Since none of the clones was completely assembled each
clone consisted of a variety of unordered fragments with different
length. A preliminary assembly of all fragments resulted in a high
number of contigs with single or only few sequences. In order to
extend the sequences and to reduce the total number of contigs,
the ends of each contigs were employed to search trace archives
database from NCBI and additional sequence reads obtained from
the Washington University Genome Center, resulting in additional
65.382 bp.

All available sequence information that was obtained from
these different sources, that all originated from a single animal,
were assembled into 22 contigs that contained up to 13 differ-
ent fragments. Only five fragments remained without appropriate
homology to other sequences. The entire sequence length of the 26
contigs spanned more than 875 kbp (Fig. 1).

3.2. Annotation of CHIR genes

Potential genes within the contigs were identified using the
Genscan algorithm. Interestingly, all genes identified within the
875kbp represented CHIR and no other gene could be located
within this region. Subsequently, the exons from each individ-
ual CHIR sequence were translated into corresponding amino

Table 2

Nomenclature of CHIR.
Name Ig domains Charged TM residue Cytoplasmatic region Putative function Number?
CHIRA 2 Arg Short Activating 35
CHIRB 2 None Long Inhibitory 26
CHIRAB1 1 Arg Long Bifunctional 14
CHIRAB2 1 Lys Long Bifunctional 2
CHIRAB3 2 Arg Long Bifunctional 7

2 Representing the number of individual CHIR found for this type.
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Fig. 1. Partial assembly of the RJF LRC. The designation of the BAC clones is indicated on the left. Shaded areas represent contigs that are consecutively numbered (C1-C26),
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Fig. 2. Comparison of 146 predicted CHIR. 62 LSL and 84 RJF CHIR were compared using the neighbor-joining tree constructed by MEGA4 with 1000 bootstrap replicates and
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acid sequences and those were analyzed using the SMART pro-
gram. The domain structures revealed by this analysis together
with manual inspection of characteristic features that distinguish
the different CHIR were used to further categorize the different
CHIR. For this purpose we employed the criteria for CHIR dif-
ferentiation as outlined in Table 2. Out of the total 130 CHIR
genes, 84 were categorized as functional genes and 46 as pseu-
dogenes.

CHIR genes were previously annotated in the chicken genome
sequence, but they have been deposited into the “chromosome
unaligned” due to the fact, that they could not be assembled.
Likewise the entire chromosome 31 information is missing in the
chicken genome database. As expected, CHIR genes that have been

annotated in the ENSEMBL genebank have counterparts in the
assembly presented here.

46 genes in the assembly were characterized as pseudogenes
out of a single reason or a combination of different features, such
as lack of a signal peptide, premature termination, frame shifts or
further errors leading to infunctional genes (Table 3). For some of
these genes that are located close to boundaries of contigs it cannot
be excluded that upon further assembly they may in fact resemble
functional genes.

We also analyzed the coverage of the contigs taking into account
CHIR genes, pseudogenes, and repetitive elements (Table 4). Repet-
itive elements represented on average 21% of the sequence with
a range between 10% and 95% depending on the individual con-

14



Publikation

1960

Table 3
CHIR pseudogenes.
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Type Number Stop in exon Frame shift Lack of exon Lack of signal peptide
CHIRAp 25 118 12 7

CHIRBp 5 4 1 2

CHIRAB1p 2 2

CHIRAB3p 5 5 1 1 1

CHIRp? 9 4 2 19

2 Unrelatable to a certain CHIR type due to big deletions.

tigs. The coverage of the contigs with CHIR genes and pseudogenes
was very variable with some contigs lacking any of those. On aver-
age 18% and 8% of the total sequence represented CHIR genes and
pseudogenes, respectively.

3.3. Comparative analysis of CHIR

As a next step of the analysis the functional CHIR found in the
contigs were all translated into proteins and compared to each
other. We also included the previously identified 62 functional
CHIR from LSL chickens (Fig. 2) (Laun et al., 2006). Comparing
the entire proteins including the extracellular and cytoplasmic
domains revealed that most of the bifunctional CHIRAB receptors
formed a separate cluster (Fig. 2, indicated with CHIRAB). In addi-
tion, there was a large clade containing CHIRA sequences only
(Fig. 2, CHIRA). The rest of the sequences formed smaller roots
where different CHIR types intermingled.

