Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Merkmale von Immunrezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie (1g-SF)

Proteine der IgSF besitzen in ihrer extrazelluliren Domidne sogenannte Immunglobulin (Ig)-
Domaénen. Hierbei handelt es sich um zwei {iber eine Disulfid-Briicke verbundene antiparalle-
le B-Faltblitter. Ig-Dominen werden nach Se-
quenzmustern und der Doménenlidnge in die
Subfamilien V, Cl, C2 und 1 unterteilt
(Wiliams AF 1987; Williams und Barclay
1988; Harpaz und Chothia 1994). Die Struktur
einer Ig-Doméne zeigt Abb. 1.

Neben ihrer starken Verbreitung im Immun-
system spielen Proteine mit Ig-Doménen auch
in anderen Organsystemen (z.B. dem Nerven-
system) eine wichtige Rolle. Es wird deshalb
vermutet, daB ihre urspriingliche Funktion

nicht die Antigenerkennung und -Beseitigung

war, sondern daf} sich IgSF-Dominen entwik-
kelten, um generell Interaktionen an der Zell-
oberfliche zu vermitteln (Williams und Bar- Abb. 1 Strukturmodell einer Ig-Domiine

Eine Ig-Doméne (in diesem Fall vom V-Typ) besteht aus zwei

Clay ]988) In Ubereinstimmung mit dieser antiparallelen B-Faltblittern, die durch eine Disulfid-Briicke
(hier zwischen Kette F und B) miteinander verbunden sind. Ab-

Theorie findet man Proteine mit Ig-Doméinen bildung modifiziert nach Barclay (Barclay 1999).

nicht nur bei Vertebraten, sondern auch bei Insekten bis hin zu Schwiammen, wo sie verschie-
denste Funktionen wahrnehmen (du Pasquier L. 2001).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Immunrezeptoren des Huhns und deren evolu-
tiondr verwandte Rezeptoren bei anderen Spezies konnen neben den fiir die Interaktion not-
wendigen extrazelluliren Ig-Dominen auch durch Merkmale ihrer Transmembrandoméne
sowie der zytoplasmatischen Doméne in Gruppen eingeteilt werden. Sowohl die Transmem-
brandoméne als auch die zytoplasmatische Domine konnen Sequenzmotive enthalten, die fiir
die Signaltransduktion und damit die Funktion der Rezeptoren von essentieller Bedeutung
sind.

So haben aktivierend wirkende Rezeptoren eine kurze zytoplasmatische Doméne und eine

basische Aminosdure (Arginin oder Lysin) in ihrer Transmembrandoméne. Diese erlaubt die
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Interaktion mit Adaptermolekiilen, die ihrerseits eine saure Aminosdure in der Transmem-
brandoméne tragen (Abb. 2). Die verschiedenen Adaptermolekiile, die als kovalent verbunde-
ne Homo- oder Heterodimere exprimiert werden, weisen Tyrosin-haltige Signaltransdukti-
onsmotive in ihrer zytoplasmatischen Doméne auf. Hierbei kann es sich zum Beispiel um die
Immunrezeptor-Tyrosin-basierten aktivierenden Motive (ITAM) handeln, die bei den Adap-
termolekiilen CD3(, FceRy, und DAP12 gefunden wurden (Tomasello et. al. 2000), oder auch
um das bei DAP10 vorkommende YxxM-Motiv (Lanier et. al. 1998; Wu et. al. 2000). In je-
dem Fall fiihrt die Aktivierung der Rezeptoren zur Phosphorylierung des Tyrosinrestes der
Signaltransduktionsmotive und damit zur Anlagerung und Aktivierung von Src Homologie 2
(SH2)-Dominen enthaltenden Protein-Tyrosinkinasen wie Syk und ZAP-70 (ITAM) oder der
p85 Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) (Songyang et. al. 1993). Diese
Kinasen fiihren dann iiber verschiedene Signaltransduktionswege zur Aktivierung der Zelle
(Blery et. al. 2000; Bakker et. al. 2000; Djeu et. al. 2002).

Im Gegensatz zu aktivierenden Rezeptoren findet man bei inhibitorischen Rezeptoren in

aller Regel keine geladene Amino-

aktivierender inhibitorischer ;e in der Transmembrandomi-

Rezeptorkomplex Rezeptor
ne. Zusdtzlich haben inhibitorische

Rezeptoren eine lange zytoplasma-

o \Gf\

étl- \\23 tische Doméne. Diese Domiéne
enthdlt ein oder mehrere tyrosin-
?ﬁ ﬁ'r’ haltige Motive, die als ,Immunore-
oy (@ e v s soma

ceptor Tyrosin-based Inhibitory

. . Motif* (ITIM) bezeichnet werden.

