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1 EINLEITUNG  

Das Huhn (Gallus gallus domesticus) als Nutztier hat sowohl weltweit als auch in 

Deutschland große wirtschaftliche Bedeutung. So lag der Konsum von Geflügelfleisch in 

Deutschland pro Einwohner bei 19,8 kg/Jahr (2015) [1]. Die Schlachtmenge an Geflügel 

betrug 2016 1,5 Millionen Tonnen. Außerdem wurden in Deutschland 233 

Eier/Einwohner (2015) verzehrt und ca. 12 Milliarden Eier (2016) produziert [1, 2]. 

Insgesamt wird in Deutschland in der Geflügelindustrie mit Eiern- und deren Produkten 

sowie mit Geflügelfleisch ein Umsatz von ca. 10,5 Milliarden Euro pro Jahr erzielt [3].  

Um leistungsfähige und gesunde Tierbestände zu bewahren, ist es unabdingbar, 

Infektionen zu kontrollieren und durch geeignete Maßnahmen vorzubeugen. Dabei 

spielen vor allem virale Infektionen wie die aviäre Influenza, die Newcastle-Krankheit 

oder auch die Mareḱ sche Krankheit beim Huhn eine wichtige Rolle. Nicht alle 

verfügbaren Impfstoffe erfüllen erwünschte Standards an Qualität, Sicherheit und 

Handhabbarkeit. Ein umfassendes Verständnis des Immunsystems kann zur Entwicklung 

besserer Impfstoffe beitragen. 

Das Huhn wird bereits seit über 100 Jahren als wichtiges Tiermodell zur Untersuchung 

des Immunsystems verwendet. Besonders die Identifizierung der B- und T-Zellen und 

deren Funktion haben zum Verständnis des aviären und Säugetier-Immunsystems 

beigetragen [4]. Große Fortschritte wurden dabei durch die vollständige Sequenzierung 

des Genoms beim Huhn gemacht [5]. Zudem wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl 

weiterer Vogelgenome sequenziert [6, 7]. Dieser große Pool an genomischen Daten wird 

intensiv genutzt, um bisher unbekannte Gene des Immunsystems beim Huhn zu 

identifizieren. Zu diesen gehören beispielsweise die Familie der Zytokine. Diese sind 

Proteine, welche für die Zelldifferenzierung und Funktion sowie das Zellwachstum 

verantwortlich sind. Zu den verschiedenen Zytokinfamilien gehören beispielsweise die 

Interferonfamilie und die Tumornekosefaktor-Superfamlie (TNF-SF). Mitglieder dieser 

Familien wurden bereits im Huhn untersucht [8]. Dennoch konnte der 

Tumornekrosefaktor-Ŭ (TNF-Ŭ), ein Mitglied der TNF-SF, beim Huhn noch nicht 

identifiziert werden. In dieser Dissertation war es möglich, die Hühner TNF-Ŭ-Sequenz 

zu identifizieren und das Protein zu charakterisieren.  
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2 LITERATURÜBERSICHT  

2.1 TNF-Superfamilie beim Säuger 

2.1.1 Geschichte von TNF-Ŭ 

Die Entdeckung des pleiotropen Zytokins TNF-Ŭ ist charakterisiert durch eine Reihe 

aufeinanderfolgender Experimente. Im Jahre 1893 wurde durch Coley festgestellt, dass 

die Behandlung maligner Tumore mittels einer Injektion von aus Bakterien isolierten 

Toxinen (ĂColeys Toxinñ) eine Verringerung der Tumorgröße beim Patienten erzielte [9, 

10]. Daraufhin isolierten Shear et al. 1943 aus E. coli und Serratia marcescens einen 

Faktor, welcher heute als Lipopolysaccharid (LPS) bekannt ist [11]. LPS ist eine 

chemische Verbindung, welche in der äußeren Membran der Zellwände gramnegativer 

Bakterien lokalisiert ist. Es besteht aus drei Komponenten: dem außen gelegenen Lipid 

A, der Kernregion und dem daran gebundenen Polysacharid. Das Lipid A wirkt als 

Endotoxin und wird von den Zellen des angeborenen Immunsystems erkannt, welche 

daraufhin die bakterielle Infektion bekämpfen [12]. Es konnte dabei nachgewiesen 

werden, dass die Tumorregression auf diesen toxischen Faktor zurückzuführen war [11, 

