
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y

O P E N  A C C E S S

E DI T E D  B Y

S a b y a s a c hi  D a s,

E m or y  U ni v er sit y,  U nit e d St at e s

R E VI E W E D  B Y

J o h n  C. S c h w art z,

T h e  Pir bri g ht I n stit ut e,  U nit e d  Ki n g d o m

Ni d hi  K u m ari,

U ni v er sit y  of  C alif or ni a, L o s  A n g el e s,

U nit e d St at e s

* C O R R E S P O N D E N C E

P etr  H ori n

h ori n @i c s. m u ni. c z

R E C EI V E D 3 1  M ar c h 2 0 2 3

A C C E P T E D 2 7  A pril 2 0 2 3

P U B LI S H E D 1 0  M a y 2 0 2 3

CI T A TI O N

J eli n e k  A L, F ut a s J, B ur g er  P A a n d

H ori n  P ( 2 0 2 3)  C o m p ar ati v e

g e n o mi c s  of t h e L e u k o c yt e

R e c e pt or  C o m pl e x i n c ar ni v or e s.

Fr o nt. I m m u n ol. 1 4: 1 1 9 7 6 8 7.

d oi: 1 0. 3 3 8 9/fi m m u. 2 0 2 3. 1 1 9 7 6 8 7

C O P Y RI G H T

© 2 0 2 3 J eli n e k, F ut a s,  B ur g er a n d  H ori n.

T hi s i s a n  o p e n - a c c e s s arti cl e di stri b ut e d

u n d er t h e t er m s  of t h e Cr e ati v e  C o m m o n s

Attri b uti o n Li c e n s e ( C C  B Y). T h e u s e,

di stri b uti o n  or r e pr o d u cti o n i n  ot h er

f or u m s i s p er mitt e d, pr o vi d e d t h e  ori gi n al

a ut h or( s) a n d t h e c o p yri g ht  o w n er( s) ar e

cr e dit e d a n d t h at t h e  ori gi n al p u bli c ati o n i n

t hi s j o ur n al i s cit e d, i n a c c or d a n c e  wit h

a c c e pt e d a c a d e mi c pr a cti c e.  N o u s e,

di stri b uti o n  or r e pr o d u cti o n i s p er mitt e d

w hi c h d o e s n ot c o m pl y  wit h t h e s e t er m s.

T Y P E Ori gi n al  R e s e ar c h

P U B LI S H E D 1 0  M a y 2 0 2 3

D OI 1 0. 3 3 8 9/fi m m u. 2 0 2 3. 1 1 9 7 6 8 7
C o m p ar ati v e g e n o mi c s  of
t h e L e u k o c yt e  R e c e pt or
C o m pl e x i n c ar ni v or e s

A pril L. J eli n e k 1 , J a n F ut a s 1, 2 ,  P a m el a  A. B ur g er 3

a n d  P etr H ori n 1, 2*

1 D e p art m e nt  of  A ni m al  G e n eti c s, F a c ult y  of  V et eri n ar y  M e di ci n e,  U ni v er sit y  of  V et eri n ar y S ci e n c e s

Br n o ( V E T U NI),  Br n o,  C z e c hi a, 2 R e s e ar c h  Gr o u p  A ni m al I m m u n o g e n o mi c s,  C e ntr al E ur o p e a n I n stit ut e

of T e c h n ol o g y ( C EI T E C)  V E T U NI,  Br n o,  C z e c hi a, 3 R e s e ar c h I n stit ut e  of  Wil dlif e E c ol o g y,  U ni v er sit y  of

V et eri n ar y  M e di ci n e  Vi e n n a ( V E T M E D U NI),  Vi e n n a,  A u stri a
B a c k gr o u n d: T h e  m a m m ali a n L e u k o c yt e  R e c e pt or  C o m pl e x ( L R C) c hr o m o s o m al

r e gi o n  m a y c o nt ai n g e n e f a mili e s f or t h e kill er c ell i m m u n o gl o b uli n -li k e r e c e pt or

( KI R) a n d/ or l e u k o c yt e i m m u n o gl o b uli n -li k e r e c e pt or ( LI L R) c oll e cti o n s a s  w ell a s

v ari o u s fr a mi n g g e n e s. T hi s c o m pl e x r e gi o n i s  w ell d e s cri b e d i n h u m a n s,  mi c e, a n d

s o m e d o m e sti c a ni m al s.  Alt h o u g h si n gl e  KI R g e n e s ar e k n o w n i n s o m e  C ar ni v or a,

t h eir c o m pl e m e nt s  of LI L R g e n e s r e m ai n l ar g el y u n k n o w n d u e t o  o b st a cl e s i n t h e

a s s e m bl y  of r e gi o n s  of hi g h h o m ol o g y i n s h ort -r e a d b a s e d g e n o m e s.

M et h o d s: A s  p art  of t h e a n al y si s  of f eli d i m m u n o g e n o m e s, t hi s st u d y f o c u s e s  o n

t h e s e ar c h f or L R C  g e n e s i n r ef er e n c e  g e n o m e s a n d t h e a n n ot ati o n  of LI L R

g e n e s i n F eli d a e.  C hr o m o s o m e -l e v el  g e n o m e s  b a s e d  o n si n gl e - m ol e c ul e

l o n g - r e a d s e q u e n ci n g  w e r e  p r ef e r e n ti all y s o u g h t a n d  c o m p a r e d t o

r e pr e s e nt ati v e s  of t h e  C ar ni v or a.

R e s ult s: S e v e n p ut ati v el y f u n cti o n al LI L R g e n e s  w er e f o u n d a cr o s s t h e F eli d a e

a n d i n t h e  C alif or ni a n s e a li o n, f o ur t o fi v e g e n e s i n  C a ni d a e, a n d f o ur t o ni n e

g e n e s i n  M u st eli d a e. T h e y f or m t w o li n e a g e s, a s s e e n i n t h e  B o vi d a e. T h e r ati o  of

f u n cti o n al g e n e s f or a cti v ati n g LI L R s t o i n hi bit or y LI L R s i s sli g htl y i n f a v or  of

i n hi bit or y g e n e s i n t h e F eli d a e a n d t h e  C a ni d a e; t h e r e v er s e i s s e e n i n t h e

C alif or ni a n s e a li o n.  T hi s r ati o i s e v e n i n all  of t h e  M u st eli d a e e x c e pt t h e

E ur a si a n  ott er,  w hi c h h a s a pr e d o mi n a n c e  of a cti v ati n g LI L R s.  V ari o u s n u m b er s

of LI L R p s e u d o g e n e s  w er e i d e nti fi e d.

C o n cl u si o n s: T h e str u ct ur e  of t h e L R C i s r at h er c o n s er v ati v e i n f eli d s a n d t h e

ot h er  C ar ni v or a st u di e d. T h e LI L R s u b -r e gi o n i s c o n s er v e d  wit hi n t h e F eli d a e a n d

h a s sli g ht diff er e n c e s i n t h e  C a ni d a e, b ut it h a s t a k e n v ari o u s e v ol uti o n ar y p at h s i n

t h e  M u st eli d a e.  O v er all, t h e pr o c e s s  of p s e u d o g e ni z ati o n  of LI L R g e n e s s e e m s t o

b e  m or e fr e q u e nt f or a cti v ati n g r e c e pt or s.  P h yl o g e n eti c a n al y si s f o u n d n o dir e ct

ort h ol o g u e s a cr o s s t h e  C ar ni v or a  w hi c h c orr o b or at e t h e r a pi d e v ol uti o n  of LI L R s

s e e n i n  m a m m al s.

K E Y W O R D S

L e u k o c yt e  R e c e pt or  C o m pl e x,  KI R, LI L R, c ar ni v or a, l o n g -r e a d s e q u e n ci n g, f eli d s
fr o nti er si n. or g0 1

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1197687/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1197687/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2023.1197687/full
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fimmu.2023.1197687&domain=pdf&date_stamp=2023-05-10
mailto:horin@ics.muni.cz
https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1197687
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#editorial-board
https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1197687
https://www.frontiersin.org/journals/immunology


J eli n e k et al. 1 0. 3 3 8 9 / fi m m u. 2 0 2 3. 1 1 9 7 6 8 7
1 I ntr o d u cti o n
T h e  m a m m ali a n i m m u n e s yst e m pr o vi d es criti c al pr ot e cti o n

a g ai nst a br o a d v ari et y of i ns ults b ut  w h e n d ysr e g ul at e d c a n its elf

gi v e ris e t o p at h ol o gi es. Its pr o p er f u n cti o n a n d r e g ul ati o n d e p e n d

criti c all y o n a b al a n c e of a cti v ati n g a n d i n hi bit or y si g n als,  w hi c h ar e

r e c ei v e d a n d c o or di n at e d vi a c ell-s urf a c e i m m u n or e c e pt ors a n d

t h eir ass o ci at e d d o w nstr e a m si g n ali n g p at h w a ys. I n v ert e br at es, t h e

g e n es u n d erl yi n g t h es e r e c e pt ors ar e oft e n f o u n d i n cl ust ers

c o nt ai ni n g e v ol uti o n aril y a n d/ or f u n cti o n all y r el at e d g e n es a n d

g e n e f a mili es ( 1 ), a n d t h es e r e gi o ns ar e fr e q u e ntl y pr es er v e d

a cr oss p h yl o g e n y ( 2 ).

Alt h o u g h si g ni fi c a nt att e nti o n c o nti n u es t o b e p ai d t o t h e

g e n eti c  m e c h a nis ms u n d erl yi n g t h e a d a pti v e i m m u n e s yst e m, l ess

att e nti o n h as b e e n gi v e n t o t h e g e n eti cs of t h e i n n at e i m m u n e

s yst e m,  w hi c h is ess e nti al t o t h e s ur vi v al of a n or g a nis m a n d

ulti m at el y a s p e ci es.  M ar k e d diff er e n c es i n t h e c ell r e p ert oir e a n d

t h e f u n cti o ni n g of t h e i n n at e i m m u n e s y st e m h a v e b e e n

d o c u m e nt e d b et w e e n cl os el y r el at e d s p e ci es ( 3 , 4 ), a n d it h as b e e n

s h o w n t h at s p e ci es  wit hi n a f a mil y c a n v ar y i n t h e d e gr e e t o  w hi c h

t h e y r el y o n t h e a d a pti v e vs. i n n at e i m m u n e s yst e ms t o a c hi e v e

i m m u n o c o m p et e n c e (5 ).  A m o n g t h e c ells  wit h f u n cti o ns r el at e d t o

i n n at e i m m u nit y,  N at ur al  Kill er ( N K) c ells ar e n ot a bl e f or t h eir

c a p a cit y t o l ys e t ar g et h ost c ells, a n a bilit y s h ar e d o nl y b y  C D 8 +  T

c ells.  T his c a p a bilit y is si g ni fi c a nt n ot o nl y f or t h e eli mi n ati o n of

i ntr a c ell ul ar p at h o g e ns b ut als o f or t h e d estr u cti o n of c a n c er c ells

a n d c a n b e h ar n ess e d f or t h er a p e uti c p ur p os es ( 6 , 7 ).

T w o g e n o mi c r e gi o ns c o nt ai n cl ust ers of  N K c ell r e c e pt ors

( N K R) i n  m a m m als: t h e  N at ur al  Kill er  C o m pl e x ( N K C) a n d t h e

L e u k o c yt e  R e c e pt or  C o m pl e x ( L R C).  T h e  N K R g e n es f o u n d i n t h es e

c o m pl e x es ar e str u ct ur all y r el at e d  wit hi n e a c h c o m pl e x b ut diff er

b et w e e n t h e c o m pl e x es.  T h e  N K C c o nt ai ns t h e kill er- c ell l e cti n-li k e

r e c e pt ors ( K L Rs)  w hi c h p oss ess  C-t y p e l e cti n-li k e e xtr a c ell ul ar

d o m ai ns,  w hil e t h e L R C g e n es e n c o d e r e c e pt ors  wit h e xtr a c ell ul ar

li g a n d- bi n di n g d o m ai ns b el o n gi n g t o t h e i m m u n o gl o b uli n (I g)

s u p erf a mil y, s u c h as t h e kill er- c ell i m m u n o gl o b uli n-li k e r e c e pt ors

( KI Rs) a n d t h e l e u k o c yt e i m m u n o gl o b uli n-li k e r e c e pt ors ( LI L Rs)

(1 ).  D es pit e t h eir str u ct ur al diff er e n c es, r e pr es e nt ati v es of t h es e g e n e

f a mili es c a n bi n d p ol y m or p hi c  m aj or hist o c o m p ati bilit y c o m pl e x

( M H C) cl ass I  m ol e c ul es as li g a n d.  M or e o v er, t h e y s h ar e si mil ar

tr a ns m e m br a n e a n d i ntr a c ell ul ar d o m ai ns, a n d t h er ef or e c a n f ulfi l

t h e s a m e f u n cti o ns i n t er ms of d o w nstr e a m si g n ali n g a n d  m e di ati o n

of  N K c ell r es p o ns es ( 8 , 9 ). S p e cifi c all y, t h es e g e n e f a mili es c o d e f or

b ot h a cti v ati n g a n d i n hi bit or y r e c e pt ors, a n d ulti m at el y t h e b al a n c e

of a cti v ati n g a n d i n hi bit or y si g n als r e c ei v e d b y a gi v e n  N K c ell

d et er mi n es its a cti v ati o n st at us a n d all o ws t h e c ell t o disti n g uis h

b et w e e n s elf a n d n o n-s elf or alt er e d s elf ( 1 0 ).

I n c o ntr ast t o t h e  M H C,  w hi c h h as a r el ati v el y c o ns er v e d

g e n o mi c or g a ni z ati o n i n  m a m m als ( 1 1 ), t h e g e n o mi c r e gi o ns

c o nt ai ni n g t h e  N K R g e n e f a mili es ar e e v ol uti o n aril y fl e xi bl e a n d

r a pi dl y e v ol vi n g. I n a n i nt er esti n g e x a m pl e of c o n v er g e nt e v ol uti o n

i n  m a m m als, diff er e nt  N K R g e n e f a mili es h a v e e x p a n d e d a n d

di v ersi fi e d i n diff er e nt  m a m m ali a n s p e ci es ( 9 , 1 2 ).  N K c ell  M H C-

I r e c o g niti o n is  m e di at e d b y r e c e pt ors e n c o d e d i n t h e L R C i n

h u m a ns a n d hi g h er pri m at es ( 1 3 ), c o ntr ar y t o r e c e pt ors e n c o d e d i n
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t h e  N K C i n r o d e nts (1 4 ), e q ui ds (1 5 ), a n d pr osi mi a ns (1 6 ). T h e

m ar k e d diff er e n c e b et w e e n  mi c e a n d r ats d e m o nstr at es t h at e v e n

wit hi n cl os el y r el at e d s p e ci es t h e g e n e c o nt e nt of t h e  N K C a n d L R C

c a n v ar y si g ni fi c a ntl y.

