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1 Einleitung 

Das Immunsystem ist ein lebensnotwendiges Abwehrsystem biologischer 

Organismen zum Schutz vor eingedrungenen Mikroorganismen, 

körperfremden Substanzen oder körpereigenen, fehlerhaften Zellen. Die 

Heterogenität an potentiellen Krankheitserregern erfordert ein hohes Maß 

an Komplexität des Systems. Neben diversen löslichen Komponenten wie 

den Antikörpern, den Plasmaproteinen des Komplementsystems oder den 

Interleukinen, stehen für eine effektive und zielgerichtete Verteidigung 

unterschiedlichste Immunzellen zur Verfügung. Diese zelluläre Immunität 

besteht zum einen aus den Monozyten, Makrophagen, polymorphkernigen 

Granulozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen und natürlichen Killerzellen 

des angeborenen Immunsystems und zum anderen aus den 

B- und T-Zellen des adaptiven Immunsystems. Die Informationsweitergabe 

in das Zellinnere und der Informationsaustausch der Immunzellen 

untereinander sind Voraussetzungen für eine adäquate Immunantwort. Für 

eine koordinierte und balancierte Reaktion des Immunsystems erhalten die 

Zellen je nach Stimulus aktivierende oder hemmende Signale. Hierfür steht 

den Zellen unter anderem eine Vielzahl an aktivierenden und inhibitorischen 

Rezeptoren auf ihrer Oberfläche zur Verfügung. Diese sogenannten 

immunregulatorischen Rezeptoren der Leukozyten gehören entweder zu 

der Gruppe der C-Typ Lektine oder sind Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie [1]. Im Genom des Haushuhns wurden in den letzten Jahren 

mehrere solche Rezeptorfamilien identifiziert. Nach der Entdeckung der 

Chicken Ig-like Receptors (CHIR) folgte die Identifizierung weiterer 

Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie wie die Signal-regulatory 

Proteins (SIRP), die CD200 Receptor Family (CDβ00R), die CD300 Antigen 

Like Family Members (CDγ00L) und die Triggering Receptors Expressed 

on Myeloid Cells (TREM) [β-4]. Einige ausgewählte Vertreter dieser 

Ig-ähnlichen Rezeptorfamilien wurden bereits eingehend untersucht [5-14]. 

Neben dem genauen Expressionsmuster konnten zum Teil auch Liganden 

und somit potentielle Funktionen ermittelt werden. Für einen Großteil der 

immunregulatorischen Rezeptoren des Haushuhns steht dies jedoch noch 

aus. 
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2 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit war die eingehende Charakterisierung des Ig-ähnlichen 

Rezeptors TREM-B1 beim Haushuhn. Als immunregulatorischer Rezeptor 

stellt dieser einen möglichen Ansatzpunkt für die Modulation des 

Immunsystems dar. Hierzu bedarf es jedoch eines tiefgründigen 

Verständnisses über die Funktion des Rezeptors und seine Interaktion mit 

anderen Leukozyten. Als Grundlage für ein solches Verständnis sollten das 

Expressionsmuster, die biochemischen Eigenschaften und die intrazelluläre 

Signaltransduktion des Rezeptors sowie seine potentiell hemmende 

Wirkung untersucht werden. Nach der Identifizierung des Rezeptors im 

Hühnergenom mit anschließender detaillierter Sequenzanalyse und einer 

initialen Charakterisierung der Gewebeverteilung mittels quantitativer 

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) [15], sollte nun die Klonierung 

und Etablierung verschiedener Zelllinien erfolgen, welche den Rezeptor auf 

ihrer Oberfläche exprimieren. Neben den Untersuchungen zur Biochemie 

und Signaltransduktion sollten diese Zelllinien für die Herstellung eines 

TREM-B1-spezifischen monoklonalen Antikörpers verwendet werden, um 

anschließend die Proteinexpression auf nativen Leukozyten in der 

Durchflusszytometrie analysieren zu können. Darüber hinaus sollte das 

hemmende Potential von TREM-B1 mittels eines CD107-Degranulations-

Assays untersucht werden.  
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3 Literaturübersicht 

3.1 Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie 

Allgemeine Charakteristika 

Die Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) ist eine Gruppe von Proteinen, 

denen eine strukturelle Ähnlichkeit zu den Immunglobulinen gemein ist. Zu 

den Vertretern zählen neben löslichen Proteinen auch zahlreiche 

Oberflächenrezeptoren, welche unter anderem in großem Maß auf Zellen 

des Immunsystems exprimiert werden. Biochemisch handelt es sich bei den 

Immunglobulin (Ig)-ähnlichen Rezeptoren um Typ-I-Transmembranproteine 

mit einem extrazellulär gelegenen N-Terminus. Die extrazelluläre Region 

besteht aus einer unterschiedlichen Anzahl an sogenannten Ig-Domänen. 

Diese besitzen eine typische Immunglobulin-Faltung aus zwei antiparallel 

verlaufenden ȕ-Faltblättern, welche durch Disulfidbrücken und polaren 

Wechselwirkungen zwischen den Aminosäuren stabilisiert wird. Eine 

Klassifizierung der Ig-Domänen erfolgt nach der Anzahl an ȕ-Ketten und der 

Sequenzlänge zwischen den konservierten Cystein-Resten in die Subtypen 

V, C1 und Cβ sowie I [16, 17]. Funktionell lassen sich Ig-ähnliche 

Rezeptoren in aktivierende oder hemmende (inhibitorische) Rezeptoren 

einteilen [18]. Diese weisen sowohl im transmembranen als auch im 

zytoplasmatischen Bereich spezifische Charakteristika auf. 

Aktivierende Ig-ähnliche Rezeptoren 

Die aktivierenden Ig-ähnlichen Rezeptoren besitzen eine kurze 

zytoplasmatische Domäne und einen positiv geladenen 

Transmembranbereich mit Arginin oder Lysin als basische Aminosäure. 

Diese positiv geladene Aminosäure ermöglicht die Assoziation mit einem 

Adaptermolekül, welches seinerseits eine negativ geladene Aminosäure im 

Transmembranbereich enthält. Je nach Rezeptor handelt es sich bei den 

Adaptermolekülen um die als Homodimer exprimierten Proteine FcεRIȖ, 

CDγζ, DNAX Activation Protein of 12 kDa (DAP1β) oder DNAX Activation 

Protein of 10 kDa (DAP10) [16, 18]. In ihren zytoplasmatischen Domänen 
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enthalten diese Tyrosin-haltige Signaltransduktionsmotive. DAP1β, CDγζ 

und FcεRIȖ besitzen klassische Immunrezeptor Tyrosin-basierende 

aktivierende Motive (ITAM) [19], wohingegen DAP10 ein aktivierendes 

YxxM-Motiv aufweist, bei dem ein Tyrosin und ein Methionin den Rahmen 

für zwei beliebige Aminosäuren bilden [β0]. Das klassische ITAM besteht 

aus einem Motiv, bei dem ein Tyrosin durch zwei beliebige Aminosäuren 

von einem Leucin oder Isoleucin getrennt ist und sich im Abstand von sechs 

bis acht Aminosäuren wiederholt (YxxL/Ix(6-8)YxxL/I) [β1]. 

Eine Aktivierung der Ig-ähnlichen Rezeptoren nach Interaktion mit einem 

spezifischen Liganden führt zur Phosphorylierung der Tyrosinreste in den 

Signaltransduktionsmotiven. Die anschließende Rekrutierung und 

Aktivierung von Protein-Tyrosinkinasen wie Syk und ZAP-70 führt über 

unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden zu einer Aktivierung der 

Zelle und somit zur Ausführung zellspezifischer Funktionen [ββ]. 

Inhibitorische Ig-ähnliche Rezeptoren 

Im Gegensatz zu den aktivierend wirkenden Rezeptoren zeichnen sich 

die inhibitorischen Rezeptoren durch einen ungeladenen 

Transmembranbereich und eine lange zytoplasmatische Domäne mit einer 

unterschiedlichen Anzahl an hemmenden Signaltransduktionsmotiven 

aus [18]. Das klassische Immunrezeptor Tyrosin-basierende inhibitorische 

Motiv (ITIM) besteht aus sechs Aminosäuren: I/V/L/SxYxxI/L/V. Hierbei ist 

die erste Aminosäure entweder ein Isoleucin, Valin, Leucin oder Serin, 

gefolgt von einer beliebigen Aminosäure mit nachstehendem Tyrosin, 

welches durch zwei weitere beliebige Aminosäuren von einem Isoleucin, 

Leucin oder Valin getrennt ist [βγ]. 