Die ITIM-Sequenz besteht aus

i sechs Aminosduren: V/I/L/S-X-Y-
) FCeRy

XX-V/L, wobei die Schrigstriche

DAP-12 %% bedeuten, daf} eine dieser Amino-
CD3¢ sduren auftreten kann, X ist eine

\T&‘ ) bliel‘)ige Aminoséure (R.avetf:h und
\\’u C2-Typ Ig-Domane ' ITAM Lanier 2000). Durch die Bindung

der Liganden auf der Zielzelle

~/[+  geladene Aminosauren r |TIM kommt es zur Zusammenlagerung

der ITIM-haltigen Rezeptoren,

Abb. 2 Schematische Struktur von aktivierenden und inhibitorischen Immunrezepto-
ren der Ig-SF. .
was zur Phosphorylierung der Ty-
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rosinreste durch Kinasen der Src-Familie fiihrt. Die poshphorylierten ITIMs dienen dann als
Bindungsstellen fiir SH2-Doménen enthaltende Phosphatasen, wie SHIP, SHP-1 und SHP-2
(Unkeless und Jin 1997). Diese Phosphatasen wiederum dephosphorylieren verschiedene
Glieder der aktivierenden Signaltransduktionkette inklusive der ITAM-Motive der Adapter-
proteine von aktivierenden Rezeptoren (siehe oben) und verhindern dadurch die Entstehung
von aktivierenden Signalen. Die grundsitzliche Struktur von inhibierenden und aktivierenden
Rezeptoren (mit ihren Adapterproteinen), die in dieser Arbeit von Interesse sind, ist in Abb. 2
dargestellt.

,»Chicken Ig-like* Rezeptoren (CHIRs) zeigen hohe Homologie zu den ,,Paired Ig-like Re-
ceptors® (PIRs) der Maus (Kubagawa et. al. 1997) und zu den ,,immunoglobulin-like trans-
cripts® (ILTs) des Menschen (Samaridis und Colonna 1997), die auch als ,,leukocyte Ig-like
receptors® (LIR) (Cosman et. al. 1997) oder ,,monocyte/macrophage inhibitory receptors™
(MIR) bezeichnet werden (Wagtmann et. al. 1997). Im Folgenden wird die Bezeichnung
»leukocyte immunoglobulin-like* Rezeptoren (LILR) fiir diese Familie verwendet, da dies die
jetzt  vereinheitlichte und  anerkannte = Nomenklatur  fiir diese  Gene st
(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/lilr.html). Sowohl PIRs als auch LILRs
sind in einem Multigenkomplex kodiert, der als ,,Leukocyte Receptor Complex* (LRC) be-
zeichnet wird und zumindest bei Primaten und der Maus identifiziert werden konnte
(Wagtmann et. al. 1997; Wende et. al. 1999; Wilson et. al. 2000). Es liegt daher nahe anzu-
nehmen, daB CHIRs Teil eines solchen Komplexes beim Huhn sind. Im Folgenden soll daher
ndher auf diesen Komplex und die Funktion der darin kodierten Rezeptoren eingegangen

werden.

1.2 Die genomische Organisation des ,,Leucocyte Receptor Complex* (LRC)

Die genomische Organisation des Leucocyte Receptor Complex ist besonders beim Menschen
eingehend analysiert worden (Lander et. al. 2001). Er umfal3t eine Lange von etwa einem Me-
gabasenpaar auf Chromosom 19q13.4 und enthilt bis zu 31 Gene, die fiir Proteine der Ig-
Superfamilie kodieren (Wagtmann et. al. 1997; Wende et. al. 1999; Wende et. al. 2000; Wil-
son et. al. 2000; Volz et. al. 2001; Trowsdale et. al. 2001). Diese Gene lassen sich iiberwie-
gend zwei Multigen-Familien zuordnen. Bei den Mitgliedern der Multigenfamilien handelt es
sich einerseits um 13 der bereits oben erwahnten LILR-Gene (Wende et. al. 2000) und zum
anderen um bis zu 13 ,killer-cell Ig-like receptors® (KIRs) (Trowsdale 2001). Beide Multi-
genfamilien liegen in Clustern vor und sind von weiteren Genen der Ig-SF flankiert. Bei die-

sen handelt es sich um das ,,platelet collagen receptor glycoprotein VI (GPVI) (Ezumi et. al.
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2000a), die ,,leucocyte-associated Ig-like receptors® (LAIRs) (Meyaard et. al. 1997), den Re-
zeptor fir den Fc-Teil von IgA (FCAR) (de Wit et. al. 1995) und um NKp46 (NCR1) (Pessino
et. al. 1998).

Die Organisation des syntenen Chromosmenabschnitts der Maus ist der des humanen LRC
sehr dhnlich. So bilden die LILR-homologen PIRs &hnlich wie im humanen LRC zwei von-
einander getrennte Cluster. Aullerdem sind auch im LRC der Maus das NKp46-Gen (Ly94),
GPVI sowie LAIR-dhnliche Seqeunzen vorhanden. Auffillig ist jedoch, dafl der LRC der
Maus kein FCAR-Gen und keine KIR-homologen Gene enthélt, was unter anderem darauf
hindeutet, da3 zumindest KIRs stammesgeschichtlich jlinger sind als LILRs und PIRs (Volz
et. al. 2001) (siche auch Abschnitt 1.3.2 und Abschnitt 1.3.5 beziiglich FCAR). Die genomi-
sche Organisation des LRC von Mensch und Maus ist in Abb. 3 dargestellt.