Wit hi n t h e L R C, t h e  KI R f a mil y h as b e e n c h ar a ct eri z e d a cr oss a

v ari et y of pl a c e nt al  m a m m als,  wit h e x p a nsi o n a n d di v ersi fi c ati o n of

t h e  KI R d es cri b e d i n s o m e s p e ci es of pri m at es ( pl at yrr hi n es a n d

c at arr hi n es) a n d s o m e arti o d a ct yls ( c attl e) ( 9 ).  T h e c ar ni v or es

st u di e d t o d at e i n cl u d e d o m esti c d o gs, d o m esti c c ats, a n d s e v er al

pi n ni p e d s p e ci es ( 1 7 ).  N o e x p a nsi o n of t h e  KI R g e n e f a mil y h as

b e e n i d e nti fi e d i n a n y of t h es e s p e ci es: t h e d o m esti c d o g g e n o m e

l a c ks  KI R e ntir el y,  w hil e a si n gl e  KI R g e n e or ps e u d o g e n e h as b e e n

i d e ntifi e d i n d o m esti c c ats, t hr e e s p e ci es of s e als, a n d s e a li o ns.

L ess is k n o w n a b o ut t h e LI L Rs,  w hi c h h a v e  m ai nl y b e e n st u di e d

i n pri m at es (1 8 ) a n d  mi c e ( as PI Rs, t h e  m uri n e ort h ol o g u es of

LI L Rs) ( 1 9 ), as  w ell as i n s e v er al s p e ci es of  C et arti o d a ct yl a,

i n cl u di n g pi g s (2 0 ), g o at s (2 1 ), a n d c attl e (2 2 ). Li k e ot h e r

i m m u n o r e c e pt o r g e n e f a mili e s, t h e  LI L R s c o m p ri s e b ot h

a cti v ati n g a n d i n hi bit o r y r e c e pt o r s ( 2 3 ).  A cti v ati n g LI L R A s

p oss ess a s h ort c yt o pl as mi c t ail a n d a p ositi v el y c h ar g e d a mi n o

a ci d r esi d u e i n t h e tr a ns m e m br a n e r e gi o n  w hi c h ass o ci at es  wit h

i m m u n o r e c e pt o r t y r o si n e - b a se d a cti v ati o n  m otif (I T A M )

c o nt ai ni n g pr ot ei ns f or si g n al tr a ns d u cti o n. I n hi bit or y LI L R Bs

h a v e l o n g c yt o pl as mi c t ails c o nt ai ni n g 2 t o 4 i m m u n or e c e pt or

t yr osi n e- b as e d i n hi bit or y  m otifs (I TI Ms) (2 4 ). I n a d diti o n, s e v er al

LI L R A B g e n es  wit h c h ar a ct eristi cs t y pi c al of b ot h a cti v ati n g a n d

i n hi bit or y LI L Rs h a v e b e e n d es cri b e d i n pri m at es (1 8 ), a n d o n e

h u m a n LI L R  wit h o ut tr a ns m e m br a n e a n d si g n ali n g d o m ai ns is

k n o w n t o b e e x pr ess e d as a s e cr et e d pr ot ei n ( 2 5 ). B ot h LI L R A a n d

LI L R B g e n e pr o d u cts c o m pris e 2 t o 6 e xtr a c ell ul ar I g d o m ai ns,

d e p e n di n g o n t h e s p e ci es: eit h er 2 or 4 I g d o m ai ns ar e t y pi c al f or

h u m a n LI L Rs ( 2 4 ),  w hil e 6 I g d o m ai ns ar e t y pi c al f or  m uri n e PI Rs

(2 6 ) a n d c a n als o b e f o u n d i n s o m e b o vi n e LI L Rs (2 2 ).  A d diti o n all y,

gr o u p 1 a n d gr o u p 2 LI L Rs h a v e b e e n d e fi n e d f or pi gs, c attl e, a n d

g o ats b as e d o n p h yl o g e n eti c a n al ysis,  wit h h u m a n LI L Rs cl ust eri n g

wit h t h e  C et arti o d a ct yl a gr o u p 2 LI L Rs ( 2 0 ).

LI L Rs ar e e x pr ess e d i n a v ari et y of i m m u n e c ells, i n cl u di n g

m o n o c yt es,  m a cr o p h a g es, B a n d  T l y m p h o c yt es, gr a n ul o c yt es,  N K

c ells,  m ast c ells, a n d d e n driti c c ells ( 1 8 ).  Alt h o u g h t h e y h a v e b e e n

s h o w n t o bi n d a v ari et y of li g a n ds, t h eir i nt er a cti o n  wit h  M H C-I is

t h e b est d es cri b e d (2 7 ).  Ot h er li g a n ds, es p e ci all y f or a cti v ati n g

L I L R s, i n cl u d e  p at h o g e n - a s s o ci at e d  p r ot ei n s a n d  h o st

i m m u n o m o d ul at or y  m ol e c ul es (2 8 ).  H o w e v er, at t his ti m e t h e

f u n cti o n of v ari o us LI L Rs is p o orl y c h ar a ct eri z e d, es p e ci all y i n

n o n- h u m a n s p e ci es. I n h u m a ns a n d t o a l ess er e xt e nt i n  mi c e,

LI L Rs ( a n d t h eir PI R ort h ol o g u es) h a v e b e e n s h o w n t o pl a y r ol es i n

a ut oi m m u n e a n d i n fl a m m at o r y di s e a s e s, vi r al r e s p o n s e s,

n e ur o d e g e n er ati v e dis or d ers, i nf e cti o us dis e as es, a n d c a n c er ( 1 8 ,

2 9 ).  T h er ef or e, t h e y ar e c o nsi d er e d p ot e nti all y us ef ul as di a g n osti c

m ar k ers a n d as a t ar g et f or i m m u n ot h er a pi es ( 3 0 – 3 3 ).

T h e f a mil y F eli d a e h as t h e p ot e nti al t o b e a n i nf or m ati v e  m o d el

f or c o m p ar ati v e i m m u n o g e n etic st u di es. Its  m e m b ers i n cl u d e

s p e ci es li vi n g i n a v ari et y of h a bit ats a n d e x pr essi n g a h u g e

di v ersit y of f e e di n g a n d s o ci al b e h a vi ors, r es ulti n g i n e x p os ur e t o

diff er e nt p at h o g e n pr ess ur es.  D es pit e t his p ot e nti al, o ur k n o wl e d g e

of t h e i m m u n o g e n o m es of f eli ds is li mit e d, alt h o u g h  m or e att e nti o n
fr o nti er si n. or g
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h as b e e n p ai d t o d o m esti c c ats t h a n  wil d f eli ds.  N o n et h el ess,

diff er e n c es i n i m m u n e f u n cti o n b et w e e n F eli d a e s p e ci es h a v e b e e n

d o c u m e nt e d, s u c h as t h e i n cr e as e d r eli a n c e o n i n n at e i m m u n e

m e c h a ni s m s i n c h e et a h s c o m p a r e d t o a s y m p at ri c l e o p a r d

p o p ul ati o n ( 5 ).  T h er ef or e, i nf er e n c es fr o m o n e s p e ci es t o a n ot h er

m a y b e i n a c c ur at e, a n d t h e st u d y of t h e i m m u n o g e n o m e of

i n di vi d u al s p e ci es is  w arr a nt e d.  A r e vi e w of t h e  M H C i n F eli d a e

w as r e c e ntl y p u blis h e d, c o ntri b uti n g t o o ur k n o wl e d g e of t h e g e n es

u n d erl yi n g t h e a d a pti v e i m m u n e s yst e m i n t h es e s p e ci es ( 3 4 ).

H o w e v er, t h e g e n es u n d erl yi n g i n n at e i m m u n e r e c e pt ors, a n d

p arti c ul arl y t h e LI L Rs, r e m ai n l ar g el y u n d es cri b e d.  T h e c urr e nt

st u d y, t h er ef or e, ai ms t o c h ar a ct eri z e t h e L R C a n d p arti c ul arl y t h e

LI L R g e n e f a mil y i n t h e f eli d l o n g-r e a d, c hr o m os o m e-l e v el g e n o m e

ass e m bli es c urr e ntl y a v ail a bl e.
2  M et h o d s

2. 1  G e n o mi c r e s o ur c e s

T e n l o n g-r e a d g e n o mi c ass e m bli es at t h e c hr o m os o m e l e v el

w er e a v ail a bl e at  N C BI ( htt ps:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ g e n o m e ) f or

f eli d s p e ci es at t h e ti m e of  writi n g, a n d  w er e t h e f o c us of t h e pr es e nt

st u d y: c h e et a h (Aci n o n y x j u b at us ,  G C A _ 0 2 7 4 7 5 5 6 5. 2), d o m esti c c at

( F elis c at us ,  G C A _ 0 1 8 3 5 0 1 7 5. 1 ), j u n gl e c at (F eli s c h a u s ,

G C A _ 0 1 9 9 2 4 9 4 5. 1 ),  G e off r o y ’s c at ( L e o p a r d u s g e off r o yi ,

G C A _ 0 1 8 3 5 0 1 5 5. 1 ),  C a n a d a l y n x ( L y n x c a n a d e n si s ,

G C A _ 0 0 7 4 7 4 5 9 5. 2 ), cl o u d e d l e o p a r d ( N e of eli s  n e b ul o s a ,

G C A _ 0 2 8 0 1 8 3 8 5. 1), li o n ( P a nt h er a l e o ,  G C A _ 0 1 8 3 5 0 2 1 5. 1), ti g er

(P a nt h er a ti gris ,  G C A _ 0 1 8 3 5 0 1 9 5. 2),  B e n g al c at (Pri o n ail ur us

b e n g al e nsis ,  G C A _ 0 1 6 5 0 9 4 7 5. 2), a n d fi s hi n g c at (Pri o n ail ur us

vi v e r ri n us ,  G C A _ 0 2 2 8 3 7 0 5 5. 1 ).  T h e s e a s s e m bli e s  w e r e all

g e n er at e d usi n g si n gl e- m ol e c ul e l o n g-r e a d ( S M L R) t e c h n ol o g y

fr o m P a cifi c Bi os ci e n c es.  Ass e m bli es t h at d o n ot  m e et t his crit eri a

(s h ort r e a d or ass e m bl e d o nl y at t h e s c aff ol d l e v el)  w er e a v ail a bl e f or

1 2 a d di ti o n al f eli d s p e ci e s: c a r a c al ( C a r a c al c a r a c al ,

G C A _ 0 1 6 8 0 1 3 5 5. 1 ),  bl a c k - f o o t e d c a t ( F eli s  ni g ri p e s ,

G C A _ 0 0 4 0 2 3 9 2 5. 1 ), I b e r i a n l y n x ( L y n x  p a r d i n u s ,

G C A _ 9 0 0 6 6 1 3 7 5. 1), b o b c at ( L y n x r uf us ,  G C A _ 0 2 2 0 7 9 2 6 5. 1),

S u n d a cl o u d e d l e o p a r d ( N e of elis di ar di ,  G C A _ 0 2 7 4 2 2 4 7 5. 1),

m a n ul ( Ot oc ol o b us  m a n ul ,  G C A _ 0 2 8 5 6 4 7 2 5. 1), j a g u ar (P a nt h er a

o n c a ,  G C A _ 0 0 4 0 2 3 8 0 5. 1), l e o p ar d (P a nt h e r a p a r d us p a r d us ,

G C A _ 0 2 4 3 6 2 8 6 5. 1 ), s n o w l e o p a r d ( P a n t h e r a  u n ci a ,

G C A _ 0 2 3 7 2 1 9 3 5. 1), I ri o m ot e c at ( P ri o n ail u r us i ri o m ot e nsis ,

G C A _ 0 1 8 4 0 3 4 1 5. 1), p u m a ( P u m a c o nc ol or ,  G C A _ 0 0 3 3 2 7 7 1 5. 1),

a n d y a g o u ar o u n di ( P u m a y a g o u ar o u n di ,  G C A _ 0 1 4 8 9 8 7 6 5. 1).

S h ort-r e a d ass e m bli es of a d diti o n al F elif or mi a s p e ci es f or  w hi c h

it  w as p ossi bl e t o r e c o nstr u ct t h e L R C a cr oss a s eri es of s c aff ol ds

i n cl u d e d t h e s p ott e d h y e n a (Cr oc ut a cr oc ut a ,  G C A _ 0 0 8 6 9 2 6 3 5. 1),

t h e stri p e d h y e n a (H y e n a h y e n a ,  G C A _ 0 0 3 0 0 9 8 9 5. 1), t h e a ar d w olf

(Pr ot el es crist at a crist at a ,  G C A _ 0 1 7 3 1 1 1 8 5. 1), a n d t h e  m e er c at

(S uric at a s uric att a ,  G C A _ 0 6 2 2 9 2 0 5. 1).