13]. 1962 wurde eine Tumor nekrotisierende Aktivität von LPS festgestellt. Dabei wurde 

einer normalen Mauslinie der zu dieser Zeit als ĂSerratia marcescens polysaccharidñ 

bezeichnete Stoff verabreicht. Das Serum dieser Mäuse wurde daraufhin einer zweiten 

Mauslinie mit induzierten Sarkomen injiziert und dabei die Nekrotisierung der Tumore 

beobachtet [14]. Carswell et al. bezeichneten als erste Gruppe im Jahre 1975 den durch 

das Endotoxin induzierten Serumfaktor als ĂTumor Nekrose Faktor = TNFñ. Es wurde 

bereits vermutet, dass TNF durch die Wirtszelle, speziell durch Markophagen, im Zuge 

der LPS-Stimulation ausgeschüttet wird, was eine Tumorregression zur Folge hatte [15]. 

Parallel zu diesen Forschungsergebnissen entdeckten Cerami und Beutler, dass das von 

ihnen charakterisierte Cachectin und TNF dasselbe Protein darstellten [16-18]. Im 

Rahmen der Charakterisierung von humanem Lymphotoxin (hLT) konnten Aggarwal et 

al. 1984 Teile von dessen Aminosäuresequenz identifizieren [19]. Dies legte den 

Grundstein für die Klonierung der cDNA von hLT  [20]. Im selben Jahr konnte auch die 

humane TNF (hTNF) cDNA-Sequenz entschlüsselt werden [21]. Durch die gleichzeitige 

strukturelle Untersuchung von TNF und Lymphotoxin (LT) konnten sowohl eine 

Sequenzhomologie als auch funktionelle Ähnlichkeiten dieser beiden Zytokine bestätigt 

werden [21]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Existenz einer größeren TNF-

Familie mit mehreren Mitgliedern vermutet [19, 22]. Dies konnte in den folgenden Jahren 
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durch die Identifizierung weiterer Zytokine, welche der TNF-Superfamilie zugeordnet 

werden konnten, bestätigt werden.   

 

2.1.2 Liganden und Rezeptoren der TNF-Superfamilie 

Die TNF-SF beim Säuger besteht aus 19 Liganden und ihren dazugehörigen 29 

Rezeptoren (Abbildung 1). Zu den Liganden gehören unter anderem TNF-Ŭ, 

Lymphotoxin-Ŭ (LT-Ŭ), LT-ɓ, B cell activating factor of the tumor necrosis factor family 

(BAFF) und Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), welche 

auch teilweise beim Huhn beschrieben wurden. Nach der Entdeckung von TNF-Ŭ und LT 

wurden mit moderneren, molekularbiologischen Techniken auch weitere Vertreter 

identifiziert und so konnte die Existenz einer TNF-SF bestätigt werden. Die Liganden der 

TNF-SF weisen Ähnlichkeiten in ihrer Struktur, ihrer biologischen Aktivität und auch in 

ihren immunstimulierenden Funktionen auf [10, 15, 19, 22, 23]. Mitglieder der TNF-SF 

kommen entweder als lösliche oder membrangebundene Proteine im Körper vor, welche 

den Typ-II-Transmembranproteinen zugeteilt werden. Charakteristisch für diese ist es, 

dass sie einen intrazellulären N-Terminus aufweisen und teilweise als Trimere vorliegen, 

wohingegen Typ-I-Transmembranproteine einen extrazellulären N-Terminus besitzen 

[24]. Des Weiteren weisen die Liganden typische homologe Motive innerhalb ihrer 

Aminosäuresequenz auf, welche 20-30 % Übereinstimmungen aufweisen [24, 25]. Die 

TNF-Superfamilien-Liganden (TNF-SFL) binden die entsprechenden Rezeptoren der 

TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNFR-SF). Dabei kann ein Ligand entweder mit einem 

einzigen Rezeptor oder mit mehreren interagieren. Kennzeichnend für diese Rezeptoren 

ist es, dass sie zu den Typ-I-Transmembranproteinen gehören, welche ein bis sechs 

extrazelluläre cysteinreiche Sequenzwiederholungen (engl. cystein-rich repeat; CR) 

aufweisen. Man unterteilt diese Rezeptoren, aufgrund ihrer unterschiedlichen 

intrazellulären Domänen, in drei Gruppen [24]. Die erste Gruppe besitzt die sogenannte 