N 0 & o o
ILT-Gene \5;9‘ \5;‘3‘ ILT-Gene KIR-Gene Qg?“&lsb‘ cg‘*

e N Y

Chromosom 19
des Menschen

—H4— P

N Chromosom 7
N i N ™
PIR-Gene \?Q- PIR-Gene @ q"“b (§¢ s M1
Ny
cb'b‘
V)
0 250 500 750 1000 kb

Abb. 3 Genomische Organisation des LRC von Mensch und Maus.

Die syntenen chromosomalen Regionen des Menschen (oben) und der Maus (unten) sind zusammen mit den darin enthaltenen Genen maf-
stabsgetreu dargestellt. Die Spitzen der Gensymbole zeigen zum 3’-Ende der Gene, die Lénge entspricht der Lange des jeweiligen Gens. Ab-
bildung modifiziert nach H. Wende (Wende H. 2004).

1.3 Struktur und Funktion der LRC-Gene

Im den folgenden Abschnitten soll auf die Struktur und Funktion von verschiedenen LRC-
Genen eingegangen und die evolutiondre Verwandschaft zu anderen Spezies herausgestellt

werden.

1.3.1 Die,,leukocyte immunoglobulin-like* Rezeptoren (LILRS)

Die Mitglieder der LILR-Genfamilie kodieren fiir eine Gruppe von 13 membranstindigen Re-
zeptoren, die extrazellular zwei oder vier Ig-Doménen tragen. Es wurden sowohl inhibierende
Vertreter mit ITIMs in der zytoplasmatischen Doméne, als auch aktivierende Rezeptoren mit
einer geladenen Aminosdure in der Transmembrandoméne beschrieben (Samaridis und Co-
lonna 1997; Borges et. al. 1997; Cosman et. al. 1997; Wagtmann et. al. 1997). LILRs werden

vorwiegend auf Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert; viele kommen auf Mono-
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zyten, Makrophagen und dendritischen Zellen vor, einige werden auch von Subpopulationen
von B-, T- und NK-Zellen exprimiert (Colonna et. al. 2000).

Die Funktion der meisten LILRs konnte bisher nicht aufgekléart werden. Von zwei inhibie-
renden Vertretern (LILRB1 und LILRB2) ist jedoch bekannt, da3 sie an eine breite Palette
von Haupthistokompatibilitdtskomplex (,major histocompatibility complex’ [MHC]; bzw.
beim Menschen ,human leukocyte antigen’ [HLA] )-Klasse-I-Molekiilen binden (Colonna et.
al. 1997; Cosman et. al. 1997). Die Funktion der durch MHC-Gene kodierten Proteine besteht
in der Bindung von eigenen und fremden Peptiden, die auf der Zelloberfliche den T-
Lymphozyten prisentiert werden und dadurch eine Immunantwort auslésen (Bjorkman und
Parham 1990). LILRB1 und LILRB2 binden mit unterschiedlichen Affinititen die a3-
Doméne der HLA-Molekiile und dabei bevorzugt HLA-G. Beide LILRs sind zudem in der
Lage mit CD8 um HLA-Klasse-I-Molekiile zu kompetitieren, was darauf hindeuten konnte,
daB zumindest LILRB1 modulierenden EinfluB auf die Immunantwort von CD8" T-Zellen hat
(Shiroishi et. al. 2003). Interessanterweise bindet der LILRB1-Rezeptor auch an das vom hu-
manen Cytomegalievirus (HCMV) kodierte HLA-Klasse-I-homologe Protein UL18, und das
mit hoherer Affinitdt als an HLA-Klasse-I-Molekiile (Cosman et. al. 1997; Vitale et. al.
1999). Es ist schon langer bekannt, daB3 die Expression bestimmter viraler Proteine dazu fiihrt,
daBl die Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Oberfliche infizierter Zellen ver-
mindert wird. Auf diese Weise konnen viral infizierte Zellen der Erkennung durch zytotoxi-
sche T-Zellen entgehen (Barnes und Grundy 1992; Beersma et. al. 1993; Yamashita et. al.
1993). Das Fehlen der MHC-Klasse-I-Molekiile macht solche Zellen jedoch zum Ziel von
NK-Zellen, die durch das Fehlen von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Zelloberfldche akti-
viert werden (siche Abschnitt 1.3.2). Es wird deshalb angenommen, daf3 die zusitzliche Ex-
pression von UL18 eine Art Ersatz fiir die fehlenden MHC-Molekiile darstellt und {iber die
LILRBI1- Interaktion zur Inhibition der AbwehrmalBBnahmen fiihrt (Cosman et. al. 1999). Dazu
muss der Rezeptor nicht zwangsldufig von den Effektorzellen, in diesem Fall NK-Zellen, ex-
primiert werden. So ist zum Beispiel bekannt, da3 die Expression von UL18 auch die Aktivie-
rung von Monozyten und damit deren Zytokinausschiittung unterdriickt. Diese Zytokine fiih-
ren normalerweise indirekt zur Aktivierung von NK-Zellen, die darauthin IFN-y ausschiitten.
Nicht-aktivierte NK-Zellen ohne IFN-y zeigen aber keine Zytotoxizitit gegentiber virusinfi-
zierten Zellen (Borges und Cosman 2000), woraus folgt, da3 die Expression von UL18 ein ef-
fektiver Weg ist, um der Bekdmpfung durch das Immunsystem des Wirts zu entgehen.