A v ail a bl e l o n g-r e a d c hr o m os o m e-l e v el ass e m bli es f or t h e  C a ni d a e

w er e t he d o m estic d o g ( C a nis l u p us f a mili aris ,  G C A _ 0 1 4 4 4 1 5 4 5. 1), t h e

di n g o ( C a nis l u p us di n g o ,  G C A _ 0 0 3 2 5 4 7 2 5. 2, c o m bi n ati o n of l o n g-

a n d s h o rt - r e a d  m et h o d ol o g y), t h e g r a y  w olf ( C a nis l u p us ,
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 3
G C A _ 9 0 5 3 1 9 8 5 5. 2), t h e  Ti b et a n s a n d f o x ( V ul p es f e r ril at a ,

G C A _ 0 2 4 5 0 0 4 8 5. 1 ), a n d t h e a r cti c f o x ( V ul p e s l a g o p u s ,

G C A _ 0 1 8 3 4 5 3 8 5. 1).  T h e  M ust eli d a e  w er e r e pr es e nt e d b y t h e

A m eri c a n  mi n k ( N e o g al e vis o n ,  G C A _ 0 2 0 1 7 1 1 1 5. 1, c o m bi n e d

m e t h o d ol o g y ), t h e  E u r o p e a n  b a d g e r ( M el e s  m el e s ,

G C A _ 9 2 2 9 8 4 9 3 5. 1 ), t h e  E u r a si a n  o t t e r ( L u t r a l u t r a ,

G C A _ 9 0 2 6 5 5 0 5 5. 2 ), a n d t h e  E r mi n e ( M u st el a e r mi n e a ,

G C A _ 0 0 9 8 2 9 1 5 5. 1, c o m bi n e d  m et h o d ol o g y).  T h e fi n al l o n g-r e a d

c hr o m os o m e-l e v el ass e m bl y a v ail a bl e f or t h e  C ar ni v or a  w as t h at of

t h e  C alif or ni a s e a li o n (Z al o p h us c alif or ni a n us ,  G C A _ 0 0 9 7 6 2 3 0 5. 2) as

a s ol e r e pr es e nt ati v e of t h e  Ot arii d a e.
2. 2  Bi oi nf or m ati c t o ol s

T o cl e arl y i d e ntif y/ disti n g uis h LI L R g e n es, n o n- LI L R g e n es of

t h e L R C  w er e i d e ntifi e d fi rst a n d t h eir p ut ati v e f u n cti o n alit y  w as

a s si g n e d b a s e d o n t h e  N C BI ´ s  G n o m o n a n n ot ati o n ( R N A-

s e q u e n ci n g). I n c as es  w h er e s u c h a n n ot ati o n  w as n ot a v ail a bl e,

t h e l o c ati o n a n d p ut ati v e f u n cti o n alit y of t h e s e g e n e s  w a s

d et er mi n e d usi n g S pli g n ( htt ps:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/s utils/

s pli g n)  wit h a “ g ol d st a n d ar d ” m R N A  m o d el of t h at g e n e d eri v e d

fr o m t h e hi g h q u alit y a n d  w ell a n n ot at e d F elis c at us r ef er e n c e

ass e m bl y a n d c h e c k e d t o c o nt ai n t h e a p pr o pri at e c o ns er v e d

d o m ai n s i d e nti fi e d t h r o u g h c o m p a ri s o n  wit h t h ei r h u m a n

o rt h ol o g u e s. LI L R g e n e s  w e r e i d e nti fi e d b y t h e t B L A S T n

al g o rit h m ( htt p s:// bl a st. n c bi. nl m. ni h. g o v ) u si n g t h e f o u r

i m m u n o gl o b uli n (I g) d o m ai ns a n d t h e l o n g c yt o pl as mi c t ail of

t h e F. c at us LI L R B 6 ( X P _ 0 2 3 1 0 1 4 9 7. 1) as q u eri es.  T h e i d e ntifi e d I g

d o m ai ns a n d c yt o pl as mi c t ails  w er e t h e n  m a n u all y d es cri b e d, b as e d

o n t h eir r es p e cti v e p ositi o ns a n d pr o xi mit y t o o n e a n ot h er i n t h e

ass e m bl y, as p art of p ut ati v e LI L Rs or ot h er I g d o m ai n- c o nt ai ni n g

g e n es ( e. g. KI R , O S C A R , F C A R , et c.) or as l o n e I g d o m ai ns n ot

ass o ci at e d  wit h a n y g e n e or ps e u d o g e n e. B L A S T, Si g n al P 6. 0 ( htt p://

w w w. c bs. dt u. d k/s er vi c es/ Si g n al P/ ), a n d  D e e p T M H M M (htt ps://

dt u. bi oli b. c o m/ D e e p T M H M M M )  w er e us e d t o i d e ntif y si g n al

p e pti d es ( S P) a n d tr a ns m e m br a n e d o m ai ns ( T M) ass o ci at e d  wit h

e a c h g e n e.  T o b e c o nsi d er e d f u n cti o n al, a LI L R g e n e  w as r e q uir e d t o

c o nt ai n t h e f oll o wi n g d o m ai ns  wit h o ut fr a m es hift or n o ns e ns e

m ut ati o ns: a S P, 2 or  m or e I g d o m ai ns, a  T M d o m ai n, a n d eit h er

a s h ort c yt o pl as mi c t ail al o n g  wit h a p ositi v el y c h ar g e d a mi n o a ci d

( ar gi ni n e) i n t h e  T M r e gi o n ( LI L R A) or a l o n g c yt o pl as mi c t ail

c o nt ai ni n g o n e or  m or e I TI Ms ( LI L R B). F ull-l e n gt h LI L R g e n es a n d

ps e u d o g e n es  w er e n a m e d a c c or di n g t o t h e n o m e n cl at ur e s yst e m

pr o p os e d b y S c h w art z a n d  H a m m o n d ( 2 0 ),  wit h t h e c a v e at t h at

cl a d e n u m b ers  w er e o mitt e d t o si m plif y t h e n a m es sli g htl y.  T h e

ali g n m e nt a n d p ut ati v e f u n cti o n alit y of t h e LI L R , KI R , a n d n o v el I g-

li k e g e n es  w as c h e c k e d b y S pli g n usi n g a g ol d st a n d ar d  m R N A

m o d el as d es cri b e d a b o v e.  A g ai n usi n g S pli g n, c o di n g s e q u e n c es

( C D S)  w er e e xtr a ct e d f or p ut ati v e LI L R g e n es a n d t h e n o v el I g-li k e

g e n e fr o m g e n o m e ass e m bli es of st u di e d s p e ci es t o Bi o E dit v ersi o n

7. 2. 6 ( 3 5 ).

T h e F. c at us g ol d st a n d ar d g e n es i n t h e s u br e gi o n c o nt ai ni n g

t h e LI L Rs (r a n gi n g fr o m T T Y H 1 t o F C A R , e x cl usi v e) s er v e d as t h e

b asis of c o m p aris o n f or f eli d L R Cs usi n g  m VI S T A ( htt ps://

g e n o m e.l bl. g o v/ vist a/i n d e x.s ht ml ). I n t w o c as es, t h e y a g o u ar o u n di
fr o nti er si n. or g

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
https://dtu.biolib.com/DeepTMHMMM
https://dtu.biolib.com/DeepTMHMMM
https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml
https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml
https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1197687
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org


J eli n e k et al. 1 0. 3 3 8 9 / fi m m u. 2 0 2 3. 1 1 9 7 6 8 7
a n d t h e c ar a c al, t h e L R C is s plit b et w e e n s e v er al s c aff ol ds a n d  w as

r e c o nstr u ct e d as a  w h ol e i n Bi o E dit v ersi o n 7. 2. 6 pri or t o b ei n g

u pl o a d e d t o  VI S T A. E x o ns a n d u ntr a nsl at e d r e gi o ns  wit hi n t h es e

g e n es  w er e i d e nti fi e d i n e a c h f eli d ass e m bl y b y S pli g n  wit h t h e g ol d

st a n d ar d g e n es.  T h e S h uf fl e- L A G A N ali g n m e nt al g orit h m  w as us e d

t o i d e ntif y a n d c o m p e ns at e f or r e arr a n g e m e nts  wit hi n t h e a n al y z e d

s u b-r e gi o n.

T h e c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nt r el ati v e t o ot h er  M ust eli d a e

i n N e o g al e vis o n a n d its p ot e nti al i m p a ct o n t h e L R C  w as e x pl or e d

b y  m a n u al c o m p aris o n of t h e a n n ot at e d g e n es o n e a c h of t h e

r el e v a nt c hr o m os o m es.

P h yl o g e n y  w as s o u g ht b as e d o n  C D S e xtr a ct e d fr o m g e n o m e

ass e m bli es a n d ali g n e d usi n g  M ulti pl e S e q u e n c e  C o m p aris o n b y

L o g- E x p e ct ati o n ( M U S C L E) as i m pl e m e nt e d i n  M E G A  X v ersi o n

1 1. 0. 1 3 s oft w ar e ( 3 6 ).  All p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs f o u n d i n t h e

st u di e d  C ar ni v or a  w er e i n cl u d e d, al o n g  wit h t h e h u m a n LI L Rs a n d

r e pr es e nt ati v es of t h e b o vi n e a n d c a pri n e gr o u p 1 a n d gr o u p 2

LI L Rs ( 2 1 ).  T h e n o v el I g-li k e g e n e w as i n cl u d e d f or t h e s p e ci es i n

w hi c h it i s p ut ati v el y f u n cti o n al.  P h yl o g e n eti c t r e e s  w e r e

c o nstr u ct e d usi n g t h e  N ei g h b or-J oi ni n g  m et h o d, t h e  T a m ur a- 3

p a r a m et e r  m o d el f o r n u cl e oti d e s u b stit uti o n s, a n d p ai r wi s e

d el eti o n of a m bi g u o us p ositi o ns  wit hi n  M E G A  X.  N o d e s u p p ort

w as t est e d b y 1, 0 0 0 b o otstr a p it er ati o ns.  T h e a n al ysis i n v ol v e d 1 5 0

n u cl e oti d e s e q u e n c es a n d t h er e  w er e a t ot al of 2 5 0 4 p ositi o ns i n t h e

fi n al d at as et.  T h e list of  C D S s e q u e n c es us e d is a v ail a bl e as

S u p pl e m e nt ar y  D at a 1 .  T h e pr e di ct e d a mi n o a ci d s e q u e n c es of

t h e LI L Rs  w er e als o ali g n e d b y  M U S C L E a n d tr e es  w er e g e n er at e d

b y t h e  N ei g h b or-J oi ni n g  m et h o d i n  M E G A  X, usi n g t h e p- dist a n c e

m et h o d f or e v ol uti o n ar y dist a n c es.  All a m bi g u o us p ositi o ns  w er e

r e m o v e d f or e a c h s e q u e n c e p air.  T h e a n al ysis i n v ol v e d 1 5 0 a mi n o

a ci d s e q u e n c es  wit h a t ot al of 7 6 2 p ositi o ns i n t h e fi n al d at as et.  T h e

r el ati o ns hi ps of i n di vi d u al I g d o m ai ns is ol at e d i n Bi o E dit v ersi o n

7. 2. 6 b a s e d o n  N C BI ´ s  C o n s e r v e d  D o m ai n S e a r c h ( htt p s://

w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ Str u ct ur e/ c d d/ wr ps b. c gi )  w er e t est e d i n t h e

s a m e  m a n n er.
3  R e s ult s

3. 1 F eli d a e

T h e F eli d a e L R C i s l o c at e d o n c h r o m o s o m e  E 2 i n all

c h r o m o s o m e-l e v el S M L R f eli d a s s e m bli e s e x c e pt t h e S u n d a

cl o u d e d l e o p ar d,  w h er e it is f o u n d o n pr o visi o n al c hr o m os o m e

1 7.  T h e o v er all g e n o mi c or g a ni z ati o n of t h e r e gi o n is c o ns er v e d

wit hi n t h e f a mil y a n d is ill ustr at e d i n Fi g ur e 1 .  D e vi ati o ns i n t h e

g e n e c o nt e nt of t h e S M L R c hr o m os o m e-l e v el ass e m bli es, e x cl u di n g

t h e LI L Rs, ar e list e d i n T a bl e 1 .  Alt h o u g h N L R P 2 , N L R P 7 , G P 6 , a n d

t h e n o v el I g-li k e g e n e ( all of  w hi c h ar e l o c at e d a dj a c e nt t o e a c h

ot h er) ar e  missi n g i n t h e  C a n a d a l y n x ass e m bl y, G P 6 w as i d e nti fi e d

b y a B L A S T of t h e  w h ol e g e n o m e s h ot g u n ( W G S) s e q u e n c e, a n d t h e

st at us of t h e ot h er g e n es i n t his bl o c k  m a y b e i n q u esti o n.

T h e str u ct ur e of t h e L R C  w as als o pr es er v e d i n t h e s h ort-r e a d

a n d/ or s c aff ol d-l e v el F eli d a e ass e m bli es f or  w hi c h t his r e gi o n  w as

c o nt ai n e d o n a si n gl e s c aff ol d (t h e bl a c k-f o ot e d c at, t h e b o b c at, t h e

c o u g ar, t h e j a g u ar, t h e l e o p ar d, t h e  m a n ul, a n d t h e s n o w l e o p ar d).
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 4
T h e L R C is fr a g m e nt e d i n t h e c ar a c al, t h e I b eri a n l y n x, t h e j a g u ar,

a n d t h e y a g o u ar o u n di ass e m bli es, b ut it  w as p ossi bl e t o r e c o nstr u ct

t h e r e gi o n a cr oss a s eri es of s c aff ol ds.  Alt h o u g h t h e pr o p er or d er of

t h e s c aff ol ds c o ul d n ot b e c o nfi r m e d, t h es e r e c o nstr u cti o ns  w er e

c o nsist e nt  wit h t h e or g a ni z ati o n of t h e L R C s e e n i n ot h er f eli ds.  T h e

L R C  w as t o o fr a g m e nt e d t o r e c o nstr u ct f or t h e Iri o m ot e c at a n d t h e

S u n d a cl o u d e d l e o p ar d.

All t e n of t h e f eli d ass e m bli es  m e eti n g t h e i n cl usi o n crit eri a

c o nt ai n s e v e n s y nt e ni c LI L R g e n es or ps e u d o g e n es ( T a bl e 2 ;

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 ). E a c h of t h es e g e n es  w as c o nfi r m e d t o

b e hi g hl y h o m ol o g o us a cr oss s p e ci es b y p h yl o g e n eti c a n al ysis

(Fi g ur e 2 ).  T h e  m aj orit y ar e l o c at e d i n t w o cl ust ers  wit hi n t h e

L R C. LI L R B 2 , LI L R A 3 , LI L R A 4 , a n d LI L R B 5 ar e f o u n d t o g et h er

b et w e e n R P S 9 a n d L AI R 1 a n d s h ar e t h eir ori e nt ati o n. LI L R B 1 is

s e p ar at e d fr o m t his cl ust er b y R P S 9 a n d is ori e nt e d i n t h e o p p osit e

di r e cti o n. LI L R B 6 a n d LI L R A 7 a r e f o u n d t o g et h e r b et w e e n

C D C 4 2 E P 5 a n d a KI R 3 D L ps e u d o g e n e a n d a g ai n s h ar e t h eir

ori e nt ati o n ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2 ). KI R 3 D L is a ps e u d o g e n e i n

all a n al y z e d f eli d g e n o m es.