Die Bindung eines spezifischen Liganden an den Rezeptor bewirkt eine 

Phosphorylierung der Tyrosinreste in den ITIM durch Kinasen der 

Src Familie. Nachfolgend werden Src Homology 2-containing Protein-

Tyrosin-Phosphatasen (SHP) wie SHP-1, SHP-β oder die 

Src Homology 2-containing Inositol-5-Phosphatase (SHIP) zu den 

phosphorylierten ITIM rekrutiert. Diese führen zur Dephosphorylierung von 

aktivierend wirkenden Rezeptoren und Molekülen und üben somit durch die 
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Hemmung der aktivierenden Signaltransduktionskette einen inhibitorischen 

Effekt auf die Zelle aus [ββ]. 

Eine Modifikation des klassischen ITIM stellt das Immunrezeptor Tyrosin-

basierende Wechselmotiv (ITSM) dar. Bei diesem Signaltransduktionsmotiv 

ist die erste Aminosäure der Konsensussequenz des ITIM durch ein 

Threonin ersetzt (TxYxxI/V) [β4]. Im Gegensatz zum ITIM können jedoch 

durch das Wechselmotiv sowohl Adaptermoleküle rekrutiert werden, die 

eine aktivierende Signaltransduktion induzieren, als auch solche, die eine 

hemmende Signaltransduktionskaskade einleiten [β4-β8]. Abhängig von 

den intrazellulären, physiologischen Bedingungen, ermöglicht das ITSM 

somit einen Wechsel zwischen aktivierender und inhibitorischer 

Signalgebung. 
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3.2 TREM beim Säuger 

Die Familie der TREM stellt beim Säuger eine Multigenfamilie dar, die beim 

Mensch auf Chromosom 6pβ1.1 und bei der Maus auf Chromosom 17Cγ 

lokalisiert ist [18, β9, γ0]. Neben den TREM Genen ist in dem humanen 

Cluster auch das Gen für den aktivierend wirkenden Rezeptor 

Natural Killer Cell p44-related Protein (NKp44) enthalten, welcher 

ausschließlich auf aktivierten Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und 

aktivierten Group 3 Innate Lymphoid Cells (ILCγ) exprimiert 

wird [18, γ1-γγ]. Bei den TREM Proteinen handelt es sich um 

Zelloberflächenrezeptoren der IgSF, denen allen eine einzelne Ig-Domäne 

vom V-Typ gemein ist [1]. Die Rezeptoren sind auf unterschiedlichsten 

Zellen myeloiden Ursprungs exprimiert und erhielten daher die 

Bezeichnung Triggering Receptors Expressed on Myeloid Cells (TREM). 

Strukturell werden die Mitglieder der Familie in die TREM und die 

TREM-like Transcripts (TREML, auch TLT) unterteilt. 

Die TREM sind durch einen kurzen zytoplasmatischen Abschnitt ohne 

bekanntes Signalmotiv und ein positiv geladenes Lysin im 

Transmembranbereich charakterisiert. Somit handelt es sich um typisch 

aktivierende Ig-ähnliche Rezeptoren. Die Signaltransduktion erfolgt über die 

Assoziation mit dem Adaptermolekül DAP1β [1]. 

Die später entdeckten TREML besitzen mit einer ungeladenen 

transmembranen Region und einem langen zytoplasmatischen Bereich mit 

typisch hemmenden Signalmotiven die üblichen Merkmale eines 

inhibitorischen Ig-ähnlichen Rezeptors [18]. 

Bisher konnten vier verschiedene TREM und fünf verschiedene TREML 

identifiziert werden. So beinhaltet der humane Gen-Cluster 

TREM-1, -β und -γ sowie TREML1, -β, -γ und -4 [1, 18, γ4-γ6]. TREM-γ 

stellt dabei lediglich ein Pseudogen dar [18]. Die murine TREM Familie 

umfasst Trem-1, -β, und -γ sowie Treml1, -β, -4 und -6, wobei Trem-γ für ein 

funktionelles Protein kodiert [β9, γ4-4β]. Zusätzlich konnte ein 

TREM Mitglied identifiziert werden, welches auf plasmazytoiden 

dendritischen Zellen (pDC) exprimiert wird und als pDC-Trem oder Trem-4 
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bezeichnet wird [γ9]. Das Gen für NKp44 ist im murinen Gen-Cluster nicht 

enthalten [18]. Für einen Großteil der zahlreichen TREM Gene konnten 

inzwischen funktionelle Proteine identifiziert und charakterisiert werden. Die 

Organisation der TREM Gene bei Mensch und Maus ist in Abbildung 1 

schematisch dargestellt. 

Abbildung 1: Schematischer Vergleich der TREM Gene bei Mensch und Maus. Der 

humane Lokus auf Chromosom 6pβ1 beinhaltet auch das Gen für den Rezeptor NKp44 

(horizontal gestreifter Balken). Der murine TREM-Cluster befindet sich auf Chromosom 

17Cγ. Modelle für die kodierten Proteine sind unter den entsprechenden Genen dargestellt. 

TREM-γ ist beim Mensch ein Pseudogen (schraffierter Balken). Die TREM Rezeptoren 

(hellgraue Balken) vermitteln ihre Signalgebung durch das ITAM-haltige Adaptermolekül 

DAP1β. Plus (+) und Minus (-) deuten die jeweilige Ladung des Transmembranbereichs 

an. Die TREML Proteine (dunkelgraue Balken) besitzen dagegen hemmende ITIM im 

zytoplasmatischen Bereich. Eine Ausnahme stellt das humane TREMLβ dar, welches eine 

potentielle SHγ-Bindungsdomäne (+xxPxxP) besitzt. Abbildung modifiziert nach 

Genua et al. [γ6]. 

Bei den TREM Proteinen handelt es sich zwar typischerweise um 

membranständige Rezeptoren, jedoch konnten für einige 

Mitglieder lösliche Formen nachgewiesen werden. Diese umfassen 

lösliches (soluble) TREM-1 (sTREM-1), TREM-β (sTREM-β) und 
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TLT-1 (sTLT-1) [γ7, 4γ-45]. Ob es sich dabei um sezernierte alternative 

Splice-Varianten oder um hydrolytisch abgespaltene extrazelluläre 

Domänen der membranständigen Rezeptoren handelt ist noch nicht 

abschließend geklärt [γ6, 46]. Auch die Funktion dieser löslichen Formen 

ist bisher noch unklar. Im Gespräch ist eine mögliche Hemmung des 

entsprechenden membranständigen Rezeptors durch die Konkurrenz um 

den gleichen Liganden [47, 48]. In jedem Fall besitzen sie eine potentielle 

Eignung als biologische Marker, da sowohl bei Tieren als auch bei 

Menschen mit entzündlichen oder infektiösen Erkrankungen lösliche 

Formen von TREM Rezeptoren nachgewiesen werden konnten [49-55].  

Die TREM Mitglieder sind vornehmlich auf Zellen der myeloiden Linie 

exprimiert [18]. So exprimieren Monozyten, Makrophagen, myeloide und 

plasmazytoide dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, Mikroglia, 

Osteoklasten als auch Thrombozyten mindestens ein Mitglied der 

TREM Familie [γ5]. Darüber hinaus konnten Rezeptoren dieser Familie 

inzwischen auch bei anderen Zelltypen wie Endothel- oder Epithelzellen 

[56-58] sowie in verschiedensten Geweben wie Plazenta, Lymphknoten, 

Rückenmark, Lunge, Herz und Milz [59] nachgewiesen werden. Eine 

Übersicht über das breit gefächerte Expressionsmuster der 

TREM Mitglieder zeigt Tabelle 1. 
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Tabelle 1: Expressionsmuster der TREM Proteine. Tabelle entnommen aus Roe et al. [60]. 

Die TREM Rezeptoren spielen sowohl in der angeborenen als auch in der 

adaptiven Immunität eine wichtige Rolle [61]. Dabei sind sie vor allem bei 

der Feinabstimmung von Entzündungsreaktionen von Bedeutung [γ5]. Die 

Familienmitglieder weisen untereinander nur eine geringe 

Sequenzhomologie auf [6β]. Entsprechend der Heterogenität im 

Expressionsmuster und in der Proteinsequenz besitzen die 

TREM Rezeptoren sehr unterschiedliche Funktionen. 

Nachfolgend soll ein kurzer Überblick über die strukturellen Merkmale, das 

Expressionsmuster und die Funktion der einzelnen TREM Mitglieder 

gegeben werden. Dabei wird insbesondere auf das humane TLT-1 (auch 

TREML1) detaillierter eingegangen, welches eine Homologie zu TREM-B1 

aufweist. 