Todesdomäne. Diese Proteine werden aufgrund ihrer apoptosefördernden Wirkungsweise 

auch als Todesrezeptoren bezeichnet [26]. Dazu gehören die Rezeptoren: Ectodysplasin-

A-Rezeptor (EDAR), Decoy receptor 2 (DcR2),  Death receptor 3 (DR 3), DR 4, DR 5, 

DR 6, Nerve growth factor receptor (NGFR) und der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1 

(TNFR1) [22]. Die zweite Gruppe ist durch das TNF-Rezeptor-assoziierte Faktor 

(TRAF)-interagierende Motiv (TIM) charakterisiert. Diese Rezeptoren zeichnen sich 

durch die Aktivierung von Signalkaskaden aus, die zum Überleben und Wachstum der 
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Zellen führen. Als Beispiele sind der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-2 (TNFR2), 

Receptor Activator of NF-əB (RANK), B cell activating factor of the tumor necrosis 

factor family receptor (BAFFR) und Glucocorticoid-induced tumour necrosis factor 

receptor (GITR) zu nennen [22]. Zu der dritten Gruppe gehören Osteoprotegerin (OPG), 

DcR1 und DcR3. Diese besitzen keine intrazelluläre Signaltransduktionskette, sie 

konkurrieren lediglich mit den anderen beiden Rezeptorgruppen um ihre spezifischen 

Liganden [24, 27].     

 

Abbildung 1: Die Liganden und Rezeptoren der TNF-Superfamilie beim Säuger 

Die 29 Liganden (grün) der TNF-SF und die korrespondierenden 19 Rezeptoren (blau) 

sind dargestellt. Die Zugehörigkeit ist durch verbindende Pfeile gekennzeichnet. Die          

Fragezeichen geben an, dass zu diesen Rezeptoren noch keine TNF-SF-Liganden 

identifiziert werden konnten. Funktionelle Nomenklatur nach [22, 27]. 
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2.1.3 Struktur von TNF-Ŭ und dessen Rezeptoren TNFR1 und 2 

TNF-Ŭ kann in einer membrangebundenen und einer löslichen Form vorkommen, welche 

durch Metalloproteinasen aus der membrangebundenen Form abgespalten wird. Dadurch, 

dass beide Formen biologisch aktiv sind, werden sowohl parakrine, endokrine als auch 

autokrine Effekte vermittelt [24]. Es ist, wie auch die anderen TNF-SFL, ein Typ-II -

Transmembranprotein. Die membrangebundene Form besteht aus 233 Aminosäuren mit 

einem molekularen Gewicht von 26 Kilodalton (kDa) [28, 29]. Die abgespaltene lösliche 

Form setzt sich aus 157 Aminosäuren zusammen und ist 17 kDa groß [29, 30]. Als 

lösliche Form liegt TNF-Ŭ als Trimer vor, so dass es ein Molekulargewicht von 51 kDa 

aufweist [31]. Dem liegt eine spezielle, charakteristische Proteinfaltung des Monomers, 

aus zwei antiparallelen ɓ-Faltblättern zu Grunde, welche als ɓ-jelly-rolls bezeichnet wird 

[32, 33].  

Die Aminosäuresequenz des membrangebundenen TNF-Ŭ setzt sich aus einer 

extrazellulären Domäne (177 Aminosäuren), einer transmembranen Domäne (26 

Aminosäuren) und einer intrazellulären Domäne (30 Aminosäuren) zusammen [29]. Der 

C-terminale Abschnitt beinhaltet die extrazelluläre Domäne, welche die konservierte 

tumour necrosis factor homology domain (THD) beinhaltet. Die THD weist eine 20-30 % 

hohe Sequenzhomologie auch innerhalb der Mitglieder der TNF-SF auf [34]. Bei Studien, 

welche die vollständige Proteinsequenz zwischen hTNF und murinem TNF-Ŭ (mTNF-Ŭ) 

verglichen haben, konnte eine 79 %ige Übereinstimmung festgestellt werden [35]. Nicht 

nur zwischen den Proteinen der Säugetiere konnten Ähnlichkeiten in der TNF-Sequenz 

gefunden werden, sondern auch mit denen von Amphibien und Fischen. So konnte 

beispielsweise eine 34 %ige Sequenzidentität in der THD des Xenopus tropicalis im 

Vergleich zu der THD beim Säugetier nachgewiesen werden, was eine strukturelle und 

funktionelle Homologie dieser Proteine nahe legt [36]. 