I n t h e f eli d s p e ci es f or  w hi c h o nl y s h ort-r e a d or s c aff ol d-l e v el

ass e m bli es  w er e a v ail a bl e, e v al u ati o n of t h e LI L Rs  w as o nl y p ossi bl e

w h e n br e a ks b et w e e n s c aff ol ds di d n ot i nt err u pt t h e LI L R cl ust ers,

w hi c h pr e cl u d e d e v al u ati o n of t h e c ar a c al, t h e I b eri a n l y n x, t h e

Iri o m ot e c at, t h e S u n d a cl o u d e d l e o p ar d, a n d t h e y a g o u ar o u n di. I n

t h e b o b c at a n d l e o p ar d ( S M L R s c aff ol d-l e v el ass e m bli es) as  w ell as

i n t h e s n o w l e o p ar d (li n k e d s h ort r e a ds, c hr o m os o m e l e v el), t h e

s a m e s e v e n LI L Rs d es cri b e d a b o v e  w er e f o u n d, a n d all ar e p ut ati v el y

f u n cti o n al. I n t h e  m a n ul ( O xf or d  N a n o p or e [ O N T], s c aff ol d l e v el),

t h es e s e v e n LI L Rs  w er e i d e ntifi e d b ut o nl y t w o ar e p ut ati v el y

f u n cti o n al. I n t h e c o u g ar ( c o m bi n ati o n s h ort-r e a d a n d  O N T,

s c aff ol d l e v el), o nl y f o u r LI L R s (t w o f u n cti o n al) c o ul d b e

i d e ntifi e d al o n gsi d e  m a n y g e n e fr a g m e nts. I n b ot h c hr o m os o m e-

l e v el s h ort-r e a d ass e m bli es, t h e bl a c k-f o ot e d c at a n d t h e j a g u ar,

f e w er LI L Rs  w er e i d e ntifi e d,  wit h LI L R B 6 a n d LI L R B 7 f o u n d i n t h e

bl a c k-f o ot e d c at a n d LI L R A 4 a n d LI L R B 5 f o u n d i n t h e j a g u ar.

H o w e v er, LI L R B 1 a n d LI L R A 3 w er e i d e nti fi e d b y S pli g n i n a n ol d er

j a g u ar ass e m bl y ( G C A _ 0 0 4 0 2 3 8 0 5. 1).  A c o m pr e h e nsi v e pi ct ur e of

t h e LI L R s u b-r e gi o n of t h e L R C (fr o m LI L R B 1 t o KI R 3 D L ,

i n cl usi v e)  w as g e n er at e d i n  VI S T A c o m p ari n g t h e t e n S M L R

c hr o m os o m e-l e v el f eli d ass e m bli es ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2 ).  T h e

diff e r e n c e s b et w e e n s p e ci e s a r e  mi ni m al.  A s e c o n d  VI S T A

c o m p aris o n of ni n e f eli d ass e m bli es n ot  m e eti n g t h es e crit eri a t o

t h e d o m esti c c at ass e m bl y s h o ws  m or e diff er e n c es, i n cl u di n g

r e arr a n g e m e nts a n d g a ps, es p e ci all y i n t h e s h ort-r e a d ass e m bli es.

N o n et h el ess, t h e o v er all g e n e c o nt e nt is still si mil ar a cr oss s p e ci es.

(S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3 ).

I n c o ntr ast t o t h e ot h er f eli d LI L Rs, LI L R A 7 s p a ns 6 I g-li k e

d o m ai ns i d e nti fi e d b y B L A S T i n all of t h e S M L R F eli d a e ass e m bli es

e x c e pt t h e c h e et a h a n d t h e  C a n a d a l y n x.  T h e 5 t h a n d 6 t h I g gr o u ps

c o nt ai n  miss e ns e or n o ns e ns e  m ut ati o ns i n  m a n y s p e ci es. I n s o m e

c as es, t h e i ntr o n/ e x o n s pli c e sit es ar e disr u pt e d,  w h er e as i n ot h ers

t h e y ar e i nt a ct at b ot h e n ds of t h e e x o n.  T h e f u n cti o n al si g nifi c a n c e

of t his v ari ati o n r e m ai ns u n k n o w n a n d t h e e x pr essi o n st at us of

LI L R A 7 n e e ds v eri fi c ati o n.

I n all f eli ds e x c e pt t h e  C a n a d a l y n x, a n a d diti o n al p ut ati v el y

f u n cti o n al 2-I g i n hi bit or y g e n e  w as f o u n d b et w e e n G P 6 a n d
fr o nti er si n. or g
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FI G U R E 1

C o m p ari s o n  of t h e L e u k o c yt e  R e c e pt or  C o m pl e x b et w e e n t h e F eli n a e a n d  P a nt h eri n a e. T h e L R C  of ( A) F eli s c at u s ( N C _ 0 5 8 3 8 2. 1) a n d ( B) P a nt h er a

l e o ( N C _ 0 5 6 6 9 3. 1), a s r e pr e s e nt ati v e s  of t h e s u b -f a mili e s, i s d e pi ct e d. S oli d tri a n gl e s r e pr e s e nt p ut ati v el y f u n cti o n al g e n e s,  o p e n tri a n gl e s r e pr e s e nt

p s e u d o g e n e s, a n d stri p e d tri a n gl e s r e pr e s e nt g e n e fr a g m e nt s. LI L R s ar e hi g hli g ht e d i n bl u e,  KI R i n  or a n g e, a n d t h e n o v el I g -li k e g e n e i n gr e e n.  G e n e s

c o m pri si n g I g d o m ai n s ar e s c h e m ati z e d t o t h e l eft. Li g ht bl u e cir cl e s i n di c at e i nt a ct I g d o m ai n s,  w hil e  o p e n cir cl e s r e pr e s e nt di sr u pt e d I g d o m ai n s.

L o n g  or a n g e li n e s r e pr e s e nt c yt o pl a s mi c t ail s  wit h f u n cti o n al I TI M s; s h ort gr e e n li n e s r e pr e s e nt t h e c yt o pl a s mi c d o m ai n s  of a cti v ati n g r e c e pt or s.
T A B L E 1  V ari ati o n s  o n t h e  g e n e a n d  p s e u d o g e n e c o nt e nt i n t h e  n o n - LI L R  g e n e s  of t h e L R C i n t h e t e n a s s e s s e d F eli d a e a s s e m bli e s.

S p e ci e s P ut ati v e p s e u d o g e n e s Mi s si n g g e n e s

Aci n o n y x j u b at us KI R 3 D L , N C R 1 * –

F elis c at us KI R 3 D L , N C R 1 *, N L R P 2 –

F elis c h a us KI R 3 D L –

L e o p ar d us g e offr o yi F C A R , KI R 3 D L –

L y n x c a n a d e nsis C N O T 3 , KI R 3 D L , L AI R 1 , N C R 1 * N L R P 2 , N L R P 7 , G P 6 * *

N e of elis n e b ul os a KI R 3 D L , N C R 1 *, N L R P 2 , N L R P 7 , O S C A R –

P a nt h er a l e o F C A R , KI R 3 D L , N C R 1 *, N L R P 7 –

P a nt h er a ti gris F C A R , KI R 3 D L , N C R 1 * –

Pri o n ail ur us b e n g al e nsis KI R 3 D L , N C R 1 *, N L R P 7 –

Pri o n ail ur us vi v erri n us KI R 3 D L , N C R 1 *, N L R P 7 –
F
r o nti er s i n I m m u n ol o g y
 0 5
* N C R 1 a p p e ars t o b e ps e u d o g e ni z e d i n t h e r ef er e n c e ass e m bli es of t h es e s p e ci es b ut h as b e e n s h o w n t o b e f u n cti o n al ( 3 7 ). * *I n L y n x c a n a d e nsis , G P 6 w as f o u n d i n t h e  W G S b ut n ot i n t h e

r ef er e n c e ass e m bl y.
fr o nti er si n. or g
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R D H 1 3 , al o n g  wit h a g e n e fr a g m e nt c o nt ai ni n g I g-li k e d o m ai ns.  N o

ot h er g e n e fr a g m e nts c o nt ai ni n g I g-li k e d o m ai ns  w er e i d e nti fi e d i n

t h e L R C of a n y F eli d a e s p e ci es.
3. 2  Ot h er F elif or mi a

Ot h e r F elif o r mi a e n c o m p a s s e d r e p r e s e nt ati v e s of t h e

H er p esti d a e a n d  H y a e ni d a e f a mili es.  E v al u ati o n of t h e LI L R

c o nt e nt of s h ort-r e a d ass e m bli es  w as li mit e d b y ass e m bl y q u alit y

a n d p o or r es ol uti o n of t h e LI L R cl ust ers.  N o n et h el ess, it  w as

p ossi bl e t o r e c o nstr u ct t h e L R C a cr oss fi v e or f e w er s c aff ol ds i n

f o ur s p e ci es: t h e  m e er c at, t h e stri p e d h y e n a, t h e a ar d w olf, a n d t h e

s p ott e d h y e n a.  N o si g nifi c a nt d e vi ati o ns fr o m t h e F eli d a e L R C

str u ct ur e or LI L R g e n e c o nt e nt  w er e i d e nti fi e d i n t h es e s p e ci es.

N ot a bl y, t h e a ar d w olf a n d t h e stri p e d h y e n a b ot h a p p e ar t o p oss ess

a LI L R g e n e s y nt e ni c t o f eli d LI L R A 7 t h at als o s p a ns si x I g d o m ai n

e x o ns. I n c o ntr ast t o f eli d LI L R A 7 , h o w e v er, b ot h of t h es e g e n es

p oss ess l o n g c yt o pl as mi c t ails  wit h i nt a ct I TI Ms, a n d t h er ef or e ar e

pr es u m a bl y i n hi bit or y r e c e pt ors. I n b ot h s p e ci es, all si x I g d o m ai ns

of t h e pr es u m e d r e c e pt or a n d t h e r el e v a nt s pli c e sit es a p p e ar i nt a ct.
3. 3  C a ni d a e

T h e L R C  w as f o u n d o n c hr o m os o m e 2 i n t h e ar cti c f o x,

c hr o m os o m e 4 i n t h e  Ti b et a n s a n d f o x, a n d c hr o m os o m e 1 i n t h e

w olf, t h e d o m esti c d o g, a n d t h e di n g o.  T h e o v er all g e n o mi c

or g a ni z ati o n of t h e r e gi o n is c o ns er v e d a cr oss t h e c a ni d s p e ci es

(S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e 4 ) a n d is v er y si mil ar t o t h e f eli ds.

C o nsist e nt diff er e n c es i n t h e fr a mi n g g e n es b et w e e n t h e t w o

f a mili es ar e t h e a bs e n c e of N L R P 7 i n t h e  C a ni d a e a n d t h e hi g h er

fr e q u e n c y of ps e u d o g e ni z ati o n of F C A R a n d L E N G 9 i n t h e c a ni ds.

N o  KI R g e n e or ps e u d o g e n e  w as i d e nti fi e d i n a n y c a ni d. F o ur

( di n g o, d o g) or fi v e ( w olf, b ot h f o x s p p.) p ut ati v el y f u n cti o n al LI L R

g e n es  w er e f o u n d ( T a bl e 3 ).  T h es e i n cl u d e t hr e e 4-I g d o m ai n LI L R B

g e n es a n d o n e 4-I g LI L R A w hi c h ar e s y nt e ni c a n d h o m ol o g o us
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 6
a cr oss t h e fi v e (s u b)s p e ci es.  A n a d diti o n al LI L R A wit h 2 I g gr o u ps is

p ut ati v el y f u n cti o n al i n t h e f o x es,  w h er e as a fr a m es hift  m ut ati o n i n

t h e C a nis s u bs p e ci es pr o d u c es a pr e m at ur e st o p c o d o n.  A n

a d diti o n al 4-I g LI L R A ps e u d o g e n e  w as f o u n d i n all ass e m bli es

e x c e pt t h e di n g o.  T h e sit u ati o n i n t h e  w olf is s p e ci fi c i n t h at t h e

cl ust er of g e n es fr o m LI L R B 3 t o F C A R a p p e ars t o b e d u pli c at e d.

T h us, t h e  w olf ass e m bl y c o nt ai ns o n e  m or e f u n cti o n al 4-I g LI L R B

r el ati v e t o t h e ot h er c a ni ds. F or t h e p ur p os es of t his arti cl e, t h e

d u pli c at e d g e n e s a n d p s e u d o g e n e s a r e d e n ot e d  wit h a pl u s

s u p ers cri pt ( e. g., LI L R B 3 + ).

A fr a g m e nt of t h e n o v el I g-li k e g e n e d es cri b e d i n t h e F eli d a e  w as

f o u n d b et w e e n R D H 1 3 a n d G P 6 b y S pli g n usi n g t h e d o m esti c c at

g e n e as a q u er y.  T his l o c us c o nstit ut es a f ull-l e n gt h ps e u d o g e n e i n

t h e di n g o a n d t h e  w olf b ut d o es n ot a p p e ar t o b e f u n cti o n al i n a n y of

t h e c a ni ds.
3. 4  M u st eli d a e

I n t h e  M ust eli d a e, t h e L R C is l o c at e d o n c hr o m os o m e 1 9 of t h e

er mi n e a n d t h e E ur o p e a n b a d g er, c hr o m os o m e 1 7 of t h e E ur asi a n

ott er, a n d c hr o m os o m e 7 of t h e  A m eri c a n  mi n k.  T h e L R C is

c o nti g u o us a n d c o nf or ms t o t h e t y pi c al g e n o mi c ar c hit e ct ur e

d es cri b e d f or f eli ds  wit h t h e n ot a bl e e x c e pti o n of t h e  A m eri c a n

mi n k, i n  w hi c h it is di vi d e d b et w e e n t w o r e gi o ns s e p ar at e d b y

a p pr o xi m at el y 1 5  m e g a b as es ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 5 ). E a c h of t h e

t w o r e gi o ns c o m pris es r o u g hl y h alf of t h e L R C g e n e c o u nt, a n d t h e

arr a n g e m e nt of g e n es  wit hi n e a c h r e gi o n is c o nsist e nt  wit h t h at

f o u n d i n ot h er s p e ci es. L E N G 8 , L E N G 9 , C D C 4 2 E P 5 , a n d F C A R

w er e n ot f o u n d i n t h e  A m eri c a n  mi n k ass e m bl y or i n t h e  W G S b y

B L A S T or S pli g n.