The comparison further revealed that there were six pairs of
identical CHIR sequences, including a single RJF-LSL pair between
two CHIRB sequences and five pairs of identical CHIR present within

the RJF sequences. The single RJF-LSL pair seems to be the only
region thatis overlapping between the two datasets, since intensive
comparisons of all available LSL and RJF derived BAC sequences
have not detected further sequence overlaps.

The identical CHIR pairs within the RJF BAC sequences were
further analyzed. When the nucleotide sequences were compared,
several highly identical (more than 95% identity) sequence pairs
were identified between contigs that included exons, introns and
intergenic regions (Fig. 1, different coloured boxes). Interestingly,
in the vicinity of this homologous sequence pairs, there were clear
differences concerning CHIR genes, pseudogenes or just intergenic
regions. These homologous regions maybe therefore represent the
result of recent genomic rearrangements and duplications.

In order to further analyze possible events that indicate the
instability of the locus, we either compared the entire extracellular
domain or the Ig domains of all CHIR (data not shown). In addi-
tion to the five RJF pairs, identical throughout the entire sequence,
there was one additional pair that shared both Ig domains (CHIRB/6
in contig 7 and CHIRB/21 in contig 21). On the single Ig level, three
pairs of shared Ig domains were detected, and one Ig domain was

Table 4
Contig coverage including repetitive elements, CHIR genes and pseudogenes.?.
Contigs C1 2 G Cc4 G5} 6 Cc7 8 Cc9 c10 @l C12 GI8]
LINEP 833 - 6.4 5.64 8.1 5.2 4.53 5.6 24 583 5.7 83 41
LTR® 116 6.1 7.4 9.6 - 57/ 6.29 79 85 103 104 13 14.8
DNA-transposons - 11.8 - 0.64 9.2 0.4 - - - - 33 - -
Repetitive elements 94.9 18.0 {1347 15.88 174 1713 11.26 185 10.9 15.6 19.4 9.8 189
CHIR genesd - 173 247 17.13 - 20.5 14.48 13.9 139 24.7 246 13.5 153
CHIR pseudogenes? - 12.2 25 5.9 139 4.1 9.12 8.5 12.7 Bt5 - - 7.7
Coverage 949 47.5 40.9 3891 31.2 359 34.86 359 375 43.7 44.0 233 419
Contigs C14 G5 C16 Cc17 C18 c19 C20 C21 C22 c23 24 C25 C26 Mean
LINE 52.1 74 53 — 3.0 10.7 39 12,5 4.6 8.0 2.8 22
LTR 173 27.1 9.4 33.0 218 245 125 4.1 145 5.7 172} 9.1
DNA-transposons - 11l 0.5 - - - 1.1 1.2 - 19 - 44
Repetitive elements 69.4 35.6 153 33.0 248 13.5 S5l 17.5 17.8 19.0 15.7 20.0 15.6 209
CHIR genes - 9.9 21.2 - 14.2 15.3 - 16.5 239 5.7 216 15.0 159 18.1
CHIR pseudogenes - 9.9 3.9 134 4.0 184 54 5.3 9.1 2.7 4.4 8.2 7.9
Coverage 69.4 55.3 40.3 46.4 43.0 35.9 583 39.4 471 338 39.9 39.4 39.7 42.4

a Given as percentage of total sequence length.
b Including L2, CR1, and Rex.

¢ Including hobo-activator.

4 Including exons and introns.

Table 5
Comparison of genomic CHIR sequence analyses.

Length (kbp) Functional CHIR Pseudogenes
CHIRA? CHIRB CHIRAB Total
LSL BAC® 550 25 (24) 22(21) 15 (15) 62 (60) 41 (40)
RJF BAC 1283 35(27) 26 (20) 23(18) 84 (65) 46 (35)
Total 1833 60 (26) 48(21) 38(16) 146 (63) 87 (37)

4 Numbers in paranthesis represent percentage of total CHIR.
b Laun et al. (2006).
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found within three CHIR. Interestingly, the Ig domains were only
identical within one type of receptor (e.g. one Ig domain shared
between two CHIRB), but not between different CHIR types.