TREM-1 

TREM-1 wurde im Jahr β000 als erstes Mitglied der TREM Familie 

identifiziert und ist neben TREM-β am besten charakterisiert [1]. Es handelt 

sich dabei um einen aktivierenden Rezeptor, dessen Expression bei 

unterschiedlichsten Zelltypen nachgewiesen wurde. Während bei 
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neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen eine 

proinflammatorische Funktion für TREM-1 gezeigt werden 

konnte [1, γ4, 6γ], ist seine Funktion in Epithel- und Endothelzellen bisher 

noch unklar. So konnte in einer In-vivo-Studie eine Hochregulation der 

TREM-1 Expression auf Monozyten gezeigt werden, die mit einem Anstieg 

der löslichen Rezeptorform sTREM-1 einherging [44]. Außer der 

verstärkenden Wirkung im Entzündungsgeschehen ist TREM-1 an der 

Modulation anderer Signalwege der Pattern Recognition Receptors (PRR) 

und an der Aktivierung Antigen-präsentierender Zellen (APC) 

beteiligt [6γ-66]. Ein Ligand für TREM-1 konnte auf Thrombozyten sowie auf 

aktivierten neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden [67, 68]. Trotz 

intensiver Bemühungen ist es aber bisher nicht gelungen, den Liganden zu 

identifizieren. 

TREM-2 

TREM-β besitzt unter den TREM Mitgliedern die größte Expressionsbreite 

und somit verschiedenste Funktionen. Neben der Expression auf myeloiden 

dendritischen Zellen, Makrophagen, Osteoklasten und Mikroglia, konnte der 

Rezeptor in einer Vielzahl von Geweben (Niere, Leber, Herz, Lunge und 

Gehirn) nachgewiesen werden [γ7, 69-71]. Obwohl für TREM-β eine 

Interaktion mit dem ITAM-haltigen Adaptermolekül DAP1β dargelegt ist, 

besitzt TREM-β im Gegensatz zu TREM-1 eine inhibitorische Funktion im 

Entzündungsgeschehen und wird daher als Negativ-Regulator der 

Immunantwort beschrieben [1, γ5]. So konnte gezeigt werden, dass durch 

TREM-β die Interleukin (IL)-6- und Tumornekrosefaktor (TNF)-Produktion in 

Makrophagen gehemmt wird [70, 7β]. Darüber hinaus ist der Rezeptor unter 

anderem an der Reifung dendritischer Zellen beteiligt und steht im 

Zusammenhang mit der seltenen Erkrankung Nasu Hakola (auch 

polyzystische lipomembranöse Osteodysplasie mit sklerosierender 

Leukoenzephalopathie, PLOSL), welche sich durch die Ausbildung von 

Knochenzysten und die Entwicklung einer präsenilen Demenz 

manifestiert [69, 7γ]. Die Expression eines TREM-β Liganden konnte 

auf Knochenmarkzellen, in der Zellmembran GRAM positiver und 
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negativer Bakterien sowie auf der Astrozytom-Zelllinie HTB1β [7β, 74, 75] 

nachgewiesen werden. 

TREM-3 

TREM-γ stellt beim Mensch ein Pseudogen dar [18]. Bei der Maus wurde 

ein funktionelles Protein in Makrophagen nachgewiesen, welches nach 

Stimulation mit LPS hochreguliert wird [56]. Es handelt sich um einen 

DAP1β-assoziierten Rezeptor, dessen Aminosäuresequenz zu 4γ % mit der 

von TREM-1 übereinstimmt [6β]. Daher kann für TREM-γ eine aktivierende, 

TREM-1-ähnliche Funktion angenommen werden. 

TREM-4 (pDC-TREM) 

TREM-4 wird auf CpG (Cytosin-Phosphat-Guanin)-aktivierten 

plasmazytoiden dendritischen Zellen der Maus exprimiert und daher auch 

als pDC-TREM bezeichnet. Es konnte für den Rezeptor eine aktivierende 

Wirkung auf die Interferon (IFN)-α-Produktion dieser Zellen gezeigt werden. 

Die Signaltransduktion von TREM-4 wird vermutlich wie bei TREM-1 und 

TREM-β über DAP1β vermittelt [γ9]. 

TREM-like Transcript-1 (TLT-1; TREML1) 

TLT-1 wurde im Jahr β00β erstmals näher charakterisiert und ist unter den 

TREM-like Proteinen am besten untersucht. 

Der Rezeptor besteht aus einer extrazellulären Ig-Domäne vom V-Typ, 

einem ungeladenen Transmembranbereich und einer langen 

zytoplasmatischen Region mit einem ITIM und einem ITSM [40, 76]. Neben 

den hemmenden Signalmotiven besitzt der Rezeptor im zytoplasmatischen 

Abschnitt eine Prolin-reiche Region, welche eine potentielle Bindungsstelle 

für Src Homology 3 (SHγ)-Domänen (PxxPx+; P steht für Prolin, x für eine 

beliebige Aminosäure, + für ein positiv geladenes Arginin) enthält [18]. 

Darüber hinaus existieren zwei Splice-Varianten (TLT-1sp), von welchen die 

eine für einen TLT-1 Form mit einem kurzen zytoplasmatischen Abschnitt 

ohne Signalmotive und die andere ausschließlich für die extrazelluläre 
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Domäne von TLT-1 kodiert [18, 76, 77]. Auch eine lösliche Form des 

Rezeptors (sTLT-1) wurde nachgewiesen [45]. 

TLT-1 besitzt die strukturellen Merkmale eines typisch inhibitorischen 

Rezeptors. Die initiale Charakterisierung zeigte, dass eine 

Phosphorylierung des Rezeptors zur Rekrutierung der Tyrosin-

Phosphatase SHP-1 führt und wies somit eine potentiell hemmende 

Wirkung nach [40]. Im Gegensatz dazu wurde der Rezeptor in späteren 

Untersuchungen als kostimulatorischer Rezeptor beschrieben. In diesen 

Versuchen konnte eine Rekrutierung von SHP-1 oder SHIP nicht 

nachgewiesen werden. Stattdessen wurde eine Assoziation mit SHP-β 

gezeigt, welche zu einer FcεRIȖ-vermittelten Kalzium-Freisetzung führte 

[76]. Dies ist ein außergewöhnliches Ergebnis, da ITIM-haltige Rezeptoren 

in der Regel eine Abnahme der Kalzium-Freisetzung induzieren. 

TLT-1 wird ausschließlich in den α-Granula von Thrombozyten und 

Megakaryozyten exprimiert [76, 78]. Die Aktivierung der Thrombozyten mit 

Thrombin, Kollagen oder LPS führt zu einer umgehenden Expression auf 

der Zelloberfläche [78, 79]. 

Fibrinogen wurde β009 als Ligand von TLT-1 identifiziert [77]. In der Studie 

konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Fibrinogen an TLT-1 eine 

Thrombozytenaggregation induziert. Dabei kommt es durch eine Interaktion 

mit den Zytoskelett-assoziierten ERM Proteinen Ezrin, Radixin und Moesin 

zu einer Verlinkung von Fibrinogen an das Zytoskelett [77]. Darüber hinaus 

wurde in einer weiteren Studie nachgewiesen, dass ein rekombinant 

hergestelltes, lösliches TLT-1 (rsTLT-1) einen Einfluss auf die 

Aktinpolymerisation der Thrombozyten hat, welche zur Ausbildung von 

Filopodien und Lamellipodien führt. Diese Scheinfüßchen sind neben einer 

sphäroiden Zellform ein typisches morphologisches Merkmal aktivierter 

Thrombozyten. Außerdem führte die Anwesenheit des rsTLT-1 zur 

gesteigerten Adhäsion von Thrombozyten an Endothelzellen [80]. 

Des Weiteren wurden Untersuchungen an TLT-1 Knockout-Mäusen 

durchgeführt [77]. Diese Tiere zeigten neben einer verlängerten 

Schwanzblutungszeit eine Prädisposition für die Ausbildung einer 
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Hämorrhagie infolge lokal-entzündlicher Läsionen. Im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen führte eine Behandlung mit Lipopolysacchariden (LPS) bei 

diesen Tieren zu erhöhten TNF- und D-Dimer- Plasmaspiegeln. Außerdem 

war die LPS-Behandlung für die Knockout-Tiere stets letal, während unter 

den Wildtyp-Tieren 15-β0 % überlebten. Auch eine erhöhte Anfälligkeit für 

polymikrobielle Infektionen ist bei diesen Tieren beschrieben [81]. 