E x pl o r ati o n of t h e a n n ot at e d g e n e s o n  A m e ri c a n  mi n k

c hr o m os o m e 7 a n d c o m p aris o n t o t h e p ositi o ns of t h es e g e n es i n

t h e E ur o p e a n b a d g er ass e m bl y d e m o nstr at e d t h e r e arr a n g e m e nt of

l ar g e bl o c ks of g e n es i n t h e r e gi o ns n ei g h b ori n g t h e L R C i n t h e

A m eri c a n  mi n k ass e m bl y a n d t h e f usi o n of E ur o p e a n b a d g er

c hr o m os o m es 8 a n d 1 9 i nt o  A m eri c a n  mi n k c hr o m os o m e 7.
T A B L E 2 LI L R  g e n e c o nt e nt  of F eli d a e a s s e m bli e s.

S p e ci e s A ci n o n y x

j u b at us

F elis

c at us

F elis

c h a us

L e o p ar d us

g e offr o yi

L y n x

c a n a d e nsis

N e of elis

n e b ul os a

P a nt h er a

l e o

P a nt h er a

ti gris

Pri o n ail ur us

b e n g al e nsis

Pri o n ail ur us

vi v erri n us

LI L R A 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/

ps e u d o g e n es

0/ 2 2/ 0 2/ 0 2/ 0 1/ 1 * 2/ 0 2/ 0 1/ 1 2/ 0 2/ 0

LI L R B 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/

ps e u d o g e n es

3/ 0 3/ 0 3/ 0 3/ 0 3/ 0 3/ 0 3/ 0 2/ 1 3/ 0 3/ 0

LI L R A 2-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/

ps e u d o g e n es

1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0

LI L R B 2-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/

ps e u d o g e n es

0/ 1 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0 0/ 1 1/ 0 1/ 0 1/ 0 1/ 0

T ot al p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs/

ps e u d o g e n es

4/ 3 7/ 0 7/ 0 7/ 0 6/ 1 6/ 1 7/ 0 5/ 2 7/ 0 7/ 0

N o v el I g-li k e b et w e e n G P 6 a n d

R D H 1 3 / ps e u d o g e n es/fr a g m e nts

1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 0/ 0/ 0 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1 1/ 0/ 1
fr
*I n t h e  C a n a d a l y n x, LI L R A 7 c o nt ai ns t w o d el eti o ns r el ati v e t o t h e F. c at us r ef er e n c e  m R N A s u c h t h at t h e  O R F is disr u pt e d a n d r est or e d  wit h 3 a mi n o a ci ds aff e ct e d.  D u e t o t h e q ui c k r est or ati o n

of t h e  O R F, t his g e n e is c o nsi d er e d p ut ati v el y f u n cti o n al.
o nti er si n. or g

https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1197687
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org


J eli n e k et al. 1 0. 3 3 8 9 / fi m m u. 2 0 2 3. 1 1 9 7 6 8 7
F o ur ( E ur o p e a n b a d g er) t o ni n e ( E ur asi a n ott er) p ut ati v el y

f u n cti o n al LI L R g e n es  w er e i d e ntifi e d i n t h e  M ust eli d a e, al o n g

wit h t hr e e ( E ur asi a n ott er) t o 1 7 ( A m eri c a n  mi n k) ps e u d o g e n es

(T a bl e 4 ). I n  m a n y c as es, t h es e g e n es ar e s y nt e ni c a n d h o m ol o g o us

( b as e d o n p h yl o g e n eti c a n al ysis) a cr oss s e v er al or all f o ur of t h e

m ust eli d s p e ci es st u di e d.  H o w e v er, b e c a us e of t h e e x p a nsi o n a n d

v ari a bilit y of t h e LI L R f a mil y i n t h e  M ust eli d a e, it  w as n ot p ossi bl e

t o d et er mi n e t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e ps e u d o g e n es of diff er e nt

s p e ci es  wit h t h e s a m e cl arit y as i n t h e F eli d a e.

As a  mi n or d e vi ati o n i n t h e str u ct ur e of t h e L R C, i n t h e

E ur asi a n ott er, a L AI R 1 ps e u d o g e n e is l o c at e d i n t h e  mi dst of t h e
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 7
LI L R cl ust er r a n gi n g fr o m T T Y H 1 t o R P S 9 , r at h er t h a n i n its t y pi c al

p ositi o n a dj a c e nt t o T T Y H 1 , a n d t h us di vi d es t his cl ust er of LI L Rs

i nt o t w o gr o u ps.

S e v er al p oi nts s h o ul d b e n ot e d r e g ar di n g t h e cl assi fi c ati o n of

s p e cifi c  m ust eli d LI L Rs.  T h e 2-I g LI L R g e n e f o u n d i n t h e er mi n e,

LI L R B 6 , h as b e e n cl assifi e d as p ut ati v el y f u n cti o n al b ut c o d es f or a

l o n g c yt o pl as mi c t ail  wit h b ot h I TI Ms  m ut at e d ( n o nf u n cti o n al).

T h er ef or e, t h e e x pr essi o n of LI L R B 6 a n d its f u n cti o ns r e m ai ns

q u esti o n a bl e. B as e d o n ali g n m e nts i n S pli g n, h o m ol o gs t o er mi n e

LI L R B 6 w er e i d e nti fi e d i n t h e E ur asi a n ott er, t h e E ur o p e a n b a d g er

( o n e s u c h ps e u d o g e n e e a c h), a n d t h e  A m eri c a n  mi n k (t w o
FI G U R E 2

P h yl o g e n y  of  p ut ati v el y f u n cti o n al LI L R g e n e s i n  C ar ni v or a.  C o di n g s e q u e n c e s  w er e c o m p ar e d t o b o vi n e, c a pri n e, a n d h u m a n LI L R s ( S u p pl e m e nt ar y

D at a 1 ) b y t h e  N ei g h b or - J oi ni n g  m et h o d a n d T a m ur a 3 - p ar a m et er  m o d el i n  M E G A X.  A b o ot str a p c o n s e n s u s tr e e i s pr e s e nt e d  wit h br a n c h e s

r e pr o d u c e d i n  o v er 5 0 %  of 1 0 0 0 r e pli c at e s. T h e tr e e  w a s r o ot e d t o t h e n o v el I g -li k e g e n e s e q u e n c e s. F o ur  C ar ni v or a f a mili e s ar e hi g hli g ht e d: F eli d a e

(y ell o w ) – t h e d o m e sti c c at ( F el c at), j u n gl e c at ( F el c h a),  B e n g al c at ( Pri b e n), fi s hi n g c at ( Pri vi v), c h e et a h ( A cij u b),  G e offr o y ’s c at ( L e o g e o),  C a n a d a l y n x

( L y n c a n), cl o u d e d l e o p ar d ( N e o n e b), li o n ( P a nl e o), ti g er ( P a nti g);  C a ni d a e (gr e e n ) – w olf ( C a nl u p), d o m e sti c d o g ( C a nf a m), di n g o ( C a n di n), Ti b et a n

s a n d f o x ( V ulf er), ar cti c f o x ( V ull a g);  M u st eli d a e ( br o w n ) – er mi n e ( M u s er m), E ur o p e a n b a d g er ( M el m el),  A m eri c a n  mi n k ( N e o vi s), E ur a si a n  ott er

( L utl ut); a n d  Ot arii d a e (bl u e ) – C alif or ni a s e a li o n ( Z al c al). Sil h o u ett e s  w er e a d o pt e d fr o m  P h yl o Pi c a n d ar e cr e dit e d at htt p s:// w w w. p h yl o pi c. or g/

p er m ali n k s/ 4 2 1 b a d 8 9 b e 8 c c a 7 3 0 2 c 4 1 4 9 9 8 c 6 3 7 0 8 2 1 df 1 c 9 8 c 3 d b 1 6 1 d d b c d 1 d 8 8 c 8 df 8 a 7 a 8 .
fr o nti er si n. or g
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ps e u d o g e n es), b ut ar e cl e arl y ps e u d o g e ni z e d d u e t o disr u pti o ns i n

t h eir I g d o m ai ns.  T h e  A m eri c a n  mi n k LI L R A 3 pr o d u ct si mil arl y

l a c ks a c h ar g e d r esi d u e i n t h e pr e di ct e d  T M d o m ai n. I n a d diti o n,

E ur asi a n ott er LI L R _ 1 2 a n d er mi n e LI L R _ 1 4 l a c k t h e  T M d o m ai n

a n d t ail.  T h er ef or e, t h e y h a v e b e e n assi g n e d n eit h er a cti v ati n g n or

i n hi bit or y f u n cti o n a n d ar e cl assifi e d as ps e u d o g e n es.  H o w e v er, it is

p o s si bl e t h at o n e o r b ot h e n c o d e a s e c r et e d p r o d u ct  wit h

s o m e f u n cti o n.

N o I g gr o u ps  w er e i d e nti fi e d b y B L A S T b et w e e n G P 6 a n d

R D H 1 3 i n a n y  M ust eli d a e s p e ci es, a n d S pli g n usi n g t h e d o m esti c

c at n o v el I g-li k e g e n e fr o m t his l o c us as a q u er y pr o d u c e d n o hits i n

t his f a mil y.
3. 5  Ot arii d a e

T h e L R C of t h e  C alif or ni a s e a li o n is l o c at e d o n c hr o m os o m e

1 7. It c o nf or ms t o t h e g e n o mi c ar c hit e ct ur e d es cri b e d f or ot h er

c ar ni v or es. It c o nt ai ns s e v e n p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs, f o ur 4-I g

LI L R A s a n d t hr e e 4-I g LI L R B s, a n d t w o LI L R ps e u d o g e n es, a 4-I g

LI L R A a n d a 2-I g LI L R A B c o nt ai ni n g b ot h a cti v ati n g a n d i n hi bit or y

m otifs ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 6 ).  A g e n e fr a g m e nt c o m prisi n g a
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 8
si g n al p e pti d e a n d a si n gl e I g-li k e d o m ai n  w as i d e nti fi e d at t h e

t y pi c al l o c us of t h e n o v el I g-li k e g e n e i n f eli ds b et w e e n G P 6 a n d

R D H 1 3 , b ut n o ali g n m e nt  wit h t his g e n e  w as f o u n d o n S pli g n.  T w o

ot h er I g-li k e d o m ai ns n ot ass o ci at e d  wit h S Ps  w er e i d e nti fi e d

els e w h er e i n t h e L R C.  T h us,  w hil e n o c o nsist e nt diff er e n c es  w er e

f o u n d a cr oss c ar ni v or e f a mili es i n t er ms of t h e str u ct ur e of t h e L R C,

t h e LI L R c o nt e nt of t h e  C alif or ni a s e a li o n  m or e cl os el y r es e m bl es

t h at of t h e F eli d a e a n d  C a ni d a e t h a n t h e  M ust eli d a e, d es pit e t h e f a ct

t h at o ut of t h e t hr e e, t h e  M ust eli ds ar e t h e  m ost cl os el y r el at e d

f a mil y t o t h e s e a li o n i n e v ol uti o n ar y t er ms.
3. 6  P h yl o g e n eti c a n al y si s  of LI L R s

P h yl o g e n eti c a n al ysis pr o d u c e d si mil ar r es ults r e g ar dl ess of

w h et h er c o di n g s e q u e n c es ( Fi g ur e 2 ) or a mi n o a ci d s e q u e n c es

(S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 7 )  w er e us e d as t h e b asis of t h e a n al ysis.

T h e br a n c hi n g str u ct ur e of t h e tr e e  w as d et er mi n e d pri m aril y b y t h e

cl ust eri n g of ort h ol o g o us LI L Rs  wit hi n f a mili es. I n  m ost c as es t h e

e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n a n d  wit hi n  C ar ni v or a f a mili es

w e r e r e p r o d u c e d,  wit h g e n u s e s , f a mili e s, a n d t h e s u b o r d e r s

C a nif or mi a a n d F elif or mi a f o r mi n g cl u st ers at p r o gr essi v el y
T A B L E 3 LI L R  g e n e c o nt e nt  of t h e L R C i n  C a ni d a e a s s e m bli e s.

S p e ci e s V ul p es
l a g o p us

V ul p es
f erril at a

C a nis l u p us
f a mili aris

C a nis l u p us
di n g o

C a nis
l u p us *

LI L R A 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 1/ 2 1/ 2 1/ 2 1/ 1 1/ 3 ( 1/ 2)

LI L R B 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 3/ 1 3/ 1 3/ 0 3/ 0 4/ 2 ( 3/ 1)

LI L R A 2-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 1/ 0 1/ 0 0/ 1 0/ 1 0/ 1 ( 0/ 1)

T ot al p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs/ ps e u d o g e n es 5/ 3 5/ 3 4/ 3 4/ 2 5/ 6 ( 4/ 4)

N o v el I g-li k e p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es/fr a g m e nts l o c at e d

b et w e e n G P 6 a n d R D H 1 3

0/ 0/ 1 0/ 0/ 1 0/ 0/ 1 0/ 1/ 0 0/ 1/ 0 ( 0/ 1/

0)

Ot h er fr a g m e nts c o nt ai ni n g I g-li k e d o m ai ns 1 1 1 2 7 ( 5)

I g d o m ai n l o ci  wit h o ut si g n al p e pti d e 4 4 1 3 2 ( 1)
fr
* T h e n u m b ers i n p ar e nt h es es r e pr es e nt t h e c o u nt if t h e d u pli c at e d s e g m e nt of t h e  w olf L R C is dis c o u nt e d as a n artif a ct.
T A B L E  4 LI L R  g e n e c o nt e nt  of  M u st eli d a e L R C s.

S p e ci e s M ust el a er mi n e a  M el es  m el es  N e o g al e vis o n L utr a l utr a

LI L R A 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 4/ 4 2/ 6 3/ 1 0 6/ 1

LI L R B 4-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 3/ 2 2/ 2 3/ 3 3/ 0

LI L R A 3-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 0/ 0 0/ 1 0/ 0 0/ 0

LI L R B 3-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 0/ 0 0/ 1 0/ 0 0/ 0

LI L R A 2-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 0/ 0 0/ 0 0/ 2 0/ 0

LI L R B 2-I g p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 1/ 0 0/ 1 0/ 2 0/ 1

LI L R ps e u d o g e n es  wit h n eit h er a cti v ati n g n or i n hi bit or y d o m ai ns 1 0 0 1

T ot al LI L Rs p ut ati v el y f u n cti o n al/ ps e u d o g e n es 8/ 7 4/ 1 1 6/ 1 7 9/ 3

Fr a g m e nts c o nt ai ni n g I g-li k e d o m ai ns 1 2 3 2

I g d o m ai n l o ci  wit h o ut si g n al p e pti d e 4 5 4 2
o nti er si n. or g
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hi g h er l e v els.  H o w e v er, i n t h e c as es of LI L R A 4 a n d LI L R B 6 , t h e F elis

s p p. cl ust er e d  m or e cl os el y  wit h t h e P a nt h eri n a e t h a n  wit h t h e

Pri o n ail ur us s p p.