LILRs sind weit weniger polymorph als zum Beispiel die weiter unten beschriebenen ,kil-

ler cell Ig-like’ Rezeptoren (KIR). Es ist anzunehmen, daB3 dies unter anderem durch die Er-
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kennung eines relativ konservierten Ligandenepitops, der a3-Domine und von f2m von
HLA-Klasse-I-Molekiilen bei LILRB1 und LILRB2 (Willcox et. al. 2003a), bedingt ist (siche
Abb. 4). Diese Interaktion mit einem sehr konservativen Bereich der HLA-Klasse-I-Molekiile
konnte auch zur evolutiondren Konservierung der LILR-Familie beigetragen haben. So ist es
erstaunlich, daB3 auch die LILR-homologen Rezeptoren der Maus, die PIRs, in der Lage sind
HLA-Klasse-I-Molekiile zu binden (Kollnberger et. al. 2004a).

Effektorzellmembran

KIR2DL2

MHC-Klasse-I-
Molekdl

Zielzellmembran

Abb. 4 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen KIR2DL1 und LILRB1 mit einem MHC-Klasse-I-Molekiil.

KIRs binden MHC-Klasse-I-Molekiile orthogonal iiber die beiden a-Helices, die die Peptidbindungsfurche bilden. Sie interagieren also mit
polymorphen Epitopen. Im Gegensatz dazu bindet LILRB1 die a.3-Doméne und f2-Mikroglobulin (f2m), also relativ konservierte Ligande-
nepitope. Abbildung modifiziert nach (Willcox et. al. 2003b)

Die am besten charakterisierten LILR-homologen Gene bei anderen Spezies sind die ,,pai-
red Ig-like* Rezeptoren (PIR) bei Maus und Ratte (Kubagawa et. al. 1997; Dennis, Jr. et. al.
1999). Sie besitzen im Vergleich zu LILRs sechs Ig-Doménen in ihrer extrazelluliren Domé-
ne, wobei die beiden distalen Doménen offensichtlich durch Duplikation der Doménen 3 und
4 enstanden sind. Es gibt mehrere aktivierende Rezeptoren (PIR-A) mit kurzer zytoplasmati-
scher Doméne und geladener Aminosdure in der Transmembrandoméne und einen inhibitori-

schen Rezeptor (PIR-B), mit einer langen zytoplasmatischen Doméne und ITIMs.
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PIRs werden auf B-Zellen und Zellen der myeloischen Reihe exprimiert (Kubagawa et. al.
1997). Im Gegensatz zur Maus, in der PIR-A und —B immer zusammen exprimiert werden,
kann PIR-A der Ratte auf B-Zellen und PIR-B allein auf NK-Zellen nachgewiesen werden
(Dennis, Jr. et. al. 1999). Das 146t vermuten, daf} sich die Funktion der Rezeptoren bei Maus
und Ratte seit ihrem letzten gemeinsamen Vorfahren (vor ca. 20 Mio. Jahren) in unterschied-
liche Richtungen entwickelt haben. Das PIR-B-Gen, welches fiir den einzigen inhibierenden
PIR der Maus kodiert, wurde experimentell inaktiviert. Bei den dabei erzeugten PIR-B™-
Maiusen ist die B-Zellreifung gestort. Zusétzlich kommt es in diesen Méusen zu einer erhoh-
ten T-Helfer-Zellantwort (Ujike et. al. 2002).

Die Liganden der PIRs konnten bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Es handelt sich
jedoch mit groer Wahrscheinlichkeit um MHC-Klasse-I-Molekiile, da in transgenen Méusen
gezeigt werden konnte, da3 PIRs mit HLA-B27 und HLA-G interagieren konnen (Liang et. al.
2002; Kollnberger et. al. 2004b). Es liegt also nahe, daf} auch die Funktionen von LILRs und
PIRs dhnlich sind.

1.3.2  “Killer-Cell Ig-like” Rezeptoren (KIRs)

KIRs sind Rezeptoren, die fast ausschlieBlich auf NK-Zellen exprimiert werden (Colonna und
Samaridis 1995). NK-Zellen gehdren zum angeborenen Immunsystem und sind in der Lage,
Zielzellen beim ersten Kontakt ohne vorherige zeitaufwendige Selektionsprozesse zu toten.
Ziel eines Angriffes kann eine virus- (Tay et. al. 1998), bakterien- (Vankayalapati et. al.
2002), oder parasitenbefallene Zelle (Scott und Trinchieri 1995) sein. In vielen Féllen erfolgt
der Angriff auf eine infizierte Zielzelle aufgrund der reduzierten oder fehlenden Expression
von HLA-Klasse-I-Molekiilen, wie es z.B. bei viralen Infektionen hiufig der Fall ist. Nach
der ,,missing-self“-Hypothese werden durch NK-Zellen alle Zellen abgetotet, die eine verin-
derte Expression von Klasse-I-Molekiilen auf der Zelloberfliche aufweisen (Ljunggren und
Karre 1990). Mitte der 90iger Jahre konnte gezeigt werden, daf3 inhibierende KIRs fiir dieses
Phidnomen verantwortlich sind (Colonna und Samaridis 1995). KIRs gehoren wie die LILRs
zur Ig-Superfamilie und besitzen zwei oder drei Ig-Domédnen im extrazelluldren Bereich. Sie
haben entweder einen kurzen zytoplasmatischen Schwanz mit einer geladenen Aminoséure in
der Transmembrandoméne (Lysin) und wirken aktivierend, oder sie tragen einen langen zyto-
plasmatischen Schwanz mit ITIMs und wirken inhibierend (Martin et. al. 2002).