Eine lösliche Form von TLT-1 (sTLT-1) wurde zunächst ausschließlich im 

humanen und murinen Serum gesunder Individuen gefunden [45]. 

Nachfolgend konnten beträchtliche Plasmaspiegel von sTLT-1 bei an 

Sepsis erkrankten Patienten nachgewiesen werden. Zudem wurde eine 

Korrelation zwischen dem sTLT-1-Plasmaspiegel und dem Auftreten einer 

disseminierten intravasalen Koagulopathie (DIC) beobachtet [77]. Es ist 

noch nicht abschließend geklärt, ob die lösliche Form infolge von 

hydrolytischer Spaltung des membranständigen Rezeptors entsteht oder ob 

es sich dabei um eine der zuvor beschriebenen alternativen Splice-

Varianten handelt [45]. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die 

extrazelluläre Domäne von TLT-1 infolge von Expression auf aktivierten 

Thrombozyten abgespalten wird [81]. Auch die Funktion von sTLT-1 ist noch 

nicht abschließend geklärt. In einer aktuelleren Studie wird für sTLT-1 eine 

entzündungshemmende Funktion bei Sepsis beschrieben [81]. Dabei 

konnte in der extrazellulären Domäne eine Sequenz von 

17 Aminosäuren (LR17) identifiziert werden, welche mit TREM-1 um 

dessen Liganden konkurriert und dadurch die proinflammatorische Wirkung 

von TREM-1 hemmt. Eine Behandlung von septischen Mäusen mit LR17 

führte zu einer verbesserten Überlebenschance [81]. 

Zusammenfassend spielt TLT-1 unter anderem eine wichtige Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der vaskulären Homöostase und der Regulation der 

Koagulation. Hier scheint der Rezeptor über eine Aktinpolymerisation zu 

einer gesteigerten Thrombozytenaggregation sowie einer gesteigerten 

Adhäsion der Thrombozyten an Endothelzellen zu führen. Darüber hinaus 

besitzt der Rezeptor eine immunmodulatorische Funktion, die nicht über die 

zytoplasmatischen Signalmotive vermittelt wird, sondern über eine 

17 Aminosäuren lange Sequenz der extrazellulären Domäne. Die 
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antiinflammatorische Wirkung wird vermutlich über eine Hemmung der 

TREM-1-induzierten Aktivierung von Leukozyten vermittelt. 

TLT-1 bietet somit verschiedene klinische Nutzungsmöglichkeiten. Neben 

dem Einsatz als prognostischer Marker bei DIC, bietet TLT-1 einen 

möglichen therapeutischen Ansatzpunkt für die Behandlung von 

verschiedenen Koagulationsstörungen [77]. Eine Hemmung von Thrombin-

vermittelter Thrombozytenaggregation konnte bereits mittels eines 

TLT-1-spezifischen scFv (single chain variable fragment)-Antikörpers 

gezeigt werden [8β]. Auch der Einsatz von sTLT-1 als diagnostischer Marker 

für die Beurteilung von DIC ist inzwischen in der Literatur beschrieben [8γ]. 

TREM-like Transcript-2 (TLT-2; TREML2) 

TLT-β wird auf murinen B-Zellen, neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen exprimiert [41]. Außerdem konnte eine konstitutive 

Expression auf CD8-positiven T-Zellen und eine induzierte Expression auf 

aktivierten CD4-positiven T-Zellen nachgewiesen werden [84]. Im 

Gegensatz zu den B-Zellen, führt eine LPS-Stimulation bei den Zellen 

myeloiden Ursprungs zu einer Hochregulation des Rezeptors [41]. Während 

das murine TLT-β einen ITIM-haltigen zytoplasmatischen Bereich aufweist, 

besitzt das humane TLT-β zwei potentielle Signalmotive, von denen das 

eine ein Endozytose-Motiv (YxxV; Y steht für Tyrosin, x für eine beliebige 

Aminosäure, V für Valin) und das andere ein SHγ-Bindungsmotiv (+xxPxxP; 

+ steht für ein positiv geladenes Arginin, x für eine beliebige Aminosäure, P 

für Prolin) ist [18, γ6]. Das Membranprotein B7-Hγ wurde als ein Ligand für 

TLT-β identifiziert. Dabei handelt es sich um ein Mitglied der B7 Familie, für 

welches sowohl kostimulatorische als auch koinhibitorische Funktionen bei 

der T-Zell-vermittelten Immunantwort beschrieben wurden. Für TLT-β 

konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion des Moleküls mit dem auf 

T-Zellen exprimierten Rezeptor zu einer gesteigerten T-Zell-Aktivierung 

führt [84]. 
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TREM-like Transcript-4 (TLT-4; TREML4) 

Die Expression von TLT-4 konnte bei der Maus auf Subpopulationen von 

dendritischen Zellen und Milzmakrophagen gezeigt werden [4β]. Der 

Rezeptor assoziiert mit DAP1β und bindet an apoptotische und nekrotische 

Zellen [4β]. Außerdem wurde gezeigt, dass TLT-4 bei der Präsentation von 

Antigenen eine Rolle spielt und bei der durch den Toll-ähnlicher Rezeptor 

(TLR)-7-induzierten Produktion proinflammatorischer Zytokine eine 

aktivierende Funktion besitzt [85, 86]. Es ist noch unklar, ob TLT-4 beim 

Mensch für eine lösliche Form kodiert oder ob es sich um ein Pseudogen 

handelt [4β]. 

TREM-like Transcript-3 und -6 (TLT-3/-6; TREML3/-6) 

Für TLT-γ und -6 wurde in der Literatur bisher kein funktionelles Protein 

beschrieben. 
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3.3 TREM beim Huhn 

Die TREM Familie des Haushuhns wurde erstmals β006 von 

Viertlboeck et al. beschrieben [γ]. Nachdem im Jahr β004 das 

Hühnergenom vollständig sequenziert vorlag, konnten drei TREM Gene 

durch den Vergleich mit humanen Gensequenzen sowie anhand von 

konservierter Syntenie identifiziert werden. Die drei identifizierten 

TREM Gene umfassen den potentiell aktivierenden Rezeptor TREM-A1 

sowie die beiden potentiell hemmenden Rezeptoren TREM-B1 und 

TREM-Bβ [γ]. Eine Übersicht der TREM Mitglieder beim Huhn gibt 

Abbildung β.  

Abbildung 2: Schematische Darstellung der TREM Mitglieder des Haushuhns. Als 

Mitglieder der IgSF besitzen alle Rezeptoren extrazelluläre Ig-Domänen vom V-Typ. 

TREM-A1 besitzt ein positiv geladenes Lysin (K) im Transmembranbereich und einen 

kurzen zytoplasmatischen Abschnitt. TREM-B1 und TREM-Bβ haben einen ungeladenen 

Transmembranbereich und hemmende Tyrosin-basierende Signalmotive in der 

zytoplasmatischen Region. Für TREM-Bβ wurden drei alternative Splice-Varianten 

nachgewiesen.  

Die Nomenklatur der TREM beim Huhn erfolgte gemäß ihrer Homologie zur 

humanen TREM Familie. Dabei erhielten Rezeptoren mit aktivierenden 
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Merkmalen den Suffix –A und Rezeptoren mit typisch inhibitorischen 

Signalmotiven den Suffix –B. Zusätzlich ist jeder Rezeptor mit einer 

Nummer versehen, welche der chronologischen Reihenfolge der 

Entdeckung entspricht [γ].  

Der syntenische Lokus der TREM befindet sich beim Haushuhn auf 

Chromosom β6 und wird wie beim Säuger durch die nicht verwandten Gene 

NFYA (Nuclear transcription factor-Yα), FOXP4 (Forkhead Box P4) und 

MDFI (MyoD family inhibitor) flankiert (Abb. γ) [γ].  

Abbildung 3: Schematische Darstellung des humanen TREM-Clusters auf 

Chromosom 6pβ1 verglichen mit dem ersten Modell des TREM Lokus beim Haushuhn auf 

Chromosom β6 nach Viertlboeck et al. Die konservierten Gene NFYA, FOXP4 und MDFI 

flankieren die syntenische Region. Abbildung entnommen aus Viertlboeck et al. [γ]. 

TREM-A1 und TREM-B1 wurden durch die ENSEMBL-Datenbank zunächst 

als ein einzelnes TREM Gen (TREMβ) auf Contig 65.7β 

vorhergesagt (Abb. γ). In weiteren Untersuchungen zeigte sich jedoch, 

dass es sich hierbei um zwei verschiedene Gene handelt (Abb. 4). 