4. Discussion

The chicken genome project has substantially improved our
knowledge regarding genes and gene structures (Hillier et al.,
2004). Together with other projects such as the generation of EST
databases, it is now feasible in most instances to identify genes and
gene families within the genome that previously remained unchar-
acterized, due to the low overall sequence homology between
mammals and birds (Burt and White, 2007). The annotation process
of the chicken genome project seems to be successful for most of the
chromosomes; however, some areas such as the entire microchro-
mosome 31 have not been annotated yet. The inability to assemble
and annotate certain chromosomal regions reflects the special fea-
tures within these areas. In the case of microchromosome 31 we
have shown before by fluorescence in situ hybridization, that it
harbours the chicken LRC (Viertlboeck et al., 2005). The intensity of
the fluorescence signal on the microchromosome 31 with a single,
short CHIR probe was unexpectedly strong, indicative of multiple
genes hybridizing with this probe. Further analyses have substan-
tiated this finding and it is now clear that the CHIR family consists
of many genes and pseudogenes that are highly diversified (Laun et
al., 2006; Viertlboeck et al., 2005, 2009). These features of a diverse
gene family with many polymorphic members that share a high
degree of sequence identity are a serious obstacle for the assembly
and annotation process. In a first attempt to overcome this draw-
back, Laun et al. (2006) have used a LSL chicken derived BAC library
and generated out of seven BAC sequences four stretches of 550 kbp,
containing more than 100 CHIR. The analyses presented here were
initiated to further improve the annotation of the CHIR locus. For
this reason, we decided to take advantage of the already accessible
sequence information of the RJF genome project, since this will be
most likely the first genome to be entirely completed in the future.
Moreover, given that the CHIR represent a highly diverse, polymor-
phic family, it is important to concentrate on sequences derived
from a single inbred animal.

The assembly presented here consists of 26 contigs that contain
130 CHIR genes, including pseudogenes. Although the present RJF
assembly and the previous LSL assembly seem to overlap at best
at one position, the comparison of the findings of both sequence
analyses is rewarding (Table 5). In both cases the most numerous
receptor type is the activating CHIRA, followed by the inhibitory
CHIRB and the bifunctional CHIRAB. In addition, the percentage
of pseudogenes is similar in both cases. In light of the putative
phylogeny of CHIR (Laun et al., 2006) were CHIRB represent the
ancestral form that has then adapted to CHIRAB by the acquisi-
tion of a charged transmembrane region and finally to CHIRA by a
point mutation, this finding underscores an evolutionary advantage
of activating versus inhibitory receptors, especially if bifunctional
receptors are also added to the potentially activating receptor type.
The large number of pseudogenes may reflect a consequence of the
genomic instability that causes frequent alterations of genes.

The 30 chicken microchromosomes resemble roughly 23% of
the entire chromosome, but they may contain up to 50% of the
genes (Habermann et al., 2001). The length of individual microchro-
mosomes has not been precisely determined. It is tempting to
speculate that the entire microchromosome 31 only contains the
CHIR locus. This unique situation may explain the extraordinary
genomic instability present in the CHIR locus, which seems to be
beneficial for CHIR genes but most certainly would be harmful for
most other genes. As an example for selection acting on a recep-
tor causing effects on unrelated genes that are linked on the same

chromosomal area, it has been hypothesized that selection pres-
sure on the FcaR (CD89) has caused deletion of the KIR locus in
mice (Parham, 2008). Thus by reserving an entire microchromo-
some for one large receptor family, there would not be any negative
side effects for other genes. It is of note that in the chicken other
immunoregulatory Ig-like receptor families are not as expanded as
CHIR, but contain equal receptor numbers than their mammalian
counterparts. These families including CD200, CD300 TREM and
SIRP are all located to different chromosomes (Viertlboeck et al.,
2006, 2008). The reason for this extraordinarily high number and
diversity of CHIR has not been resolved. It can only be speculated
by their homology to mammalian counterparts and their expres-
sion on various types of leukocytes that CHIR represent a major
detection system for pathogens, and that constant evolution forced
by pathogens shapes the CHIR repertoire. The completion of the
entire genomic locus and the identification of CHIR ligands will
be an essential step to further characterize CHIR complexity and
function.
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Diskussion

4 Diskussion

Das Hihnergenom-Sequenzierungsprojekt und die Erstellung der Wageningen
HUhner-BAC-Bibliothek sind wichtige Schritte, um die genomische Organisation der
einzelnen Chromosomen und die Genstrukturen des Huhns zu erfassen.