TNF-Ŭ bindet an die TNF-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 [37] (Abbildung 1). Auch LT-

Ŭ bindet unter anderem an diese beiden Rezeptoren, aber zusªtzlich auch an den herpes 

virus entry mediator (HVEM), welcher auch zur TNFR-SF gehört [24]. Die beiden TNF-

Rezeptoren werden Zelltyp-abhängig unterschiedlich stark exprimiert. Es ist kein Zelltyp 

bekannt, auf dem der TNFR1 nicht exprimiert wird, wohingegen der TNFR2 

ausschließlich von Immunzellen und Endothelzellen exprimiert wird [22]. Abhängig 

davon, an welchen TNFR TNF-Ŭ bindet, werden dabei unterschiedliche Immunantworten 

im Körper ausgelöst. Dem zu Grunde liegt auch die unterschiedliche Struktur der beiden 
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Rezeptoren. Im Jahre 1989 konnten Hohmann et al. die Existenz der beiden 

unterschiedlichen Rezeptoren nachweisen. Der Nachweis erfolgte mittels radioaktiv 

markiertem TNF-Ŭ auf unterschiedlichen Zelltypen, wobei zwei unterschiedlich große 

Proteine für die Bindung identifiziert wurden [38]. Der TNFR1 hat ein Molekulargewicht 

von 55 kDa und bindet sowohl die lösliche als auch die membrangebundene Form von 

TNF-Ŭ. Im Gegensatz zu TNFR2 besitzt der TNFR1 eine Todesdomäne [37, 39]. Der 

TNFR2 hat ein Molekulargewicht von 75 kDa und bindet vor allem die 

membrangebundene Form von TNF-Ŭ [40, 41]. Dabei bindet die extrazelluläre cystein 

rich domain (CRD) beider TNF-Rezeptoren an die extrazelluläre THD von TNF-Ŭ [34].    

 

2.1.4 Signaltransduktionswege von TNF-Ŭ 

Abhängig davon ob TNF-Ŭ an den TNFR1 oder an den TNFR2 bindet, werden 

unterschiedliche Reaktionen im Körper ausgelöst. Verantwortlich dafür sind die sich an 

die Rezeptoraktivierung anschließenden unterschiedlichen Signalkaskaden (Abbildung 

2). Wenn TNF-Ŭ an den TNFR1 bindet, erfolgt eine Konformationsänderung der 

intrazellulären Todesdomäne, welche die Interaktion mit anderen Proteinen zulässt. Dazu 

gehören TNF-Rezeptor-assoziierte Proteine (engl. Tumor necrosis factor receptor type 1-

associated death domain protein; TRADD) und Fas-assoziierte Proteine mit 

Todesdomäne (engl. Fas associated proteins with a death domain; FADD). Während die 

Aktivierung von FADD über TRADD zur Apoptose führt, kann TRADD selbst eine 

Downstream-Kaskade auslösen und zu einer Aktivierung anderer inflammatorischer 

Gene führen. Diese Downstream-Kaskade führt über Rezeptor-interagierende Proteine 

(RIP) zu TRAF2 und TRAF5. TRAF2 bindet an das cellular inhibitor of apoptosis protein 

1 und 2 (cIAP1, cIAP2). Dabei bilden TNFR1-TRADD-RIPKI-TRAF2 den 

membrangebundenen Komplex I [42]. Dieser Komplex rekrutiert daraufhin die Inhibitor 

of kappa B Kinase (IKK). Deren Aktivierung führt zur Phosphorylierung und damit zur 

Degradierung der Proteine der Inhibitor of kappa B (IəB) Familie. Diese Kaskade führt 

zur Aktivierung und Lokalisation des Schlüssel-Transkriptionsfaktors Nuclear Factor-

kappa  B (NF-əB) in den Zellkern und damit zum Überleben der Zelle [43-45]. Dadurch 

ist die durch den TNFR1 vermittelte Signalübertragung auch an proinflammatorischen 

und antiapoptotischen intrazellulären Antworten beteiligt, um den Zelltod zu umgehen. 

Auf der anderen Seite kann die Bindung von TNF-Ŭ an den TNFR1 zum Zelltod führen. 

Dabei bilden TRADD-FADD und die damit assoziierte Caspase 8 den Komplex II [42]. 
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Diese fragile Balance zwischen Apoptose und Anti-Apoptose wird durch andere zelluläre 

Prozesse spezifisch reguliert, wie zum Beispiel durch die Liganden/Rezeptoren-

Internalisierung [44].  