Alle bisher identifizierten Liganden von KIRs sind HLA-Klasse-I-Molekiile. Teilweise
zeigen einzelne KIRs klare Spezifititen fiir bestimmte HLA-Klasse-I-Molekiile, andere diffe-

renzieren zwischen verschiedenen Allelgrupen eines Gens, die jeweils ein gemeinsames Epi-
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top tragen (Lanier 1998). Die Kristallstruktur eines Komplexes aus KIR2DL2 und einem
HLA-Cw3-Molekiil (siche Abb. 4) zeigt, dal der KIR fast orthogonal iiber die o.1- und a2-
Helices des HLA-Molekiils bindet (Boyington et. al. 2000). Im Gegensatz zu LILRs interagie-
ren KIRs also mit polymorphen Epitopen des HLA-Molekiils, die auch das gebundene Peptid
mit beinhalten konnen (Hansasuta et. al. 2004; Stewart-Jones et. al. 2005).

Interagieren inhibitorische KIRs mit ihren Liganden auf der Zielzelle, kommt es zur
Phosphorylierung der zytoplasmatischen ITIMs, wodurch eine Signalkaskade ausgelost wird
(siche Abschnitt 1.1), die letztlich in die Blockierung der NK-Zellaktivitit miindet. Diese In-
aktivierung fiihrt zur Inhibition sowohl der Zytotoxizitdt als auch der Zytokinproduktion
(Moretta und Moretta 1997). NK-Zellen konnen gleichzeitig auch aktivierende KIRs expri-
mieren, deren Ligandenbindung zur Aktivierung der NK-Zelle fiihrt, wenn nicht gleichzeitig
inhibierende Signale (z.B. von anderen KIRs) diese Aktivierung unterdriicken (Moretta et. al.
1995). Auf diese Weise kann die verringerte Expression einzelner HLA-Molekiile auch dann
zur Aktivierung von NK-Zellen fithren, wenn zum Beispiel der Ligand eines inhibitorischen
KIRs herunterreguliert wird, wihrend HLA-Klasse-I-Molekiile fiir aktivierende Rezeptoren
weiterhin exprimiert werden (Binstadt et. al. 1997; Long et. al. 2001).

KIRs werden von einer Multigen-Familie auf Chromosom 19q13.4 kodiert (Suto et. al.
1996). Die KIR-Gene zeigen untereinander eine hohe Homologie, sind andererseits jedoch
sehr polymorph. Die zugehorigen Liganden, die HLA-Klasse-I-Molekiile, dienen dem Schutz
des Organismus vor Infektionen. Da sie durch sich schnell verindernde Pathogene unter ei-
nem starken evolutiondren Druck stehen, sind sie extrem divergent (Dawkins et. al. 1999).
Um weiterhin mit den schnell evolvierenden HLA-Klasse-I-Molekiilen interagieren zu kon-
nen, miissen sich auch die KIRs entsprechend schnell weiterentwickeln. Hier zeigt sich ein
schones Beispiel der Koevolution zweier miteinander wechselwirkender Gruppen von Mole-
kiilen (Guethlein et. al. 2002).

KIRs sind stammesgeschichtlich jiinger als LILRs (Wilson et. al. 2000). Eine gro3ere Zahl
von KIR-Genen wurde bei verschiedenen Primaten gefunden. Dariiber hinaus wurden kiirz-
lich KIR-homologe Gene beim Rind entdeckt (McQueen et. al. 2002; Storset et. al. 2003).
Das Pferd besitzt ebenfalls KIR-dhnliche Gene, die jedoch scheinbar ihre Funktionalitét verlo-
ren haben (Takahashi et. al. 2004).