S e v er al b o vi n e, c a pri n e, a n d h u m a n LI L Rs  w er e i n cl u d e d i n t he

p h yl o ge n eti c a n al ysis t o ass ess  w h et her t he  C ar ni v or a LI L Rs ar e

si mil arl y di vi d e d i nt o gr o u p 1 a n d gr o u p 2 g e n es. F eli d LI L R A 3 a n d

LI L R B 1 a n d t h eir h o m ol o g u es i n ot h er  C ar ni v or a s p p. cl ust er e d  wit h

C et arti o d a ct yl a gr o u p 1 g e n es t o f or m o n e  m ai n br a n c h,  w hil e t h e

r e m ai ni n g  C a r ni v o r a LI L R s cl u st e r e d  wit h t h e h u m a n a n d

C et arti o d a ct yl a gr o u p 2 g e nes t o f or m a s e c o n d br a n c h, t h us l ar g el y

r efl e cti n g t h e s a m e di visi o n i nt o t w o li n e a g es.  H o w e v er, s o m e of

M ust eli d a e LI L Rs f ell b et w e e n t h es e t w o gr o u ps. P h yl o g e n eti c

a n al ysis of t h e a mi n o a ci d s e q u e n c es of t h e I g d o m ai ns of t h es e

r e c e pt ors s u g g ests t h at t h e fi rst I g d o m ai n is cl os el y r el at e d t o t he

gr o u p 1 LI L Rs,  w hil e t h e f oll o wi n g 3 I g d o m ai ns ar e c h ar a ct eristic of

t h e gr o u p 2 LI L Rs (S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 8 ).

B as e d o n p h yl o g e n eti c a n al ysis of t h e 6-I g d o m ai n r e c e pt ors,

arti fi ci all y c o nstr u ct e d f eli d LI L R A 7 s h o ws a d u pli c ati o n of t h e t hir d

a n d f o urt h I g gr o u ps, i n c o ntr ast t o t h e d u pli c ati o n of t h e fi rst a n d

s e c o n d I g gr o u ps s e e n i n t h e  m o us e a n d c o w ( S u p pl e m e nt ar y

Fi g ur e 9 ).  T h e s a m e a p pli es f or t h e p ut ati v el y f u n cti o n al 6-I g

LI L R B r e c e pt or f o u n d i n t h e a ar d w olf a n d t h e stri p e d h y e n a.
4  Di s c u s si o n

U ntil r e c e ntl y, c o m p ar ati v e st u di es of t h e LI L Rs h a v e b e e n

li mit e d i n p art b y t h e t e c h ni c al diffi c ult y of s e q u e n ci n g t h e L R C,

w hi c h c o nt ai ns a n u m b er of cl os el y r el at e d g e n es a n d is hi g hl y

r e p etiti v e. S u c h r e gi o ns ar e g e n er all y diffi c ult t o ass e m bl e fr o m

s h ort-r e a d s e q u e n ci n g d at a (3 8 , 3 9 ), a n d t h er ef or e t h e L R C is oft e n

fr a g m e nt e d or  mis ass e m bl e d i n s h ort-r e a d ass e m bli es. I n s c aff ol d-

l e v el ass e m bli es, br e a ks ar e es p e ci all y c o m m o n  wit hi n t h e LI L R

cl ust ers, a n d p orti o ns of t h es e g e n es  m a y als o b e f o u n d o n s m all

u n pl a c e d s c aff ol ds. L o n g-r e a d ass e m bli es ar e b ett er a bl e t o  m a p

s u c h t e c h ni c all y c h all e n gi n g r e gi o ns  wit h o ut br e a ks; t h e i m p a ct of

t his  m et h o d h as b e e n s u c h t h at it  w as n a m e d “ M et h o d of t h e  Y e ar

2 0 2 2 ” b y N at ur e  M et h o ds (4 0 ). F or t h es e r e as o ns, t his st u d y f o c us e d

o n l o n g-r e a d c hr o m os o m e-l e v el ass e m bli es.  H o w e v er, b as e c alli n g

err ors ar e  m or e fr e q u e nt i n l o n g-r e a d ass e m bli es ( 4 1 ), d es pit e

r e p ort e d i m pr o v e m e nts i n b as e c alli n g f or b ot h S M L R ( 4 2 ) a n d

O N T s e q u e n ci n g ( 4 3 ).  T h us, s o m e g e n es  wit h o nl y  mi n or c h a n g es

i n t h eir s e q u e n c e ( 1- 2 b p i n d els/ m ut ati o ns)  m a y b e err o n e o usl y

c at e g ori z e d as ps e u d o g e n es a n d i n f a ct  m a y b e f u n cti o n al.

T h e L R C is hi g hl y c o ns er v e d a cr oss t h e t e n f eli d ass e m bli es

m e eti n g t h e i n cl usi o n crit eri a ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 1 ) a n d it is

i d e nti c al i n a n ot h er F. c at us g e n o m e ass e m bl y ( G C A _ 0 1 6 5 0 9 8 1 5. 2).

M or e o v er, n o i n c o nsist e n ci es i n t h e c o nt e nt of t h e LI L R s u b-r e gi o n

(S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 2 )  w er e i d e ntifi e d i n t h e s h ort-r e a d or

s c aff ol d-l e v el F eli d a e ass e m bli es ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 3 ), n or i n

t h e s h o rt- r e a d a s s e m bli e s of oth e r F elif o r mi a s p e ci e s ( d at a

n ot s h o w n).

Wit hi n t h e  C ar ni v or a  m or e l ar g el y, c hr o m os o m e-l e v el l o n g-

r e a d ass e m bli es  w er e a v ail a bl e f or s e v er al s p e ci es of b ot h t h e

C a ni d a e a n d  M u st eli d a e f a mili e s, all o wi n g t h e i nt r af a mil y

v ari a bilit y of t h e L R C t o b e ass ess e d a n d c o m p ar e d  wit h t h e
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 0 9
F eli d a e. B e c a us e t h es e ass e m bli es  m et t h e s a m e i n cl usi o n crit eri a

as t h e f o c al f eli d ass e m bli es, c o n c er ns t h at a p p ar e nt v ari a bilit y  m a y

b e t h e r es ult of diff er e nt s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi es ar e r e d u c e d. I n

a d diti o n t o t h es e t w o f a mili es, a l o n g-r e a d c hr o m os o m e-l e v el

ass e m bl y  w as a v ail a bl e f or t h e  C alif or ni a s e a li o n; t his is t h e o nl y

ot h er ass e m bl y of a  C ar ni v or a s p e ci es  m e eti n g t h es e crit eri a, a n d it

h as b e e n i n cl u d e d t o br o a d e n t h e vi e w of t h e or d er.  T h e o v er all

ar c hit e ct ur e of t h e L R C  w as a g ai n c o nsist e nt a cr oss s p e ci es,

s u g g esti n g t h at t h e c o ns er v e d str u ct ur e of t h e L R C o bs er v e d i n

t h e F eli d a e is t y pi c al f or t h e or d er  C ar ni v or a.  H o w e v er, t w o p arti al

e x c e pti o ns s h o ul d b e n ot e d: t h e  w olf a n d t h e  A m eri c a n  mi n k.

I n t h e  w olf, t h e bl o c k of g e n es s p a n ni n g fr o m F C A R t o LI L R B 3

a p p e ars t o b e d u pli c at e d.  Alt h o u g h t h e s e q u e n c es of t his r e gi o n a n d

its d u pli c at e ar e v er y si mil ar, t h e y ar e n ot i d e nti c al.  T h e c o g n at e

p airs of t h e ( ps e u d o) g e n es oft e n c o nt ai n 2 t o 3 s u bstit uti o ns p er

g e n e a n d diff er i n l e n gt h b y u p t o 5 2 b as e p airs. LI L R B 3 a n d

LI L R B 3 + , t h e o nl y p air of p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs r es ulti n g fr o m

t h e d u pli c ati o n, diff er s uffi ci e ntl y i n t h eir s e q u e n c es t h at o n

p h yl o g e n eti c a n al ysis LI L R B 3 + cl ust er e d  m or e cl os el y  wit h t h e

ort h ol o g o u s g e n e i n t h e di n g o a n d t h e d o g t h a n  wit h  w olf

LI L R B 3 .  H o w e v er,  w h et h er t his d u pli c ati o n is a tr u e f e at ur e of t h e

w olf g e n o m e o r a n a rtif a ct of t h e a s s e m bl y r e m ai n s t o

b e d et er mi n e d.

T h e a p p ar e nt di visi o n of t h e L R C i n t h e  A m eri c a n  mi n k i nt o

t w o s u b r e gi o n s s e p a r at e d b y a p p r o xi m at el y 1 5  m e g a b a s e s

r e pr es e nts a si g ni fi c a nt di v er g e n c e. Pr e vi o us r es e ar c h o n t h e

p h yl o g e n y of t h e L R C h a s n ot, t o t h e b e st of t h e a ut h o r s ’

k n o wl e d g e, d es cri b e d s u c h a di visi o n i n a n y ot h er  m a m m ali a n

s p e ci es (2 ).  N o n et h el ess, t h e f usi o n of t w o c hr o m os o m es  w hi c h ar e

s e p ar at e i n  m a n y  M ust eli d a e k ar y ot y p es (i n cl u di n g E ur o p e a n  mi n k,

f or est p ol e c at, l ess er  w e as el,  m o u nt ai n  w e as el, J a p a n es e s a bl e,

stri p e d p ol e c at, a n d E ur o p e a n b a d g er) i nt o t h e si n gl e  A m eri c a n

mi n k c hr o m os o m e 7 h as b e e n el u ci d at e d b y  G- b a n di n g a n d FI S H

d at a ( 4 4 ).  T h e g e n es pr es e nt o n t h e r es p e cti v e c hr o m os o m es i n t h e

e x a mi n e d ass e m bli es c o n fi r m t h e f usi o n of M.  m el es c hr o m os o m es

8 a n d 1 9 i nt o N. vis o n c hr o m os o m e 7.  Gr a p h o d ats k y et al. ( 4 4 )

pr o p os e a n a n c estr al  C ar ni v or a k ar y ot y p e ( A C K),  wit h  A C K

c hr o m os o m e 1 9 c orr es p o n di n g t o c hr o m os o m e E 2 i n t h e F eli d a e

a n d t o t h e p ar m of N. vis o n c hr o m os o m e 7,  w hi c h c orr es p o n ds

wit h t h e l o c ati o ns of t h e L R C i n t h es e s p e ci es, a n d c o n fi r mi n g t h e

h o m ol o g y d es cri b e d i n a n e arli er FI S H st u d y ( 4 5 ).  T h us, it  m a y b e

t h at d uri n g t h e k ar y ot y p e e v ol uti o n t h at pr o d u c e d N. vis o n

c hr o m os o m e 7, c hr o m os o m e br e a k a g e a n d r e ass e m bl y s plit t h e

L R C i nt o t w o r e gi o ns.  U nf ort u n at el y, n o ot h er ass e m bli es of

N e o g al e s p p. a r e a v ail a bl e f o r c o m p a ri s o n; t h e o nl y ot h e r

ass e m bl y a v ail a bl e f or t h e g e n us is a s e c o n d N. vis o n g e n o m e,

w hi c h is ass e m bl e d o nl y t o t h e s c aff ol d l e v el a n d is i ns uf fi ci e nt t o

c o n fi r m or dis pr o v e t h e di visi o n of t h e L R C.  T h e cl os est r el ati v es f or

w hi c h ass e m bli es ar e a v ail a bl e ar e t h e M ust el a s p p.; h o w e v er, t h e

c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nt aff e cti n g N. vis o n c hr o m os o m e 7 di d

n ot o c c ur i n t h e  M ust el a e ( 4 4 ).  T his t w o- p art arr a n g e m e nt of t h e

A m eri c a n  mi n k L R C c o ul d all o w f or t h e g e n er ati o n of a d diti o n al

di v ersit y i n t h e LI L Rs as t h e y  w o ul d b e l ess li k el y t o b e i n h erit e d e n

bl o c. I n t his c o nt e xt, it is i nt er esti n g t h at t h e  mi n k p oss ess es t h e

l ar g est r e p ert oir e of LI L R ( ps e u d o) g e n es of a n y of t h e st u di e d

M ust eli d a e.  T his p ossi bl e diff er e n c e i n t h e g e n o mi c or g a ni z ati o n
fr o nti er si n. or g
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of t h e L R C b et w e e n cl os el y r el at e d s p e ci es d e m o nstr at es t h e

i m p ort a n c e of st u di es c o n d u ct e d at t h e s p e ci es l e v el i n r a pi dl y

e v ol vi n g r e gi o ns s u c h as t h e L R C.

T h e S M L R f eli d ass e m bli es e a c h c o nt ai n s e v e n ort h ol o g o us

LI L Rs.  Alt h o u g h  w e h y p ot h esi z e d t h at t h er e c o ul d b e diff er e n c es i n

t h e LI L R c o nt e nt b et w e e n t h e F eli n a e a n d P a nt h eri n a e, n o s u c h

diff er e n c es  w er e i d e nti fi e d.  T h e pr es er v e d l o c ali z ati o n of g e n e

c o m p o n e nts (i ntr o ns, e x o ns,  U T Rs) i n t h e  VI S T A gr a p hi c f urt h er

att ests t o t h e c o ns er v e d n at ur e of t h e LI L R f a mil y i n F eli d a e

(S u p pl e m e nt ar y Fi g u r e 2 ). I n t h e c a s e of t h e  C a n a d a l y n x,

p s e u d o g e n e s s h o ul d b e c o nsi d er e d i n li g ht of t h e i d e nti fi e d

a n o m ali e s i n t h e a s s e m bl y. Si mil a rl y, t h e cl o u d e d l e o p a r d

ass e m bl y  w as r e c e ntl y  m a d e a v ail a bl e a n d is n ot y et e x p e ct e d t o

b e i n its fi n al f or m. I n t h e ti g er, s o m e ps e u d o g e n es a g ai n  m a y b e a n

artif a ct or t h e r es ult of i nt eri n di vi d u al v ari a bilit y, as LI L R A 3 is

p ut ati v el y f u n cti o n al i n a r e c e ntl y r el e as e d ass e m bl y b as e d o n li n k e d

s h ort r e a ds a n d usi n g  Hi- C s c aff ol di n g ( G C A _ 0 2 4 0 3 4 5 2 5. 1) ( 4 6 ).