Durch die Bindung von TNF-Ŭ an den TNFR2 werden keine Signaltransduktionswege 

ausgelöst, welche zur Apoptose führen, was somit zum Teil zu einer Überschneidung mit 

der Signalkaskade des TNFR1 führt. Im Gegensatz zu dem TNFR1 besitzt der TNFR2 

keine Todesdomäne, sondern die TIMs, welche mit den TRAFs interagieren. Wenn TNF-

Ŭ an den TNFR2 bindet, führt dies zur direkten Anlagerung von TRAF1/2, welche 

ihrerseits cIAP1 oder cIAP2 binden. Dadurch kann auch diese Signalkaskade NF-əB 

aktivieren [44, 46]. 

Sowohl die lösliche als auch die membrangebundene Form binden beide an den TNFR1 

und an den TNFR2. Dennoch führt vor allem die lösliche Form von TNF-Ŭ zu der 

Aktivierung von TNFR1. Auf der anderen Seite hat der TNFR2 eine besonders hohe 

Affinität für das membrangebundene TNF-Ŭ [47]. Somit führt die Bindung von TNF-Ŭ 

an den jeweiligen Rezeptoren zu einzigartigen Signalwegen, aber auch zu deren 

Überschneidungen [48].   
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der  Signalkaskade von TNF-Ŭ 

Durch die Bindung von TNF-Ŭ an den TNFR1 oder TNFR2 werden verschiedene 

Signaltransduktionswege initialisiert. Die Abfolge ist durch Pfeile gekennzeichnet und 

zeigt auch die Überschneidung zwischen TNFR1 und 2. 

 

2.1.4.1 Komponenten des Signaltransduktionsweges 

TRADD ist ein Adapter-Protein, welches sowohl Signalwege vermittelt, die zur Apoptose 

als auch solche, die zum Zellüberleben führen. Dabei ist TRADD mit Proteinen assoziiert, 

welche selbst eine Todesdomäne besitzen, wie zum Beispiel einige Mitglieder der TNFR-

SF [22, 49]. So besitzt auch TRADD selbst eine mit der TNFR1 Todesdomäne zu 23 % 

übereinstimmenden Abschnitt in der Aminosäuresequenz. TRADD besitzt ein 

Molekulargewicht von 34 kDa. Im C-terminalen Abschnitt von TRADD liegt die 

Todesdomäne, welche beispielsweise für die direkte Bindung mit der Todesdomäne von 

TNFR1 verantwortlich ist. Der N-Terminus hat eine gefaltete Ŭ/ɓ-Sandwich Struktur und 

interagiert mit dem C-terminalen Anteil von TRAF2 [49, 50].  

FADD ist ein weiteres wichtiges Adapter-Protein und interagiert auch mit anderen 

Mitgliedern der TNFR-SF wie CD95 (FasR) und TNFR1 [22, 51]. Es hat ein 

Molekulargewicht von 23 kDa und interagiert über seine Todesdomäne im C-Terminus 

mit der Todesdomäne des TNFR1. Der N-terminale Abschnitt besitzt die death-effector 

domain (DED), welche mit der Caspase 8 interagiert und so zur Apoptose führt. Dabei 

bilden sie zusammen den death-inducing signaling complex (DISC) [51, 52].  

Die TRAFs werden in TRAF1-6 beim Säugetier eingeteilt. Die TRAF-Domäne besteht 

aus einem hochkonservierten C-terminalen Abschnitt und einem variablen N-terminalen 

Abschnitt. Der C-terminale Abschnitt ist für die Bindung an Mitglieder der TNFR-SF 

verantwortlich, wohingegen der N-terminale Abschnitt die Funktion vermittelt, welche 

beispielsweise zu der Aktivierung von NF-əB f¿hrt [53, 54]. Des Weiteren enthält der N-

terminale Teil aller TRAFs Zink-Finger-Motive [55] und außer TRAF1 ein RING-Finger-

Motiv [56].  

NF-əB ist kein einzelnes Protein, sondern ein Oberbegriff für fünf verschiedene Proteine 

beim Säuger, welche der NF-əB/Rel-Proteinfamilie zugeordnet werden. Dazu gehören 

NFəB1 (p50), NFəB2 (p52), RelA (p65), RelB und c-Rel. Aus diesen einzelnen 

Mitgliedern bilden sich Dimere, welche wiederum Transkriptionsfaktoren darstellen. 