Bei der Untersuchung der Chromosomen des Huhns wurde festgestellt, dass die 33
Mikrochromosomen ca. ein Drittel der genomischen DNA darstellen. Sie sind aber so
genreich, dass sie vermutlich doppelt so viele Gene beinhalten wie die sechs
Makrochromosomen [1]. Allerdings konnten noch nicht alle Bereiche annotiert
werden, so wie beispielsweise das Mikrochromosom 31. Mithilfe von Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass sowohl der LRC Marker ROS0O264
[53] als auch eine CHIR-DNA Probe auf Mikrochromosom 31 hybridisieren. Das
verdeutlichte, dass dieses Mikrochromosom den LRC des Huhns beinhaltet und
aufgrund des starken Signals hier viele CHIR zu finden sind [14].

Erstmals wurde 2006 versucht, anhand der BAC-Bibliothek aus dem Genom des
LSL-Huhns die Sequenzstiicke und Gene des Hihner-LRC zu ordnen. Dabei fanden
Laun et al. in sieben BAC-Klonen, welche insgesamt 550kb umfassen, Uber 100
CHIR [15]. Um die bessere Erfassung dieses Genortes und seiner Bedeutung
voranzutreiben, wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, die entsprechenden BAC-
Sequenzen des Genoms eines einzelnen ingezlichteten RJF zu ordnen, um die
Sequenzen und die Gene des LRC dieses Tieres naher zu untersuchen. Das
Problem ist, dass die acht zur Verfigung stehenden BAC-Klone aus bis zu 21
ungeordneten Stlicken bestehen. Trotz Verlangerung dieser Teilsequenzen mit Hilfe
der Trace Archive Datenbank des National Center for Biotechnology Information und
zusatzlichen Sequenzsticken des Washington University Genome Center, konnte
keine durchgehende Sequenz erstellt werden. Bisherige Untersuchungen ergaben,
dass die Mitglieder der CHIR-Genfamilie sehr zahlreich und verschiedenartig, aber
auch in vielen Sequenzabschnitten identisch sind [14,15]. Diese Tatsache tragt
entscheidend zu dem Problem bei die Sequenzstiicke einander zuzuordnen und die
Annotation der Gene in diesem Bereich vorzunehmen.

Ebenso wie im LSL-Huhn [15] konnten im Genom des RJF in 875kb Gber 100 CHIR
identifiziert werden. Vergleicht man diese mit den homologen Regionen anderer
Wirbeltiere, dann fallt beim Huhn die groBe Anzahl an verschiedenartigen Mitgliedern
dieser IgSF auf. So beinhaltet z.B. der LRC des Menschen, der 1Mb umfasst, nur 30
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Gene der IgSF [4] und in marinen Fleischfressern (Robben und Seeldwen) findet
man sogar nur einen einzigen, schwach polymorphen KIR [59].

Als Liganden fir ILT und KIR im menschlichen LRC wurden humane-
Leukozytenantigen (HLA) —Klasse I-Molekile identifiziert. Die Familien interagieren
allerdings mit unterschiedlichen Epitopen des HLA-Klasse |-Molekil. So binden die
Mitglieder der KIR an die hochpolymorphen al- und a2-Doménen, wobei die
Entstehung verschiedenartiger, polymorpher KIR wahrscheinlich von Vorteil ist um
diese Bindung zu optimieren. Dagegen gehen ILT eine Bindung mit der hdher
konservierten a3-Doméne des HLA-Proteins ein, was ein Grund dafir sein kdnnte,
dass bei diesen Rezeptoren weniger Polymorphismus festzustellen ist [4].

Warum die Vielfalt der CHIR so groB ist, ist noch nicht bekannt und hangt auch mit
dem bis jetzt sparlichen Wissen Uber ihre Liganden zusammen. Sogar innerhalb
einer Rezeptorsubgruppe wie den CHIRAB1 bindet nur ein Teil an IgY, die
sogenannten CHIR-AB1-ahnlichen Rezeptoren. Andere CHIRAB1 weisen durch die
Varianz nur weniger AS keine IgY-Bindung auf und haben evtl. andere Liganden [60].
Trotz der groBen Ahnlichkeit der einzelnen CHIRAB1-Proteinsequenzen des RJF, die
phylogenetisch sehr nah beieinander liegen, sind die Unterschiede von einzelnen AS
so entscheidend, dass von 14 identifizieten CHIRAB1 nur acht Rezeptoren
potenziell IgY binden kénnen (siehe Abb. 2-2).