T h e i n di vi d u al us e d f or t h e S M L R r ef er e n c e ass e m bl y  w as a cr oss-

s p e ci es h y bri d (ti g er  X li o n), a n d it is p ossi bl e t h at t h e c h all e n g e of

s e p a r ati n g t h e t w o s e q u e n c e s l e d t o s o m e  mi s a s s e m bl y i n

t e c h ni c all y c h all e n gi n g r e gi o ns li k e t h e L R C.  T h e c h e et a h, o n t h e

ot h er h a n d, h as t h e  m ost ps e u d o g e n es (t hr e e), a n d i nt er esti n gl y t h e

c h e et a h i m m u n e s yst e m is k n o w n t o h a v e s e v er al s p e ci fi c f e at ur es.

T h e v ari ati o n i n t h e c h e et a h  M H C h as tr a diti o n all y b e e n c o nsi d er e d

t o b e n ot a bl y l o w (4 7 ).  W hil e  m u c h hi g h er g e n eti c di v ersit y  wit hi n

M H C I ( 4 8 ) a n d  M H C II (4 9 ) l o ci h as b e e n d es cri b e d r e c e ntl y,

c h e et a hs still s h o w  M H C II- D R B di v ersiti es l o w er t h a n ot h er l ar g e

f eli ds li k e B e n g al ti g ers (5 0 ), E ur asi a n l y n x (5 1 ), a n d l e o p ar ds (5 2 ).

C h e et a hs s e e m t o a c hi e v e i m m u n o c o m p et e n c e t hr o u g h hi g h er

c o nstit uti v e i n n at e i m m u nit y b ut l o w er i n d u c e d i n n at e a n d

a d a pti v e i m m u nit y c o m p ar e d t o a s y m p atri c l e o p ar d p o p ul ati o n

(5 ). It is t e m pti n g t o h y p ot h esi z e t h at t h e hi g h er n u m b er of LI L R

ps e u d o g e n es i n t his s p e ci es c o ul d b e r el at e d t o t h es e s p e ci fi citi es,

b ut f o c us e d r es e ar c h of LI L R e x pr essi o n a n d f u n cti o n is n e e d e d t o

dr a w a n y c o n cl usi o ns.

Diff er e n c es i n t h e LI L R g e n e c o nt e nt of t h e F eli d ass e m bli es n ot

m e eti n g t h e i n cl usi o n crit eri a  m a y t o s o m e e xt e nt r e fl e ct t h e

s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y. I n t h e b o b c at a n d t h e l e o p ar d, t h e t w o

S M L R s c aff ol d-l e v el ass e m blies, ort h ol o g u es of t h e s e v e n d es cri b e d

LI L Rs  w er e i d e nti fi e d.  T his  w as als o t h e c as e f or t h e s n o w l e o p ar d

ass e m bl y,  w hic h  w as g e n er at e d b y li n k e d s h ort r e a ds.  T h e  m a n ul

ass e m bl y is als o a s c aff ol d-l e v el l o n g-r e a d ass e m bl y b ut b as e d o n  O N T

r at her t h a n S M L R, a n d it als o c o nt ai ns t h es e s e v e n ort h ol o g u es,

alt h o u g h o nl y t w o a p p e ar t o b e f u n cti o n al.  T h e c o u g ar ass e m bl y,

g e n er at e d b y a c o m bi n ati o n of s h ort-r e a ds a n d  O N T, c o nt ai ns  m a n y

LI L R fr a g m e nts b ut o nl y t w o f ull g e n es,  w hil e t h e t w o s h ort-r e a d

ass e m bli es  wit h t h e L R C c o nt ai ne d o n a si n gl e s c aff ol d, t h e bl ac k-

f o ot e d c at a n d t h e j a g u ar, e a c h c o nt ai n t w o LI L Rs a n d n o fr a g m e nts

wit hi n t h e L R C.  H o we v er, t h e n u m b er of I g d o m ai ns i d e nti fi e d i n a

B L A S T of t h e  W G S i n b ot h c as es f ar e xc e e d e d t h e n u m b er of s u c h

d o m ai ns s e e n i n t h e L R C al o n g wit h t h e X c hr o m os o me, a n d i n b ot h

c as es  w as si mil ar t o t h e n u m b er of I g d o m ai ns f o u n d b y B L A S T of t he

W G S i n t h e d o m esti c c at.  T his s u g g ests t h at i n t h es e ass e m bli es s o m e

LI L Rs  m a y b e f o u n d o n s m all u n pl a c e d s c aff ol ds.  T his c orr el ati o n of

t h e n u m ber of i d e ntifi e d LI L Rs  wit h t h e us e of diff er e nt s e q u e n ci n g
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 1 0
t e c h n ol o gies s u g g ests t h at l o n g-r e a ds ar e i n d e e d  m or e s u c c essf ul at

res ol vi n g t he LI L R s u br e gi o ns.

R e g ar di n g t h e  C ar ni v or a  m or e br o a dl y, t h e o v er all LI L R

c o nt e nt is si mil ar b et w e e n t h e F eli d a e (s e v e n LI L Rs), t h e  C a ni d a e

(si x t o ei g ht), a n d Z. c alif or ni a n us ( ni n e).  A p ossi bl e e x c e pti o n is t h e

w olf,  w hi c h  m a y h a v e a t ot al of 1 1 LI L Rs if t h e d u pli c ati o n d es cri b e d

is a tr u e f e at ur e vs. ei g ht if it is t a k e n as a n artif a ct of t h e ass e m bl y.

T h e M ust eli d a e p oss ess  m or e LI L R g e n es, r a n gi n g f r o m 1 2

( E ur asi a n ott er) t o 2 3 ( A m eri c a n  mi n k) i n t h e s p e ci es st u di e d.

T h e n u m b er of LI L R fr a g m e nts is als o hi g h er i n t h e  M ust eli d a e.

H o w e v er, t his d o es n ot tr a nsl at e i nt o a si mil arl y hi g h er n u m b er of

f u n cti o n al LI L Rs i n t h e  m ust eli ds: o n a v er a g e t h e y p oss ess 6. 7 5

p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs, c o m p ar e d t o 6. 3 i n t h e f eli ds. I n d e e d,

F eli d a e p oss ess a n ot a bl y hi g h er r ati o of f u n cti o n al LI L Rs t o

ps e u d o g e n es ( 9 0. 0 0 %) c o m p ar e d t o t h e  M ust eli d a e ( 4 1. 5 4 %) or

t h e  C a ni d a e ( 5 7. 5 0 %; 5 9. 4 6 %  wit h e x cl u si o n of t h e  w olf

d u pli c ati o n).  D u e t o t h e s o f ar p o or c h ar a ct eri z ati o n of LI L R

f u n cti o ns, it is diffi c ult t o  m a k e a li n k b et w e e n i nt ers p e ci fi c

v ari ati o n i n t h e L R C g e n e c o u nt a n d p ot e nti al s el e cti v e pr ess ur es

l e a di n g t o s u c h a diff er e nti ati o n.

T h e i ntr af a mil y v ari a bilit y i n t h e LI L R c o m pl e m e nt  w as l o w est

i n t h e F eli d a e.  T h e ot h er e n d of t h e s p e ctr u m is a g ai n r e pr es e nt e d b y

t h e  M ust eli d a e,  w hi c h s h o w t h e l ar g est v ari a bilit y b et w e e n s p e ci es

i n t er ms of t h e t ot al n u m b er of LI L R l o ci, t h e t ot al n u m b er of

p ut ati v el y f u n cti o n al g e n es, a n d t h e r ati o of p ut ati v el y f u n cti o n al t o

ps e u d o g e ni z e d LI L Rs.

T h e si g ni fi c a n c e of t h e e nl ar g e d f a mil y of LI L Rs a n d its

i nt ers p e ci es v ari a bilit y i n t h e  m ust eli ds r e m ai ns t o b e el u ci d at e d.

O n e h y p ot h esis  m a y b e t h at i n t h e  M ust eli d a e t h e LI L Rs f ul fi ll t h e

f u n cti o n of a n e x p a n d e d  N K c ell r e c e pt or f a mil y bi n di n g  M H C cl ass

I li g a n ds, si mil arl y t o t h e  KI R i n h u m a ns (5 3 ) a n d  K L R A i n  mi c e

(5 4 ). I n t his i nt er pr et ati o n,  m a n y g e n es a n d ps e u d o g e n es c o ul d b e

t h e r es ult of c h a n gi n g p at h o g e n pr ess ur es l e a di n g t o t h e r a pi d

e v ol uti o n a n d i n a cti v ati o n of LI L R g e n es.  H o w e v er, t h e LI L Rs bi n d

t h e a 3 a n d b 2  mi cr o gl o b uli n d o m ai ns of  M H C-I r at h er t h a n t h e

hi g hl y v ari a bl e a 1 a n d a 2 d o m ai ns  w h er e  KI R a n d  K L R A bi n d ( 2 4 ),

a n d t his  m a y li mit t h eir c a p a cit y t o f ul fi l a si mil ar f u n cti o n,

alt h o u g h t h e y ar e k n o w n t o b e c a p a bl e of disti n g uis hi n g b et w e e n

s elf a n d n o n-s elf  M H C-I i n  mi c e ( 2 9 , 5 5 ).  Alt er n ati v el y, t h e

e x p a nsi o n of t h e  M ust eli d a e LI L R f a mil y c o ul d b e  m or e a f e at ur e

of t h e e v ol uti o n of t h e c hr o m os o m al r e gi o n t h a n t h e r es ult of

s el e cti v e pr ess ur es o n t h e LI L Rs, a n d ps e u d o g e n es  m a y h a v e aris e n

as n o nf u n cti o n al s e q u e n c es t hr o u g h  m e c h a nis ms s u c h as t h e

d u pli c ati o n of n ei g h b ori n g s e q u e n c es.

A p ut ati v el y f u n cti o n al n o v el I g-li k e g e n e w as f o u n d b et w e e n

G P 6 a n d R D H 1 3 i n all st u di e d f eli ds e x c e pt t h e  C a n a d a l y n x ( c a v e at

a g ai n, s o m e  mis ass e m bl y i n t his p art of t h e L y n x ass e m bl y is

s us p e ct e d), as  w ell as i n t h e s h ort-r e a d or s c aff ol d-l e v el F eli d a e

ass e m bli es.  A ps e u d o g e n e or fr a g m e nt h o m ol o g o us a n d s y nt e ni c t o

t his g e n e  w as i d e ntifi e d i n all st u di e d F elif or mi a a n d  C a ni d a e

s p e ci es.  C o m p ar a bl y, o nl y a si g n al p e pti d e a n d I g-li k e gr o u p  w as

f o u n d at t his l o c us i n t h e  C alif or ni a n s e a li o n.  N o I g-li k e g e n e  w as

f o u n d h er e i n a n y of t h e  M ust eli d a e s p e ci es.  T h us, t h e F eli d a e ar e s o

f ar t h e o nl y  C ar ni v or a f a mil y i d e ntifi e d c arr yi n g a p ut ati v el y

f u n cti o n al c o p y of t his g e n e.
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P h yl o g e n eti c a n al ysis s u g g ests t h at t his g e n e is r el at e d t o t h e

n o v el I g-li k e g e n es r e c e ntl y i d e nti fi e d i n pi gs a n d s u bs e q u e ntl y i n

ot h er s p e ci es i n cl u di n g c attl e, s h e e p, g o ats, h ors es ( 2 0 ) a n d c a m els

(5 6 ).  T h e g e n e c o nt e nt of t his I g-li k e f a mil y v ari es fr o m o n e

( c a m els) t o s e v e n ( c attl e) g e n es. I n t h e pr e vi o usl y d es cri b e d c as es,

t h es e g e n es ar e l o c at e d b et w e e n N L R P 2 a n d N L R P 7 ,  w hi c h diff ers

sli g htl y f r o m t h e l o c u s i d e nti fi e d i n F eli d a e.  N o g e n e s o r

i m m u n o gl o b uli n d o m ai n c o di n g s e q u e n c es  w er e f o u n d i n a n y

f eli d b et w e e n N L R P 2 a n d N L R P 7 i n o ur st u d y.

Pr e vi o usl y p u blis h e d st u di es c h ar a ct eri zi n g t h e L R C a n d t h e

LI L Rs f or  m ulti pl e s p e ci es  wit hi n a f a mil y ar e li mit e d.  T h os e  w hi c h

c a n s er v e f or c o m p aris o n t o t h e F eli d a e ar e t h e  H o mi ni d a e,

r e pr es e nt e d b y h u m a ns, c hi m p a n z e es, b o n o b os, g orill as, a n d

or a n g ut a ns ( 1 8 ); t h e B o vi d a e, r e pr es e nt e d b y c attl e (B os t a ur us )

(2 2 , 5 7 ) a n d g o ats (C a pr a hir c us ) (2 1 ); a n d t h e  C a m eli d a e,

r e pr es e nt e d b y t h e  B a ctri a n c a m el ( C a m el us b a ctri a n us ), t h e

dr o m e d ar y ( C a m el us dr o m e d ari us ), a n d t h e  wil d c a m el (C a m el us

f er us) (5 6 ).

T h e c o m pl e m e nt of g e n es i n t h e L R C i n e a c h of t h es e f a mili es is

si mil ar t o t h at d es cri b e d f or t h e F eli d a e, b ut t h e r el ati v e ori e nt ati o n

of s o m e bl o c ks of fr a mi n g g e n es diff ers i n t h e B o vi d a e, a n d i n s o m e

pl a c e s diff e r s e v e n b et w e e n c attl e a n d g o at s ( 2 1 , 2 2 ).  T h e

ar c hit e ct ur e of t h e L R C i n t h e  Ol d  W orl d c a m els is  m ost si mil ar

t o t h at of g o ats,  wit h t h e bl o c k of g e n es fr o m L AI R 1 t o C D C 4 2 E P 5

i n v ert e d i n c o m p aris o n  wit h t h e  C ar ni v or a. I n all c as es t h e LI L Rs

r e m ai n di vi d e d i nt o t w o cl ust ers.