133  NKp46

Ein weiterer LRC-Rezeptor ist NKp46. Er gehort zur Gruppe der ,,Natural Cytotoxicity Re-
ceptors™ (NCRs), die auller NKp46 noch NKp44 und NKp30 beinhaltet (Moretta et. al. 2001).
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Die Expression aller NCRs ist strikt auf NK-Zellen beschrankt und die Dichte ihrer Expressi-
on auf der Zelloberflache korreliert mit der Zytotoxizitit der NK-Zellen gegeniiber ihren Ziel-
zellen. Die Bindung der NCRs fiihrt zu einer starken Aktivierung der NK-vermittelten Zyto-
lyse (Biassoni et. al. 2001). NKp46 scheint einer der wichtigsten aktivierenden Rezeptoren
auf NK-Zellen zu sein. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dall die Anfalligkeit einiger
Patienten gegeniiber Infektionen mit Mycobacterium tubercolosis mit einer verringerten
NKp46-Expression korreliert und dal3 bei einigen Patienten mit akuter myeloischer Leukidmie
die Funktion von NKp46 eingeschrinkt ist (Vankayalapati et. al. 2002; Costello et. al. 2002).
AuBerdem kann die natiirliche Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegeniiber einer Reihe von Tu-
morzellinien durch Maskierung von NKp46 mit einem Antikorper blockiert werden (Pessino
et. al. 1998). Der Liganden der NCRs konnten bisher nicht identifiziert werden. Es ist jedoch
wahrscheinlich, da3 es sich um evolutionir sehr konservierte Oberflachenstrukturen handelt,
da NK-Zellen, die NKp46 exprimieren, sogar durch den Kontakt mit bestimmten Zellinien der
Maus aktiviert werden konnen. Es konnte hierbei gezeigt werden, da3 dieser Effekt {iber
NKp46 vermittelt wird (Pessino et. al. 1998).

NKp46 besitzt zwei Ig-Doménen im extrazelluldren Anteil, eine kurze zytoplasmatische
Domine und eine geladene Aminosdure in der Transmembrandoméne. Es handelt sich um
einen evolutionér konservierten Rezeptor, der bisher neben Primaten auch in Maus, Ratte und

Rind identifiziert werden konnte (Biassoni et. al. 1999; Falco et. al. 1999; Storset et. al. 2004).

1.3.4  “Leukocyte-associated Ig-like” Rezeptoren (LAIRS)

“Leukocyte-associated Ig-like* Rezeptoren (LAIR) sind eng mit LILRs verwandte Rezeptoren
der Ig-SF. Beim Menschen wurden zwei LAIR-Gene beschrieben (siche Abb. 3). LAIRI ist
ein inhibitorischer Rezeptor, der eine Ig-Doméne besitzt und auf fast allen Blutzellen expri-
miert wird (Meyaard et. al. 1997). LAIRI interagiert mit dem ,,Epithelial Cellular Adhaesion
Molecule* (Ep-CAM), welches auf vielen einschichtigen Epithelien des Menschen exprimiert
wird. Aufgrund des Liganden wird eine Rolle von LAIR1 bei der Kontrolle iiberschiefender
Entziindungsreaktionen diskutiert (Meyaard et. al. 2001). LAIR2 ist ein 16sliches Protein, e-
benfalls mit nur einer Ig-Domine, dessen Funktion und Ligand unbekannt sind.

LAIRs scheinen evolutiondr weniger stark konserviert zu sein, als zum Beispiel NKp46.
Das kiirzlich identifizierte LAIR-Homolog der Maus zeigt nur 40% Sequenzidentitdt zum
humanen LAIR1 (Lebbink et. al. 2004). Das Gen ist jedoch im LRC der Maus an einem zum
humanen LAIR1 syntenen Ort lokalisiert (siche Abb. 3).
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1.3.5 Fc Rezeptor fir IgA (FCAR)

Das Gen des Fc-Rezeptors fiir [gA (FCAR) liegt ebenfalls im LRC. Der FCAR besitzt zwei
Ig-Doménen, einen kurzen zytoplasmatischen Schwanz und eine geladene Aminoséure in der
Transmembrandoméne (de Wit et. al. 1995). Es handelt sich um einen aktivierenden Rezep-
tor, der mit der FcRy-Kette assoziiert. Der humane FCAR wird von Neutrophilen, Eosinophi-
len, Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und Kupfferschen Sternzellen exprimiert.
Er bindet beide IgA-Subklassen mit geringer Affinitidt (Monteiro und van De Winkel 2003).

Der LRC der Maus enthélt kein FCAR-Gen; dies ist insofern bemerkenswert, da kiirzlich
gezeigt werden konnte, da3 ein funktionelles FCAR-Gen im LRC der Ratte vorhanden ist
(Maruoka et. al. 2004). Eine Hybridisierung von genomischer Maus-DNA mit einer FCAR-
Sonde der Ratte ergab, daB3 das Mausgenom tatséchlich kein homologes Gen enthélt. Offen-
sichtlich ist das FCAR-Gen im Verlauf der Entwicklung der Maus verloren gegangen. Neben
der Ratte wurde ein FCAR-Gen auch beim Rind gefunden und liegt dort wie bei der Ratte im
LRC (Morton et. al. 2004).

1.3.6 Glykoprotein VI (GPVI)

Wie der FCAR besitzt auch das GPVI zwei Ig-Dominen, eine kurze zytoplasmatische Doma-
ne und eine geladene Aminosdure in der Transmembrandomine (Clemetson et. al. 1999; E-
zumi et. al. 2000b). Es ist ein aktivierender Kollagenrezeptor, der auf Thrombozyten und Me-
gakaryozyten exprimiert wird (Kehrel et. al. 1998). GPVI ist wie FCAR nicht-kovalent mit
der FcRy-Kette assoziiert. Zumindest in der Maus konnte gezeigt werden, da3 diese FcRy-
Kette fiir die Aktivierung der Thrombozyten durch GPVI unerlésslich ist (Nieswandt et. al.
2000).