Weiter fallt auf, dass es sich bei allen erfassten Genen in diesem Bereich
ausschlieBlich um CHIR handelt. Eine Erklarung hierfir kdnnte die enorme
genomische Instabilitat an diesem Genort sein. Diese stellt fir die CHIR scheinbar
einen Vorteil dar, wird aber fir die meisten anderer Gene eher von groBem Nachteil
sein. Aufgrund einer solchen Instabilitdt kbnnen unabhangige Gene, die sich auf dem
gleichen chromosomalen Abschnitt befinden, mit beeinflusst werden. So wird z.B.
vermutet, dass der Selektionsdruck auf den FcaR der Maus auch eine Deletion des
benachbarten KIR Locus verursacht hat [61].

In 875kb, die sich in 26 Contigs aufteilen, wurden insgesamt 130 CHIR Gene
gefunden und 46 von ihnen meist aufgrund mehrerer Eigenschaften als Pseudogene
identifiziert, wie fehlende Exons, Leserahmenverschiebung und zu frihe
Stoppcodons. Allerdings liegen einiger dieser Pseudogene nah an Contigenden und
kénnten nach Ergédnzung durch neue Sequenzstiicke durchaus funktionsfahige Gene
reprasentieren. Von den 84 funktionsfahigen Genen kodieren 35 flr aktivierende
Rezeptoren. Frihere Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass der
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urspriingliche Vorlaufer der CHIR hemmende Funktion hatte [15]. Umso bedeutender
ist wohl die Tatsache, dass heute mehr aktivierende als hemmende Rezeptoren
kodiert werden. Hinzu kommt, dass die 23 bifunktionalen CHIR potentiell aktivierend
sind, wie fir KIR2DL4 gezeigt wurde [8]. Dies bedeutet wohl, dass mit der
Entwicklung aktivierender Rezeptoren ein evolutionarer Vorteil einhergeht [15].

Beim Vergleich der Proteinsequenzen der CHIR des RJF mit denen des LSL-Huhns,
konnte nur ein einziges identisches Paar identifiziert werden. Auch bei Vergleichen
der BAC-Sequenzen der beiden Hiihnerrassen fielen keine weiteren Ahnlichkeiten
auf. Dies kann ein Indiz fiir eine extrem hohe genomische Varianz dieses Genortes
sein. Oder die Region, tber die sich die CHIR Gene erstrecken, ist so groB3, dass die
von Laun et al. und die in dieser Arbeit untersuchten Sequenzen sich nicht
Uberschneiden.

Innerhalb der CHIR wurden finf identische Rezeptoren gefunden. Ein Paar
hemmende und jeweils zwei Paare aktivierende und bifunktionale Rezeptoren, wobei
die entsprechenden Bereiche der BAC-Sequenzen und die sich darauf befindenden
Gene oft sehr ahnlich sind, aber nicht auf dem gleichen Contig liegen. Untersucht
man die einzelnen Ig-Domanen der CHIR des RJF, so féllt auf, dass es nur
identische Ubereinstimmungen bei gleichen Rezeptortypen gibt. Bei der Erstellung
eines phylogenetischen Baums mit den kompletten Proteinsequenzen aller CHIR des
RJF und LSL ordnen sich fast alle CHIRAB auf einem Ast und es féllt ein anderer
Bereich auf, der ausschlieBlich CHIRA beinhaltet. Die restlichen Proteinsequenzen
der einzelnen Rezeptortypen (A, B, AB) bilden kleine Einheiten, die sich mit solchen
anderer Typen auf gleiche Aste ordnen.

Die CHIR Genfamilie zeichnet sich aus durch eine einheitliche molekulare Architektur
kombiniert mit einer groBen Vielfalt an extrazellularen Ig-Doméanen und
zytoplasmatischen Anteilen. Sie bilden eine einzigartige Multigenfamilie mit neuen
Rezeptortypen, die in Saugetieren so nicht identifiziert wurden [14]. Der Nachweis
von zwei CHIR als entfernte Verwandte von murinen PIR und menschlichen ILT [55]
spricht allerdings flr einen gemeinsamen Vorfahren, der wahrscheinlich aus der Zeit
vor der Trennung von Vdégeln und Saugern stammt [4].