Nachdem die Sequenzierung des Abschnitts zwischen Contig 65.70 und 

Contig 65.71 gelungen war, konnte zudem TREM-Bβ als dritter Vertreter der 

TREM Familie im Hühnergenom identifiziert werden (Abb. 4) [γ]. 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Position und Orientierung der TREM Gene 

auf Chromosom β6 des Huhns. TREM-A1 (in der Abbildung TREM-A) und TREM-B1 

wurden initial als TREMβ vorhergesagt. TREM-Bβ wurde erst nach Sequenzierung des 

Abschnitts zwischen Contig 65.70 und Contig 65.71 identifiziert. Abbildung entnommen aus 

Viertlboeck et al. [γ]. 

Die TREM Gene besitzen eine für die IgSF typische Exon-Intron-Struktur, 

bei der die Ig-Domänen durch separate Exons kodiert werden. Vergleichbar 
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mit den Mitgliedern der humanen TREM Familie variieren auch bei den 

einzelnen Mitgliedern des Huhns sowohl Länge, Anzahl als auch Verteilung 

der Introns sehr stark [γ]. 

Alle drei Mitglieder besitzen TREM-charakteristische Ig-Domänen vom 

V-Typ, die in ihren Aminosäuresequenzen zu 16 % bis γγ % identisch sind. 

Darüber hinaus konnte bei allen TREM Genen des Huhns ein zusätzlicher 

Cysteinrest im c- und c‘-Strang als weiteres typisches Merkmal der 

humanen TREM Mitglieder nachgewiesen werden. Eine 

Stammbaumanalyse wies darauf hin, dass zwischen den TREM Genen von 

Mensch und Huhn eine phylogenetisch engere Verwandtschaft besteht als 

zwischen den einzelnen humanen TREM Mitgliedern (Abb. 5). Zudem ergab 

eine Sequenzanalyse, dass die Homologie zwischen den TREM Mitgliedern 

von Huhn und Mensch teilweise größer ist als zwischen den einzelnen 

humanen Mitgliedern [γ]. 

Abbildung 5: Phylogenetischer Vergleich der TREM Mitglieder des Haushuhns mit den 

entsprechenden Vertretern der humanen TREM Familie. Die einzelnen Ig-Domänen 

wurden mit dem ClustalW Algorithmus analysiert. Zur Erstellung des phylogenetischen 

Baums wurde MEGA γ.1. verwendet. Entnommen aus Viertlboeck et al. [γ]. 

Für TREM-A1 und TREM-B1 konnten strukturell ähnliche Vertreter beim 

Säuger identifiziert werden. Hierbei handelt es sich bei TREM-A1 um das 

humane TREM-β und bei TREM-B1 um das humane TLT-1 (auch 

TREML1) [γ]. Von den drei Mitgliedern wurde bisher nur der potentiell 

aktivierende Rezeptor TREM-A1 ausführlich untersucht [1γ, 15]. Für die 

beiden anderen potentiell hemmenden Vertreter der Familie wurden zwar 
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initiale Sequenz- und Expressionsanalysen durchgeführt [γ, 15], eine 

detaillierte Charakterisierung ist jedoch noch nicht erfolgt. 

TREM-A1 ist unter den TREM Mitgliedern beim Huhn der einzige Rezeptor 

mit aktivierenden Merkmalen. Strukturell besteht er aus einer 

extrazellulären Ig-Domäne vom V-Typ und besitzt im transmembranen 

Bereich ein Lysin als positiv geladene Aminosäure (Abb. β). Das Protein 

wird von einem Transkript mit einer Länge von 71γ Basenpaaren (bp) 

kodiert [γ]. Eine eingehende Expressionsanalyse mittels qPCR, 

Durchflusszytometrie und Immunhistochemie zeigte, dass der Rezeptor 

stark auf Makrophagen und Monozyten sowie auf heterophilen 

Granulozyten und NK-Zellen exprimiert ist. Aber auch auf Subpopulationen 

von Thrombozyten sowie B- und T-Zellen konnte eine Expression 

nachgewiesen werden. Hier war die Expressionshöhe jedoch geringer und 

variabel [1γ]. Die immunhistochemische Untersuchung des Gehirns ergab, 

dass TREM-A1 neben Mikroglia auch auf Neuronen, Astrozyten und 

Oligodendrozyten exprimiert ist [1γ]. Welches Adaptermolekül TREM-A1 

zur Signaltransduktion verwendet, ist noch unklar. Aufgrund der Ähnlichkeit 

in der Aminosäuresequenz zu NKp44, TREM-1 und TREM-β, ist eine 

Assoziation mit dem gleichen Signalmolekül DAP1β denkbar. Ein Homolog 

zum DAP1β der Säuger konnte beim Huhn bisher jedoch noch nicht 

identifiziert werden [1γ]. Der Sequenzvergleich von TREM-A1 mit den 

humanen Rezeptoren TREM-1, TREM-β und NKp44 ergab, dass TREM-β 

mit einer Sequenzübereinstimmung von γ0 % die größte Homologie zu 

TREM-A1 aufweist. Ein Vergleich der Ig-Domänen beider Rezeptoren 

zeigte sogar eine noch höhere Sequenzübereinstimmung von 44 %. Die 

Aminosäuresequenz des Transmembranbereichs gleicht, im Gegensatz 

zum extrazellulären Bereich, eher der transmembranen Proteinsequenz 

von NKp44. Dabei befindet sich das Lysin in exakt gleicher Position. Neben 

der Aminosäuresequenz kombiniert TREM-A1 auch das Expressionsmuster 

verschiedener TREM Mitglieder beim Säuger. So ist das humane TREM-β 

auf Makrophagen, dendritischen Zellen, Osteoklasten, Mikroglia und 

einigen Neuronen exprimiert, während NKp44 auf NK-Zellen zu finden ist. 

TREM-A1 könnte daher auch die unterschiedlichen Funktionen dieser 

Rezeptoren vereinen [1γ]. Bisher ist über die Funktion von TREM-A1 noch 
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nicht viel bekannt. Mittels eines polyklonalen Antiserums gegen TREM-A1 

konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung des Rezeptors bei 

heterophilen Granulozyten alleine und in Synergie mit LPS zu einer 

schnellen Degranulation führt und die Fähigkeit zur Phagozytose 

verbessert. Außerdem konnte eine verstärke Transkription 

proinflammatorischer Zytokine und Chemokine gezeigt werden. Ein 

oxidativer Burst von heterophilen Granulozyten infolge einer 

TREM-A1 Aktivierung konnte hingegen nur in Verbindung mit LPS 

beobachtet werden [87]. 

Die beiden potentiell inhibitorischen TREM Mitglieder des Huhns wurden im 

Gegensatz zu TREM-A1 bisher noch nicht genauer charakterisiert. Ein 

Sequenzvergleich der Ig-Domänen mit dem humanen TLT-1 ergab eine 

Homologie zwischen 10 % und γ0 % [γ]. 

TREM-B1 besitzt zwei Ig-Domänen von V-Typ, einen ungeladenen 

Transmembranbereich und einen langen zytoplasmatischen Abschnitt mit 

zwei ITIM und einem ITSM (Abb. β). Das Gen kodiert für ein Protein von 

411 Aminosäuren und liegt in unmittelbarer Nähe zu TREM-A1 [γ]. 

Für TREM-Bβ wurden bei der Expressionsanalyse mittels PCR drei 

unterschiedlich lange Transkripte nachgewiesen (TREM-Bβv1, TREM-Bβvβ 

und TREM-Bβvγ) (Abb. β). Diese sind im Wesentlichen identisch, 

unterscheiden sich jedoch in der Anzahl ihrer Ig-Domänen. TREM-Bβv1 

wird durch 1γ41 bp kodiert und ist TREM-B1 strukturell sehr ähnlich. Es 

besteht aus zwei Ig-Domänen vom V-Typ und einer ungeladenen 

transmembranen Region. Wie bei TREM-B1 sind im zytoplasmatischen 

Bereich zwei ITIM enthalten, ein ITSM fehlt jedoch. Während TREM-Bβvβ 

die Membran-proximale Ig-Domäne fehlt, weist TREM-Bβvγ vier 

Ig-Domänen auf, welche eine Duplikation der TREM-Bβv1 Domänen 

darstellt. Daher handelt es sich bei den verschiedenen Formen vermutlich 

um alternative Splice-Varianten [γ]. 
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Supporting Information 

 

S1 Fig. TREM-B1 is highly expressed by PBMC. RNA from indicated tissues was 
analyzed for TREM-B1 expression by real-time RT-PCR using oligonucleotides 
summarized in Table β. Cycle threshold values were normalized on 18S RNA and 
calibrated on liver using β-ΔΔCt formula. One representative out of three experiments is 
shown. 
 