GPVI ist ein evolutiondr relativ konserviertes Molekiil, das zwischen Mensch und Maus

60% Aminosduresequenziibereinstimmung zeigt.

1.4 Exon-Intron-Struktur der LRC-Gene

Die Vielzahl der Gene des LRC ist sehr wahrscheinlich durch wiederholte Duplikation eines
Vorldufergens entstanden (Volz et. al. 2001). Dies spiegelt sich auch in der Exon-Intron-
Organisation der LRC-Gene wider (Abb. 5). So werden die einzelnen Ig-Doménen von sepa-
raten Exonen kodiert. Dieser modulare Aufbau der extrazelluldren Doménen erlaubte es ver-
mutlich, durch Austausch, Addition oder Deletion einzelner Ig-Doménen zur Entstehung die-

ser Vielzahl von funktionell unterschiedlichen Rezeptoren beizutragen. Typisch ist auch, dal3
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das Signalpeptid bei allen Rezeptoren von zwei kleinen Exonen und die Transmembrandomi-
ne von einem einzelnen Exon kodiert wird. Die Organisation der Exone, die 3’ der Ig-
Dominen gelegenen sind, ist bei den stammesgeschichtlich dlteren Rezeptoren (LILR, NKp46
und GPVI) weitgehend konserviert. Die stammesgeschichtlich jiingeren inhibitorischen Re-
zeptoren weisen im Gegensatz dazu eine deutlich hohere Variabilitdt im Aufbau der zyto-
plasmatischen Doméne auf (Volz et. al. 2001). Allgemein 1d6t sich feststellen, dafl die Exon-
Intron-Struktur der zytoplasmatischen Doméne deutlich variabler ist als der Aufbau der fiir
den extrazelluldren Bereich kodierenden Dominen, da hier nur die Anzahl der Ig-Doménen
und deren Sequenz variiert. Die Langen der Intronsequenzen sind innerhalb der einzelnen Re-
zeptorfamilien konserviert, variieren jedoch zwischen den verschiedenen LRC-Genen deut-
lich. Hochkonserviert sind hingegen die Exon-Intron-Grenzen (Trowsdale et. al. 2001). Inter-

essant ist auch, daB3 die Transkriptionsrichtung der Rezeptoren bis auf eine groBle Inversion

KIR2DL4 ! H H_|.|_
KIR3DL2 —. I l I HI_

LAIRI ~ —p

i

LIR6 __._I.I.Hi_.l_

o i

Nkpas  —f - -

GPVI — I I _l |

i Exone fiir die zytoplasmatische Doméne o = "
lg-Domiine o UTR Iransmembrandomiine
inhibitorischer Rezeptoren
] Signalpeptid Exone fiir die zytoplasmatische Domine St
gnalpep g ' Sta C e 5
| aktivierender Rezeptoren 2 5 kbp

ADbb. 5 Exon-Intron- Struktur einiger ausgewahlter LRC-Gene

des zentromeren Teils des LRC bei allen Rezeptoren gleich ist (Wende et. al. 2000). Diese
Tandem-Organisation ist vermutlich das Ergebnis der verstirkten Expansion von KIR- und
LILR-Genen, die bei dieser Konfiguration zum Beispiel durch ungleiches ,crossing over’ ent-

stehen kann (Wilson et. al. 2000).

1.5 Die Evolution der LRC-Gene

Die rdumliche Ndhe und Anordnung der Gene des LRC auf einem relativ kurzen Chromoso-
menabschnitt legt nahe, dall sich diese Gene aus einem gemeinsamen Vorldufergen durch

wiederholte Duplikation und Diversifikation entwickelt haben (Volz et. al. 2001; Trowsdale
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et. al. 2001; Martin et. al. 2002). Durch den Vergleich der Genkomplexe bei verschiedenen
Tierarten lassen sich Riickschliisse auf das Alter der Gene ziehen. Auf diese Weise wurde
zum Beispiel abgeschitzt, dal LILR-Vorldufer dlter und KIR-Gene jiinger als ca. 100 Millio-
nen Jahre sein miissen, da die entsprechenden homologen Gene bei der Maus vorhanden sind
oder fehlen (Wilson et. al. 2000). Weiterhin ist es mdglich herauszufinden, wie die LRC-
Rezeptoren bei verschiedenen Arten evolvierten, um den Anforderungen an die Abwehr von
Pathogenen gewachsen zu sein. Bei den jlingsten LRC-Genen, den KIR-Rezeptoren, zeigt
sich zum Beispiel, daB die verschiedenen Tierarten die Erkennung von MHC-Klasse-I-
Molekiilen durch ganz unterschiedliche Kombinationen aus Rezeptoren bewerkstelligen. So
besitzen Mause keine KIR-Gene; stattdessen wird die Funktion der KIRs hier von den lectin-
artigen Ly49-Genen libernommen. Andere Arten, wie zum Beispiel Pferd und Rind, haben
sowohl funktionelle KIR- als auch funktionelle Ly49-Gene (McQueen et. al. 2002; Takahashi
et. al. 2004).