T h e LI L R c o m pl e m e nt i n t h e  H o mi ni d a e a n d t h e B o vi d a e

a p p e ars t o b e l ar g er a n d  m or e v ari a bl e t h a n i n t h e F eli d a e.  T h e

H o mi ni d a e p o s s e s s 1 3 ( h u m a n, g o rill a, o r a n g ut a n) o r 1 4

( c hi m p a n z e e, b o n o b o) LI L Rs e a c h, of  w hi c h s e v e n ( g orill a) t o 1 2

( c hi m p a n z e e) ar e p ut ati v el y f u n cti o n al (1 8 ).  R el ati v e t o t h e F eli d a e,

t his is a l ar g er n u m b er of b ot h t ot al a n d p ut ati v el y f u n cti o n al LI L Rs,

as  w ell as gr e at er i ntr af a mil y di v ersit y i n t h e n u m b er of LI L Rs a n d

t h e pr o p orti o n of f u n cti o n al g e n es. I n t h e B o vi d a e, si xt e e n LI L Rs

a n d t h e cl os el y r el at e d F C G 2 R g e n e h a v e b e e n d es cri b e d i n c attl e

(2 2 ), c o m prisi n g fi v e a cti v ati n g a n d s e v e n i n hi bit or y r e c e pt ors

( 7 0. 6 % p ot e nti all y f u n cti o n al g e n es)  w hil e fi v e s ol u bl e f or ms  m a y

r e p r e s e nt p s e u d o g e n e s.  Ei g ht LI L R s a n d F C G 2 R h a v e b e e n

d es cri b e d i n g o ats, of  w hi c h f o ur ar e a cti v ati n g r e c e pt ors a n d t w o

ar e i n hi bit or y ( 6 6. 7 % p ut ati v el y f u n cti o n al g e n es) ( 2 1 ).  C o m p ari n g

j ust t h es e t w o s p e ci e s s h o ws hi g h er v ari a bilit y i n t h e LI L R

c o m pl e m e nt of t h e B o vi d a e t h a n  w as f o u n d i n t h e F eli d a e.

T h e  C a m eli d a e LI L R f a mil y is c o m p ar a bl e t o t h at of t h e F eli d a e,

wit h si x ( B a ctri a n c a m el, dr o m e d ar y) or s e v e n ( wil d c a m el) LI L Rs

pr es e nt i n e a c h s p e ci es.  T h es e ar e all p ut ati v el y f u n cti o n al i n t h e

S M L R a s s e m bl y of t h e  wil d c a m el,  w hil e o nl y t h r e e ( C.

dr o m e d ari us ) or f o ur (C. b actri a n us ) ar e f u n cti o n al b as e d o n

t ar g et e d r es e q u e n ci n g i n t h e d o m esti c s p e ci es (5 6 ).  T his is o n e of

t h e  m ost si mil ar f a mili es t o t h e F eli d a e i n t er ms of t h e LI L R g e n e

c o nt e nt, a n d it is n ot a bl e t h at  m or e cl os el y r el at e d f a mili es b ot h t o

t h e F eli d a e ( e. g., t h e  M ust eli d a e) a n d t o t h e  C a m eli d a e ( e. g., t h e

B o vi d a e) ar e  m or e di v er g e nt i n t h eir c o m pl e m e nt of LI L Rs.  T h us,

t h e a n al ysis of a n e v ol uti o n aril y cl os e s p e ci es is n ot a r eli a bl e

pr e di ct or of t h e LI L R c o m pl e m e nt i n a n u nst u di e d s p e ci es.

I m p ort a ntl y, t h e  m et h o d ol o g y e m pl o y e d i n t h e i d e ntifi c ati o n of

LI L Rs  m a y i m p a ct st u d y fi n di n gs.  A c o m p aris o n of t h e LI L R g e n e
Fr o nti er s i n I m m u n ol o g y 1 1
c o nt e nt a cr oss 4 8  m a m m ali a n s p e ci es  w as c arri e d o ut usi n g

Ort h o Fi n d er a u g m e nt e d b y a r e ci pr o c al b est B L A S T n hit s e ar c h

(3 ).  A s m all er c o m pl e m e nt of LI L Rs  w as r e p ort e d f or e a c h of t h e

t hr e e  C ar ni v or a s p e ci es i n t h at st u d y t h a n is pr es e nt e d h er e.

Dis cr e p a n ci es als o e xist b et w e e n t h e  Hilt o n st u d y a n d ot h er

st u di es dis c uss e d a b o v e, i n cl u di n g diff er e n c es i n t h e n u m b er of

LI L Rs i d e nti fi e d i n e a c h of t h e hi g h er pri m at es ( 1 8 ) a n d i n g o ats

(2 1 ). I n  m ost c as es,  Hilt o n et al. c o u nt e d, b as e d o n t h e a ut o m at e d

a n n ot ati o ns, f e w er LI L Rs t h a n ot h er st u di es of t h e s a m e s p e ci es.

T h es e a n n ot ati o ns ar e oft e n i n a c c ur at e f or t a n d e ml y d u pli c at e d

g e n e f a mili es. I n a p ar all el t o t h e i d e nti fi c ati o n of f e w er LI L Rs

i n t h e s h ort-r e a d F eli d a e ass e m bli es i n t his st u d y, it  m a y b e t h at

s h ort-r e a d ass e m bl y q u alit y i n t h e r e gi o n of t h e L R C i n hi bit e d

t h e i d e ntifi c ati o n of LI L Rs i n s o m e c as es. I n s p e ci es f or  w hi c h a

l o n g-r e a d ass e m bl y is n ot a v ail a bl e, a B L A S T s e ar c h of t h e  W G S

f oll o w e d b y t a r g et e d r e s e q u e n ci n g c o ul d b e c a r ri e d o ut t o

a u g m e nt t h e fi n di n gs fr o m s h ort-r e a d ass e m bli es b ut  m a y still

o v erl o o k s o m e g e n es, e. g., t h os e s plit o nt o t w o c o nti gs.  T his

u n d ers c or es t h e i m p ort a n c e of ass e m bl y q u alit y i n ass essi n g t h e

L R C a n d p arti c ul arl y t h e LI L Rs, as w ell as t h e c h all e n g es of

c o m p ari n g b et w e e n s p e ci es a n d/ or st u di es r el yi n g o n diff er e nt

ass e m bl y t e c h n ol o gi es.

S e v er al f urt h er st e ps  m a y c o ntri b ut e t o o ur u n d erst a n di n g of t h e

c h ar a ct eristi cs of t h e LI L Rs i n F eli d a e a n d ot h er f a mili es.  T ar g et e d

r es e q u e n ci n g of LI L R g e n es t o c o n fi r m t h eir s e q u e n c es a n d ass ess

all eli c v ari a nts  w o ul d pr o vi d e i nf or m ati o n a b o ut b ot h t h e i nt er- a n d

i ntr as p e ci es v ari a bilit y of t h e LI L Rs a n d  w o ul d all o w s u bs e q u e nt

s el e cti o n a n al ys es t o i d e ntif y sit es u n d er p urif yi n g a n d di v ersif yi n g

s el e cti o n. I n a d diti o n, e x pr essi o n st u di es  w o ul d c o n fi r m t h e

e x pr essi o n st at us of t h es e g e n es i n diff er e nt tiss u e/ c ell t y p es a n d

m a y ill u mi n at e c o n n e cti o ns b et w e e n t h eir s p e ci fi citi es i n A. j u b at us

a n d k n o w n f e at ur es of t h e c h e et a h i m m u n e s yst e m. F urt h er, a n

e x p a n d e d st u d y of t h e LI L R g e n e f a mil y i n ot h er  C ar ni v or a s p e ci es,

o n c e l o n g-r e a d ass e m bli es b e c o m e a v ail a bl e,  w o ul d gi v e a  m or e

c o m pl et e pi ct ur e of t h e or d er a n d c o n fi r m or r e p u di at e t h e tr e n ds

s e e n i n t h e s p e ci es s a m pl e d h er e. I n li g ht of t h e k n o w n diff er e n c es i n

t h e LI L R g e n e f a mil y of cl os el y r el at e d s p e ci es, s u c h st u di es  w o ul d

b e of v al u e.

I n c o n cl usi o n, t h e g e n o mi c ar c hit e ct ur e of t h e L R C is hi g hl y

c o ns er v e d a cr oss t h e F eli d a e.  T his s a m e o v er all str u ct ur e is als o

l ar g el y c o ns er v e d i n t h e ot h er st u di e d c ar ni v or e s p e ci es,  wit h t h e

m aj o r e x c e pti o n of N. vi s o n , i n  w hi c h a c h r o m o s o m al

r e arr a n g e m e nt a p p e ars t o h a v e s plit t h e L R C i nt o t w o s e p ar at e

r e gi o ns.  T h er e als o a p p e ars t o b e a d u pli c ati o n of a p orti o n of t h e

L R C i n C. l u p us .  T h e or g a ni z ati o n of t h e L R C is si mil ar i n t h e  m or e

dist a nt  H o mi ni d a e, B o vi d a e, a n d  C a m eli d a e f a mili es,  wit h t h e

c a v e at t h at o n e or  m or e bl o c ks of g e n es a p p e ar t o b e i n v ert e d

r el ati v e t o t h eir p ositi o n i n t h e  C ar ni v or a L R C.  T h e LI L R g e n e

c o nt e nt is als o c o ns er v e d  wit hi n t h e F eli d a e,  wit h a t ot al of 7

ort h ol o g o us ( ps e u d o) g e n es i d e nti fi e d i n e a c h s p e ci es, all of  w hi c h

ar e f u n cti o n al i n  m ost st u di e d f eli ds.  T his is si mil ar t o t h e n u m b er

of LI L Rs f o u n d i n t h e  C a ni d a e ( 6 t o 1 1) b ut l o w er t h a n t h at f o u n d i n

t h e  M ust eli d a e ( 1 2 t o 2 3), a n d t h e p er c e nt a g e of ps e u d o g e n es is

hi g h er i n b ot h of t h es e f a mili es.  A m o n g t h e st u di e d c ar ni v or es, t h e

v ari a bilit y of t h e LI L R g e n e c o nt e nt b et w e e n s p e ci es of a f a mil y is

l o w est i n t h e F eli d a e a n d hi g h est i n t h e  M ust eli d a e.  O v er all, t h e
fr o nti er si n. or g
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p h yl o g e n eti c tr e e of LI L Rs r e fl e ct e d t h e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps

a m o n g t h e s p e ci es, alt h o u g h t h er e  w er e s o m e  mi n or e x c e pti o ns

wit hi n t h e F eli d a e.  Wit hi n t h e c a r ni v o r e s, p r e s u m e d LI L R

ort h ol o g u es cl ust er e d t o g et h er  m or e cl os el y t h a n  wit h ot h er

LI L Rs fr o m t h e s a m e s p e ci es b ut o nl y  wit hi n f a mili es.  T w o

li n e a g es of LI L Rs  w er e i d e ntifi e d i n t h e  C ar ni v or a as pr e vi o usl y

d es cri b e d i n  C et arti o d a ct yl a.  A g e n e t h at cl ust er e d  wit h t h e n o v el I g-

li k e g e n e d es cri b e d b y S c h w art z a n d  H a m m o n d ( 2 0 )  w as als o

i d e ntifi e d b ut  w as p ut ati v el y f u n cti o n al o nl y i n t h e F eli d a e. I n

c o m p aris o n t o  m or e dist a nt f a mili es, t h e t ot al n u m b er of LI L Rs is

hi g h er i n t h e  H o mi ni d a e, si mil ar i n t h e  C a m eli d a e, a n d v ari es

si g nifi c a ntl y b et w e e n s p e ci es i n t h e B o vi d a e.  T h e  wit hi n-f a mil y

v ari a bilit y i n t h e LI L R c o m pl e m e nt is l ar g er i n t h e  H o mi ni d a e a n d

t h e  B o vi d a e c o m p a r e d t o t h e F eli d a e a n d is si mil a r i n t h e

C a m eli d a e.  T his i n di c at es t h at e v ol uti o n ar y cl os e n ess is n ot a

g o o d pr e di ct or of si mil arit y i n t h e LI L R g e n e f a mil y, p ot e nti all y

d u e t o t h e a cti o n of s el e cti v e pr ess ur es a n d t h e e v ol uti o n ar y

fl e xi bilit y of t h e L R C.  As hi g h q u alit y l o n g-r e a d ass e m bli es

b e c o m e a v ail a bl e f or  m or e s p e ci es, t h e c h ar a ct eri z ati o n of t h eir

L R Cs  will i n cr e as e o ur k n o wl e d g e of t h e i nt ers p e ci es v ari a bilit y of

t his r e gi o n a n d t h e LI L R g e n e f a mil y. Si g nifi c a nt g a ps r e m ai n i n o ur

k n o wl e d g e of LI L Rs, a n d c o m p ar ati v e st u di es  m a y i m pr o v e o ur

u n d erst a n di n g of t h es e i m p ort a nt g e n es i n h u m a ns as  w ell as

i nf or mi n g o ur u n d erst a n di n g of t h e p h yl o g e n y of t h e i m m u n e

s yst e m a n d p ot e nti all y off eri n g t ar g ets f or cli ni c al di a g n osti cs or

tr e at m e nt i n t h e st u di e d s p e ci es.
D at a a v ail a bilit y st at e m e nt

T h e ori gi n al c o ntri b uti o ns pr es e nt e d i n t h e st u d y ar e i n cl u d e d

i n t h e arti cl e/S u p pl e m e nt ar y  M at eri al . F urt h er i n q uiri es c a n b e

dir e ct e d t o t h e c orr es p o n di n g a ut h or.
A ut h or c o ntri b uti o n s

AJ: S e a r c h e d t h e a v ail a bl e g e n o m e s,  m a p p e d t h e L R C s,

p erf or m e d bi oi nf or m ati c a n al ys es, e xtr a ct e d  C D S f or p h yl o g e n eti c
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T his  w or k  w as s u p p ort e d b y t h e  G A  C  R/ F W F j oi nt pr oj e ct  G A

C R 2 1- 2 8 6 3 7 L/I 5 0 8 1- B.
C o n fl i ct  of i nt er e st

T h e a ut h ors d e cl ar e t h at t h e r es e ar c h  w as c o n d u ct e d i n t h e

a bs e n c e of a n y c o m m er ci al or fi n a n ci al r el ati o ns hi ps t h at c o ul d b e
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P u bli s h er ’s  n ot e
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cl ai m t h at  m a y b e  m a d e b y its  m a n uf a ct ur er, is n ot g u ar a nt e e d or

e n d ors e d b y t h e p u blis h er.
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