doi:10.1371/journal.pone.0151513.s001 
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5 Diskussion 

Dem Huhn kommt als Lebensmittel lieferndes Tier eine große Bedeutung 

zu. Die Erhaltung der Tiergesundheit spielt dabei eine zentrale Rolle, um 

zum einen die Geflügelindustrie vor wirtschaftlichen Verlusten zu schützen 

und zum anderen einen guten Verbraucherschutz zu gewährleisten. Ein 

möglicher Ansatzpunkt hierfür ist die gezielte Modulation des 

Immunsystems. Hierzu bedarf es jedoch eines tiefgründigen 

Verständnisses über den Aufbau und die Funktion des aviären 

Immunsystems, welches teilweise erhebliche Unterschiede zu dem des 

Säugers aufweist. Es besteht mittlerweile ein sehr gutes 

Grundlagenverständnis über das Immunsystem des Huhns. Die zusätzliche 

Identifizierung und Charakterisierung potentiell immunregulatorischer 

Rezeptorfamilien ist ein weiterer, notwendiger Schritt, um das erforderliche 

Wissen zu erweitern und zu vertiefen. Hierdurch wird eine Grundlage für die 

Einsicht in die Funktion und die Interaktion dieser Rezeptoren mit anderen 

Immunzellen geschaffen. Durch intensive Untersuchungen des 

Hühnergenoms konnten in den letzten Jahren verschiedene Mitglieder 

solcher Rezeptorfamilien identifiziert werden. 

TREM-B1 ist ein potentiell hemmender Oberflächenrezeptor beim 

Haushuhn. Um einen Einblick in mögliche Funktionen des Rezeptors zu 

erlangen, wurde eine eingehende Charakterisierung des 

Expressionsmusters sowie der biochemischen und funktionellen 

Eigenschaften durchgeführt. 

Durchflusszytometrische Expressionsanalysen mittels TREM-B1-

spezifischer monoklonaler Antikörper ergaben, dass der Rezeptor 

ausschließlich auf Thrombozyten exprimiert ist. Zusätzlich zu diesen 

Untersuchungen, bei denen Leukozyten mittels Dichte-Gradienten-

Zentrifugation gewonnen wurden, zeigten Vollblutfärbungen, dass die 

Zellpräparation keinen Einfluss auf die Expressionshöhe des Rezeptors 

ausübt. Auch die Stimulation angereichter Thrombozyten mit LPS bewirkte 

keine Veränderung in der Oberflächenexpression (Daten nicht gezeigt). 

Zusammengenommen scheint TREM-B1 somit konstitutiv auf der 
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Oberfläche von Thrombozyten des Huhns exprimiert zu sein. Die 

biochemische Analyse des Rezeptors mittels Western Blot identifizierte 

TREM-B1 als ein glykosiliertes Monomer mit einem Molekulargewicht von 

50 kDa. Bei Untersuchungen zur Signaltransduktion von TREM-B1 wurde 

nachgewiesen, dass die Phosphorylierung des Rezeptors die Rekrutierung 

der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-β induziert. Eine weiterführende, 

funktionelle Analyse zeigte darüber hinaus, dass die Kreuzvernetzung des 

Rezeptors zu einer verminderten Oberflächenexpression des 

Degranulationsmarkers CD107 führt.  

TREM-B1 weist in seiner Struktur und Aminosäuresequenz eine große 

Ähnlichkeit zum humanen TLT-1 auf [γ]. Daher könnte es sich bei TREM-B1 

um ein Homolog des TLT-1 beim Säuger handeln. Diese Hypothese wird 

durch einen Vergleich des Expressionsmusters der beiden Rezeptoren 

bestärkt. Genau wie TREM-B1 ist auch TLT-1 ausschließlich auf 

Thrombozyten exprimiert [78]. Außerdem weisen beide Rezeptoren 

strukturell ähnliche Merkmale auf, sie sind jedoch in ihrer Struktur nicht 

identisch. So hat TREM-B1 zwei Ig-Domänen vom V-Typ, während TLT-1 

nur eine solche Domäne aufweist [40]. Auch in der Anzahl der Signalmotive 

unterscheiden sich die beiden Rezeptoren. Während TREM-B1 zwei ITIM 

und ein ITSM aufweist, besitzt TLT-1 neben dem ITSM nur ein 

ITIM [γ, 40, 76]. Ein Sequenzvergleich zwischen der Membran-distalen 

Ig-Domäne von TREM-B1 mit der einzelnen Ig-Domäne von TLT-1 zeigte 

eine Übereinstimmung der Aminosäuren von γ0 % (Abb. 6). Dies ist 

teilweise höher als die Homologie der einzelnen aviären TREM 

untereinander. Sowohl die humanen TREM Rezeptoren als auch die 

TREM Mitglieder des Huhns weisen nur eine geringe Menge 

übereinstimmender Aminosäuren in ihren Ig-Domänen auf [γ, 1γ]. 

Des Weiteren konnte für TREM-B1 eine Assoziation mit dem Signalmolekül 

SHP-β gezeigt werden. Auch für das humane TLT-1 wurde die Rekrutierung 

dieser Phosphatase nachgewiesen [76].  

Insgesamt lässt sich zusammenfassen, dass TREM-B1 und TLT-1 sich zwar 

in ihrer Struktur und Sequenz ähneln, sich aber nicht gleichen. Die 

Kongruenz des Expressionsmusters sowie die Signaltransduktion mittels 
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des gleichen Signalmoleküls SHP-β deuten jedoch auf eine 

phylogenetische Verwandtschaft zwischen TREM-B1 des Haushuhns und 

TLT-1 des Säugers hin. 

Abbildung 6: Sequenzvergleich zwischen TREM-B1 mit dem humanen TLT-1. Mit Hilfe 

des ClustalW Algorithmus wurden in Lasergene MegAlign die Proteinsequenzen der 

Signalpeptide (SP), der Ig-Domänen (V), der Transmembranbereiche (TM) und der 

zytoplasmatischen Domänen (CY) separat verglichen. Gleiche Aminosäuren sind schwarz 

schattiert. Der prognostizierte Transmembranbereich ist durch einen Strich und die 

ȕ-Stränge der Ig-Domänen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Sterne deuten auf 

konservierte, Disulfidbrücken-bildende Cysteine hin.  

Ein Ligand für TREM-B1 konnte bisher nicht identifiziert werden. Somit lässt 

sich auch über die Funktion des Rezeptors nur sehr vage spekulieren. 

TREM-B1 besitzt im zytoplasmatischen Bereich typisch hemmende 

Signalmotive. Mit zwei ITIM und einem ITSM weist dieses TREM Mitglied 

die typischen Merkmale eines inhibitorisch wirkenden Rezeptors der IgSF 

auf [γ]. Auch die Rekrutierung der Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-β 

infolge einer Phosphorylierung des Rezeptors spricht für eine hemmende 

Funktion. Für TLT-1 wurde bei einer initialen Charakterisierung ebenfalls 

eine hemmende Funktion beschrieben [40]. Hier wurde allerdings zunächst 

gezeigt, dass die Phosphorylierung des Rezeptors zur Rekrutierung der 

Phosphatase SHP-1 führt. Dahingegen wurde in einer anderen 

Untersuchung zur Signaltransduktion nachgewiesen, dass nur SHP-β 
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rekrutiert wird [76]. Zudem kam diese Studie zu dem kontroversen Ergebnis, 

dass TLT-1 nicht wie ein typisch inhibitorischer Rezeptor die Kalzium-

Freisetzung hemmt, sondern diese steigert. Dies weist somit vielmehr auf 

eine kostimulatorische als auf eine hemmende Funktion des Rezeptors hin. 

Für TREM-B1 konnte indessen ein inhibitorischer Effekt auf aktivierten 

Thrombozyten gezeigt werden. Eine Kreuzvernetzung des Rezeptors 

reduzierte die CLEC-β-induzierte Degranulation von Thrombozyten 

zwischen 4γ,7 % und 61,γ % und wies somit eine hemmende Wirkung von 

TREM-B1 nach. 

Die Identifizierung eines Liganden für TLT-1 ist inzwischen gelungen [77]. 