Bei der Untersuchung verschiedener Individuen einer Art zeigt sich zudem, dal3 der Prozel3
der Anpassung an die Umwelt nicht abgeschlossen ist, sondern immer noch anhélt. So sind
die KIR-Gene des Menschen sehr polymorph und ihre Anzahl kann von Haplotyp zu Haplo-
typ drastisch schwanken (Wilson et. al. 2000). Gleichzeitig sind im LRC Rezeptoren kodiert,
die sich im Laufe der Evolution nur langsam entwickelten und die in dhnlicher Form und
Funktion bei den meisten untersuchten Sdugetieren vorkommen.

Bei der Diversifikation von Genen ist die Genduplikation ein evolutionédrer Vorteil. Wéh-
rend ein Gen weiterhin die urspriingliche Funktion zur Verfiigung stellt, kann sich die Kopie
weiterentwickeln und neue Funktionen libernehmen. Fiir das einzelne Individuum mag dies
nur zu einem geringen Selektionsvorteil fiihren. Das Vorhandensein eines zusitzlichen Re-
zeptors kann aber zu einem — wenn auch teilweise nur schwachen — Selektionsvorteil fiir die

Gesamtpopulation fiihren (Ohno 1970).

1.6 ,,Chicken Ig-like* Rezeptoren (CHIRS) beim Haushuhn

Die in dieser Arbeit untersuchten CHIRs stellen sehr wahrscheinlich Homologe zu LRC-
Rezeptoren dar. Beim Huhn (Gallus gallus domesticus) waren zu Beginn meiner Arbeit zwei
Rezeptoren charakterisiert, die als CHIR-A und CHIR-B bezeichnet wurden (Dennis, Jr. et.
al. 2000). Dabei enthilt die Transmembranregion von CHIR-A einen Histidin-Rest und der
dazugehorige zytoplasmatische Schwanz ist relativ kurz; man nimmt deshalb an, dal3 es sich
hierbei um einen Rezeptor vom aktivierenden Typ handelt. CHIR-B hingegen besitzt eine

Transmembranregion, die keine basischen Aminosduren aufweist, dafiir aber eine lange zyto-
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plasmatische Doméne, welche zwei ITIMs enthélt. CHIR-B kann somit zu den hemmenden
Rezeptoren gerechnet werden. Beide Rezeptoren besitzen zwei Ig-Doménen vom C-2-Typ im
der extrazelluldren Bereich.

Die genomische Organisation, d.h. die Anordnung der Gene auf einem oder mehreren
Chromosomenabschnitten war beim Huhn noch unbekannt. Auch gab es noch keine Erkennt-
nisse iiber die Anzahl der CHIR-Gene, obwohl Voruntersuchungen nahe legten, daf3 zahlrei-

che weitere CHIRs existieren sollten (Volz et. al. 2001).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Am Institut fiir Inmungenetik wurde die Organisation der LILR-Gene auf Chromosom 19 des
Menschen untersucht, um die evolutionire Beziehung der Rezeptoren untereinander und die
Entstehung der als ,,ILT-Cluster” bezeichneten genomischen Region besser zu verstehen.
Dieser Gencluster beinhaltet alle bekannten Gene der LILR-Familie beim Menschen. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurde auch nach vergleichbaren Genen in verschiedenen
Tierarten gesucht, um die Evolution dieser Rezeptoren nachvollziehen zu kénnen. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchungen legen beim Huhn (Gallus gallus domesticus) die Existenz von
mehr als den bisher beschriebenen zwei CHIR-Genen nahe (Volz et. al. 2001).

Ziel der Doktorarbeit sollte es daher sein, mehr iiber die Anzahl, Identitit und genomische
Organisation der CHIRs herauszufinden. Hierzu sollte eine CHIR-spezifische Sonde anhand
der bereits bekannten, publizierten Sequenzen generiert werden. Diese DNA-Sonde sollte an-
schlieBend zur Durchmusterung einer "bacterial artificial chromosome" (BAC)-Bibliothek mit
genomischer DNA des Huhnes verwendet werden, um Klone zu identifizieren, die Gene der
CHIR-Familie beinhalten. Die verifizierten Klone sollten dann im Rahmen einer Kooperation
durch das Wellcome Trust Sanger Institut (Hinxton, GroBbritannien) sequenziert werden, um
die genaue Analyse der chromosomalen Regionen zu ermdglichen. Des weiteren stand fiir
Expressionsanalysen eine Bursa-cDNA-Bibliothek des Haushuhnes zur Verfiigung, um ex-
primierte CHIRs zu identifizieren und néher zu charakterisieren. Im Rahmen der Expressions-
analysen sollte zusdtzlich RT-PCR mit degenerierten CHIR-spezifischen Primern auf Gesamt-
RNA von Hiihner-Leukozyten durchgefiihrt werden. Aus den erhaltenen Ergebnissen sollte
neben der Identifikation neuer CHIRs auch auf das Expressionsmuster der Rezeptoren ge-
schlossen werden. Die Gesamtheit der erhaltenen Sequenzinformationen sollte es ermdgli-

chen, die Variabilitdt und die Evolution der CHIRs im Detail zu untersuchen.