Die Vervollstandigung des gesamten LRC des Huhns und die ldentifizierung der
Liganden der CHIR wird uns dem Verstandnis der Komplexitét dieses Genortes und

der Bedeutung der hier kodierten Proteine fur die Immunantwort néher bringen.
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5 Zusammenfassung
Der Leukozyten Rezeptor Komplex des Bankivahuhns

Der Leukozyten Rezeptor Komplex (LRC) des Bankivahuhns (RJF) auf Chromosom
31 ist seit der Verflugbarkeit der genomischen Sequenzen noch nicht naher
untersucht worden. Diese Studie tragt durch die Ordnung der vorhandenen
Sequenzfragmente und Annotierung der darauf befindlichen Gene dazu bei, den
Genort zu charakterisieren. Flr die Analyse des LRC des RJF stehen acht artifizielle
Chromosomen (BAC) -Klone zur Verflgung, die aber nicht vollstandige
Sequenzenfolgen darstellen sondern aus insgesamt 102 einzelnen, ungeordneten
Sticken bestehen und ca. 1,3 Mb umfassen. Mithilfe 6ffentlicher Datenbanken und
neu bereitgestellten Daten konnten diese Einzelsequenzen um insgesamt ca. 65 kb
verlangert werden. SchlieBlich wurden die Stlicke mithilfe eines Computerprogramms
geordnet und individuell Uberprift. So entstanden 26 Uberlappende Fragmente,
wobei fiir vier Sequenzstiicke keine Uberschneidungen gefunden wurden. Die so
entstandene Gesamtsequenz von ca. 875 kb wurde nun auf das Vorhandensein von
Gene untersucht. Es wurden auf diesem genomischen Abschnitt 130 Huahner
Immunglobulin-ahnliche Rezeptor (CHIR) -Gene gefunden, wovon 46 Pseudogene
darstellen. Die 84 funktionsfahigen Gene teilen sich auf in 35 fiir aktivierende
(CHIRA), 26 fur hemmende (CHIRB) und 23 fir bifunktionale (CHIRAB) Rezeptoren.
In der Subgruppe der 14 CHIRAB1 ist bei acht Rezeptoren eine IgY-Bindung
wahrscheinlich, da sie entsprechende Sequenzmerkmale aufweisen. Beim Vergleich
der kompletten Proteinsequenzen findet man fiinf identische Paare, ein Paar CHIRB
und jeweils zwei Paare CHIRA und CHIRAB. Aus dem phylogenetischen Vergleich
der Proteinsequenzen der CHIR des RJF und des Lohmann Leghorn ergibt sich
lediglich die identische Ubereinstimmung eines CHIRB. Durchschnittlich machen

repetitive Elemente 21%, die CHIR Gene und Pseudogene 18% der Sequenzen aus.
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6 Summary
The Leukocyte Receptor Complex of the Red Jungle Fowl

Although the genomic sequences are available, the leukocyte receptor complex
(LRC) of the Red Jungle Fowl (RJF) had not been investigated in more detail. This
study contributes to the characterization of the chicken immunglobulin-like receptor
(CHIR) genelocus by assembling the published sequence fragments and annotating
the genes. For the analysis of the LRC of the RJF there are eight bacterial artificial
chromosome (BAC) clones available. They do not represent an entire sequence, but
consist of 102 single, unordered pieces and span about 1,3 Mb. Through search in
public databases and novel, recently provided sequence data these single
sequences could be further elongated with another 65 kb. Finally the fragments were
assembled with an alignment program and validated manually. 26 contigs could be
assembled while four pieces did not overlap and remained as single sequences. In a
next step the resulting sequence of about 875 kb was examined for encoded genes.
130 CHIR genes were presented throughout the entire sequences, including 46
pseudogenes. The 84 functional genes can be differentiated into 35 activating
(CHIRA), 26 inhibitory (CHIRB) and 23 bifunctional (CHIRAB) receptors. From a
subgroup of 14 CHIRAB1 eight potentially bind to chicken IgY due to conserved
sequence motifs. By comparing the entire protein sequences five identic pairs have
been found, one pair of CHIRB and two pairs of CHIRA and CHIRAB. Building a
phylogenetic tree with protein of CHIR from RJF and LSL revealed just one identical
counterpart of CHIRB. Repetitiv elements represented on average 21%, CHIR genes
and pseudogenes 18% of the total sequence.
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