Es konnte gezeigt werden, dass TLT-1 nach seiner Expression auf der 

Zelloberfläche Fibrinogen bindet, wodurch die Aggregation von 

Thrombozyten vermittelt wird. TLT-1 besitzt somit eine signifikante Rolle in 

der Blutgerinnung und der intravasalen Homöostase. Aufgrund der 

homologen Merkmale und des identischen Expressionsmusters auf 

Thrombozyten ist auch eine analoge Funktion von TLT-1 und TREM-B1 

denkbar. Während die Expression von TLT-1 jedoch erst infolge einer 

Aktivierung der Thrombozyten induziert wird [78], konnte für TREM-B1 

mittels Vollblutfärbungen eine konstitutive Expression nachgewiesen 

werden. Daher erscheint eine hämostatische Funktion eher 

unwahrscheinlich und weist auf eine andere physiologische Funktion von 

TREM-B1 hin. Es bleibt dabei zu beachten, dass Thrombozyten sehr leicht 

aktiviert werden können. Somit ist es möglich, dass selbst bei den 

durchflusszytometrischen Untersuchungen von Vollblutproben bereits 

infolge minimaler Manipulationen, beispielsweise bei der Blutentnahme, 

eine Aktivierung stattgefunden hat. Initiale Untersuchungen zur 

Identifizierung eines TREM-B1 Liganden gaben keinen Hinweis auf eine 

Interaktion zwischen TREM-B1 und Fibrinogen (Daten nicht gezeigt). Die 

mögliche Bindung von Fibrinogen an TREM-B1 wurde mittels eines 

Reportergen-Assays überprüft. Für diese Versuche stand allerdings kein 

aviäres Fibrinogen zur Verfügung, so dass humanes Fibrinogen verwendet 

wurde. Zwar handelt es sich bei dem Protein um ein relativ konserviertes 

Molekül [88], trotzdem könnten aber Spezies-spezifische Unterschiede die 

Ursache für eine fehlende Interaktion zwischen dem Rezeptor und dem 
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potentiellen Liganden sein. Daher sollte zur Klärung dieser Fragestellung 

aviäres Fibrinogen verwendet werden. 

Inhibitorische Ig-ähnliche Rezeptoren vermitteln ihre hemmende Wirkung in 

der Regel über die Unterbrechung einer aktivierenden Signalkaskade. Das 

heißt, sie besitzen für gewöhnlich einen aktivierenden Gegenspieler, 

dessen Signaltransduktion gehemmt wird. Man spricht hierbei auch von 

paarigen Ig-ähnlichen Rezeptoren. Dabei besitzen die antagonistisch 

wirkenden Rezeptoren nicht zwingend den gleichen Liganden. Bei 

gleichzeitiger Aktivierung entscheidet die Stärke der gegensätzlichen 

Signale, welche Wirkung überwiegt und ob somit ein aktivierender oder 

hemmender Effekt auf die Zellfunktion ausgeübt wird [βγ]. TREM-A1 ist 

unter den TREM Mitgliedern des Huhns der einzige potentiell aktivierende 

Rezeptor. Der Hypothese zufolge müsste TREM-B1 somit eine durch 

TREM-A1-induzierte Aktivierung hemmen oder aufheben. Diese Annahme 

ist jedoch unwahrscheinlich. Auch wenn TREM-A1 auf einer Subpopulation 

von Thrombozyten exprimiert ist [1γ], weisen die beiden Rezeptoren einen 

deutlichen Unterschied in ihrem Expressionsmuster auf. Des Weiteren 

besteht die Möglichkeit, dass es neben TREM-A1 noch weitere aktivierende 

TREM Mitglieder gibt, die bisher aufgrund fehlender Homologie noch nicht 

identifiziert wurden. Wie zuvor erwähnt, besitzen die TREM Mitglieder 

untereinander nur eine geringe Übereinstimmung in der 

Aminosäuresequenz. TREM-B1 könnte daher auch Gegenspieler für einen 

bisher unentdeckten, aktivierenden TREM Rezeptor sein. Letztendlich 

bleibt zu beachten, dass für das humane TLT-1 keine Hemmung von 

TREM-1 oder -β-induzierten Signalwegen beschrieben ist und der Rezeptor 

somit nicht in das typische Paradigma von paarigen Ig-ähnlichen 

Rezeptoren passt. Dies könnte auch für TREM-B1 zutreffen. 

TREM-B1 ist ein potentiell immunregulatorischer Rezeptor. Seine 

restringierte Expression auf Thrombozyten weist daher auf eine mögliche 

Funktion von Thrombozyten im Immunsystem hin. In den letzten Jahren 

wurde gezeigt, dass Thrombozyten nicht nur bei der Blutgerinnung von 

Bedeutung sind, sondern auch eine signifikante Rolle im Immungeschehen 
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spielen [89, 90]. Dies konnte auch schon für die Thrombozyten des Huhns 

gezeigt werden [91-9γ]. 

Im Säuger ist eine lösliche Form von TLT-1 bekannt (sTLT-1), für welche 

eine immunregulatorische Funktion nachgewiesen werden konnte [81]. 

Diese lösliche Rezeptorform wird durch aktivierte Thrombozyten vermutlich 

infolge von Hydrolyse sezerniert [45, 81]. Sie konnte im Serum, aber nicht 

im Plasma gesunder Individuen nachgewiesen werden [45]. Hingegen 

besitzen Sepsis-Patienten einen sehr hohen Plasmaspiegel von sTLT-1, 

welcher mit dem Schweregrad einer disseminierten intravasalen 

Koagulopathie (DIC) korreliert [81]. sTLT-1 stellt somit einen potentiellen 

diagnostischen und/oder prognostischen Indikator für die DIC dar. Der 

Einsatz als diagnostischer Marker wurde indessen in der Literatur 

beschrieben [8γ]. Des Weiteren hemmt die lösliche Rezeptorform die 

TREM-1-induzierte Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Anders als 

für hemmende Ig-Rezeptoren üblich, geschieht dies nicht über die 

Hemmung der TREM-1 vermittelten Signalgebung, sondern über die 

Konkurrenz um den gleichen Liganden. Bei einer Analyse der 

extrazellulären Domäne von TLT-1 wurde eine Sequenz von 

17 Aminosäuren identifiziert, welche ein strukturelles Äquivalent zu einem 

Proteinbereich im murinen TREM-1 darstellt. Auch von TREM-1 existiert 

eine lösliche Form (sTREM-1), von der bekannt ist, dass sie die 

Signaltransduktion von membrangebundenen TREM-1 hemmt [4γ]. Diese 

Wirkung konnte auch für die lösliche Form von TLT-1 nachgewiesen 

werden. Dabei scheint sTLT-1, genau wie sTREM-1, mit dem 

membrangebundenen TREM-1 um seinen Liganden zu konkurrieren und 

hierdurch dessen Aktivität zu modulieren.  

Für TREM-B1 konnte bisher noch keine lösliche Form nachgewiesen 

werden. Jedoch wurden in dem Gen des Rezeptors zwei potentielle 

Polyadenylierungssequenzen (Poly-A-Sequenz) identifiziert, welche beide 

im Intron hinter der ersten Ig-Domäne von TREM-B1 liegen. Nachfolgend 

wurde cDNA aus peripheren mononukleären Zellen des Blutes synthetisiert 

und mittels PCR auf die Expression dieser Splice-Varianten untersucht. 

Hierbei konnte eine Splice-Variante (TREM-B1sp) mit einer Länge von 
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171 Aminosäuren nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Des 

Weiteren wurden Zellen mit einem Expressionskonstrukt transfiziert, 

welches für die FLAG-markierte Splice-Variante kodiert. Eine intrazelluläre 

Expression konnte durch Immunfärbung gezeigt werden (Daten nicht 

gezeigt). Damit ist zwar die Expression des Proteins nachgewiesen, ob 

TREM-B1sp von den Thrombozyten sezerniert wird und ob diese Form des 

Rezeptors eine Funktion besitzt, bleibt jedoch noch zu klären. Die Prämisse 

einer potentiell biologischen Funktion dieser Splice-Variante wird dennoch 

durch das Vorkommen von zwei TLT-1 Splice-Varianten im Säuger 

unterstützt [76, 77], auch wenn hier die Rolle dieser Rezeptorform ebenfalls 

noch im Unklaren ist. Bei dem immunmodulatorischen sTLT-1 handelt es 

sich vermutlich nicht um eine solche Splice-Variante, sondern um ein 

Produkt hydrolytischer Spaltung [45, 81]. 

Untersuchungen zur Identifizierung einer löslichen Form (sTREM-B1) sowie 

eine weitere Charakterisierung von TREM-B1sp werden angestrebt. Hierzu 

sollen zunächst angereicherte Thrombozyten mit LPS stimuliert und 

anschließend der Überstand im Western Blot auf eine mögliche lösliche 

Form von TREM-B1 untersucht werden. Für diesen Zweck wurde bereits 

ein polyklonales Kaninchen-Antiserum hergestellt, welches gegen die 

extrazelluläre Domäne von TREM-B1 gerichtet ist und derzeit für 

Western Blot Analysen etabliert wird. Im Falle eines positiven Ergebnisses 

soll nachfolgend das Blut von LPS-behandelten Hühnern auf die lösliche 

Form untersucht und mit dem von Kontrolltieren verglichen werden. Ein 

übergeordnetes Ziel ist hierbei, TREM-B1 auf seine Eignung als 

Sepsismarker zu überprüfen. Ein zuverlässiger diagnostischer 

Sepsismarker wäre in der Bestandsbetreuung von Hühnern von großem 

Wert. Die frühzeitige und eindeutige Diagnose einer generalisierten 

Infektionskrankheit könnte durch eine schnelle therapeutische Intervention 

vor wirtschaftlichen Verlusten schützen. 

Außerdem soll überprüft werden, ob TREM-B1sp von den Thrombozyten 

sezerniert wird oder ob diese Form nur intrazellulär nachzuweisen ist. 

Hierzu soll der Überstand von transfizierten Zellen, die die FLAG-markierte 
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Splice-Variante exprimieren, im Western Blot auf das Vorkommen von 

TREM-B1sp getestet werden. 

Beim Säuger sind zahlreiche TREM-like Transcripts (TLT, auch TREML) 

bekannt. Diese unterscheiden sich sowohl in ihrer Sequenz als auch in 

ihrem Expressionsmuster zum Teil erheblich und besitzen somit auch sehr 

unterschiedliche Funktionen. Beim Huhn wurden hingegen nur zwei TLT 

identifiziert. Es ist möglich, dass die beiden Rezeptoren die Funktionen 

verschiedener TLT des Säugers kombinieren. Dies wird auch für den 

Rezeptor TREM-A1 diskutiert, der beim Huhn das einzige aktivierende 

Mitglied der TREM Familie darstellt. Es ist beschrieben worden, dass 

TREM-A1 sowohl die Sequenzmerkale als auch das Expressionsmuster 

verschiedener TREM Mitglieder des Säugers kombiniert [1γ]. Somit 

könnten auch die unterschiedlichen Funktionen dieser Proteine in TREM-A1 

vereint sein. Auch die anderen Rezeptoren der TREM Familie des Huhns 

könnten eine solche funktionelle Vereinigung in sich bergen. Dennoch 

besteht eine weitere Möglichkeit darin, dass andere Rezeptoren des Huhns 

die Funktionen fehlender Gene übernehmen. 

Die initiale Charakterisierung von TREM-B1 stellt den Ansatzpunkt für 

weiterführende Untersuchungen zur Funktion des Rezeptors dar. Die 

Identifizierung eines Liganden mittels eines Reportergen-Assays könnte 

hierzu maßgeblich beitragen. 
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6 Zusammenfassung 

Charakterisierung von TREM-B1: ein hemmender Rezeptor auf 
Thrombozyten des Haushuhns 

TREM-B1 ist ein potentiell immunregulatorischer Oberflächenrezeptor des 

Haushuhns. Der Rezeptor besitzt zwei Ig-Domänen vom V-Typ, einen 

ungeladenen Transmembranbereich sowie zwei ITIM und ein ITSM in der 

zytoplasmatischen Region. Mit diesen strukturellen Merkmalen und den 

typisch inhibitorischen Signalmotiven besitzt er die charakteristischen 

Eigenschaften eines hemmenden Ig-ähnlichen Rezeptors. Die 

TREM Familie umfasst beim Huhn drei Mitglieder und ist auf Chromosom 

β6 lokalisiert. Neben TREM-B1 konnte der potentiell aktivierende Rezeptor 

TREM-A1 und der potentiell hemmende Rezeptor TREM-Bβ identifiziert 

werden. Sequenz- und Strukturmerkmale weisen darauf hin, dass 

TREM-B1 ein Homolog des humanen TLT-1 darstellt. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Expressionsmuster, die 

biochemischen und funktionellen Eigenschaften sowie die intrazelluläre 

Signaltransduktion von TREM-B1 eingehend untersucht. Zu diesem Zweck 

wurden TREM-B1-spezifische monoklonale Antikörper hergestellt und 

anschließend dazu verwendet, die Proteinexpression auf Leukozyten 

verschiedener Gewebe zu analysieren. Durch die Kombination mit 

spezifischen Markern für unterschiedliche Zellpopulationen konnte gezeigt 

werden, dass TREM-B1 ausschließlich auf Thrombozyten exprimiert wird. 

Darüber hinaus ergab die Untersuchung verschiedener Aktivierungsstadien 

von Thrombozyten, dass der Rezeptor, im Gegensatz zum TLT-1, 

konstitutiv auf der Zelloberfläche exprimiert wird. 

Biochemische Untersuchungen mittels Western Blot ergaben, dass 

TREM-B1 mit einem Molekulargewicht von 50 kDa als glykosiliertes 

Monomer auf der Thrombozytenoberfläche exprimiert wird. Die Pervanadat-

induzierte Phosphorylierung des Rezeptors führte zur Rekrutierung der 

Protein-Tyrosin-Phosphatase SHP-β. Darüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass die Kreuzvernetzung von TREM-B1 auf aktivierten 
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Thrombozyten zu einer Abnahme der Oberflächenexpression des 

Degranulationsmarkers CD107 führt.  

Ein Ligand für TREM-B1 konnte bisher noch nicht identifiziert werden und 

auch die Funktion des Rezeptors ist derzeit noch gänzlich ungeklärt. Die 

drei typisch inhibitorischen Signalmotive sowie die Assoziation des 

Rezeptors mit SHP-β und die TREM-B1-induzierte Hemmung der 

Degranulation von Thrombozyten lassen auf eine inhibitorische Funktion 

schließen. Eine zu TLT-1 analoge Aufgabe in der Blutgerinnung durch 

Interaktion mit Fibrinogen ist aufgrund der konstitutiven 

Oberflächenexpression von TREM-B1 unwahrscheinlich. 

Zusammengenommen handelt es sich bei TREM-B1 um einen Rezeptor, 

der konstitutiv auf Thrombozyten des Huhns exprimiert ist und einen 

hemmenden Effekt auf die Degranulation aktivierter Thrombozyten ausübt. 
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7 Summary 

Characterization of TREM-B1: an inhibitory receptor on chicken 
thrombocytes 

TREM-B1 in chickens is a potential immunoregulatory cell surface receptor. 

The receptor possesses two V-set Ig-domains, an uncharged 

transmembrane region and a cytoplasmic tail bearing two ITIM and one 

ITSM. These structural features and the typically inhibitory motifs define 

TREM-B1 as a representative inhibitory Ig-like receptor. The chicken 

TREM family, located on chromosome β6, comprises three members. In 

addition to TREM-B1, the potential activating receptor TREM-A1 and the 

potential inhibitory receptor TREM-Bβ were identified. Sequence and 

structural poperties indicate TREM-B1 might be a homologue to human 

TLT-1. 

In this study, TREM-B1 was characterized by detailed analyses of 

expression pattern, biochemical and functional features and intracellular 

signaling capabilities. For this purpose, TREM-B1 specific antibodies were 

generated and used to analyze protein expression on leukocytes obtained 

from different tissues. Combination with markers specific for different cell 

populations showed a TREM-B1 cell surface expression restricted to 

thrombocytes. In contrast to TLT-1, analysis of different activation stages of 

thrombocytes revealed a constitutive expression of TREM-B1 on the cell 

surface. 

Biochemical investigations by western blot demonstrated that TREM-B1 is 

expressed as a glycosylated monomeric protein of 50 kDa. Pervanadate 

treatment resulted in phosphorylation of the receptor and subsequent 

recruitment of the protein tyrosine phosphatase SHP-β. Moreover, 

TREM-B1 crosslinking has been shown to decrease cell surface expression 

of the degranulation marker CD107 on activated thrombocytes. 

A ligand of TREM-B1 has not been identified yet and functions of the 

receptor are still unresolved. Three typically inhibitory motifs as well as 

association with SHP-β and TREM-B1 induced reduction of thrombocyte 
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degranulation suggest an inhibitory function of the receptor. Unlike TLT-1, 

TREM-B1 is constitutively expressed. Therefore, the receptor seems to 

have a function different from TLT-1, which facilitates hemostasis through 

interaction with fibrinogen.  

In summary, these findings show that TREM-B1 is a constitutively 

expressed receptor on chicken thrombocytes with an inhibitory effect on 

degranulation of activated thrombocytes. 
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