Charakteristisch ist die gemeinsame Rel homology domain (RHD), welche aus 300 

Aminosäuren besteht und die Dimerisierung bewirkt [45]. NF-əB wird durch die 
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Inhibitoren der IəB-Familie im Zytoplasma inaktiviert. Die IKK  phosphoryliert diese und 

führt über diesen Signaltransduktionsweg zur Aktivierung von NF-əB [57]. Die TNF-

gesteuerte Aktivierung von NF-əB dient sowohl dem Schutz vor Apoptose, als auch der 

Induktion von proinflammatorischen Prozessen. NF-əB ist somit ein zentraler 

Transkriptionsfaktor, welcher eine Vielzahl von Genen reguliert, welche beispielsweise 

an der Immunantwort beteiligt sind [45, 57]. Die von NF-əB regulierten Gene lassen sich 

unterschiedlichen Gruppen zuordnen. Darunter befinden sich Zytokine wie BAFF, 

Interferon-ɔ (IFN-ɔ), aber auch TNF-Ŭ selbst. Des Weiteren konnten eine Vielzahl von 

Wachstumsfaktoren, wie der Nerve Growth Factor (NGF) oder Erythropoetin und andere 

Transkriptionsfaktoren, wie p53 als regulierte Gene nachgewiesen werden. Auch die 

verstärkte Transkription von Proteinen der Akuten-Phase-Reaktion, darunter das C-

reaktive Protein (CRP) oder das Gewebethromboplastin (engl. Tissue factor, TF), 

welches die Blutgerinnung initiiert, sind der Aktivierung durch NF-əB zuzuordnen. Somit 

sind neben den Genen für die Immunantwort ebenfalls Gene, die für das Zellwachstum 

eine Rolle spielen, zum Beispiel das Phosphatase and Tensin homolog (PTEN), als 

direkte Ziele der NF-əB Regulation bekannt [58]. 

 

2.1.5 Physiologie von TNF-Ŭ 

TNF-Ŭ wird von vielen Zellarten, vor allem aber von Zellen des Immunsystems, unter 

physiologischen Bedingungen im Rahmen der Immunantwort exprimiert. Dazu gehören 

vor allem Makrophagen, aber auch B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, natürliche 

Ki llerzellen (NK-Zellen) und Mikrogliazellen [22, 59]. Des Weiteren schütten auch 

Endothelzellen, Mastzellen, Herzmuskelzellen und Fettzellen TNF-Ŭ als Reaktion auf 

proinflammatorische Stimuli aus [60-63]. Es konnte nachgewiesen werden, dass 

ausgeschüttetes TNF-Ŭ lokal direkt auf das Endothel wirkt. Dabei hat es einen Einfluss 

auf die Stimulation und Ausschüttung weiterer Proteine, welche teilweise auch auf die 

Blutgerinnung wirken [64]. 

Bei der Blutgerinnung bilden eine Vielzahl von Faktoren die Gerinnungskaskade, deren 

Ziel es ist, die Blutung durch eine Erhöhung der Viskosität des Blutes zu stoppen. 

Dadurch wird zum einen der übermäßige Verlust von Blut verhindert, zum anderen die 

Wunde verschlossen und so das Eindringen von Pathogenen erschwert. Die 

Gerinnungskaskade wird, je nachdem wie diese aktiviert wird, in einen extrinsischen und 

einen intrinsischen Weg unterteilt. Als Initiator der extrinsischen Gerinnung dient das 
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Zelloberflächenprotein TF. Dieses wird auf der Oberfläche von perivaskulären Zellen 

exprimiert und steht im Normalfall nicht mit dem Blut in Kontakt. Zusätzlich können 

Endothelzellen und Monozyten den TF durch Induktion exprimieren. Das unversehrte 

Endothel bildet dabei die Barriere zwischen dem TF und dem im Blut gelösten Faktor 

VII a, welche zusammen die Gerinnung initiieren und die Signalkaskade auslösen [65]. 

Durch eine Schädigung der Endothelschicht, zum Beispiel bei Stich- oder 

Schnittverletzungen, kommt es zu einer Freisetzung von TF. Aber auch die Bekämpfung 

von Bakterien durch die lokale Ausschüttung von TNF-Ŭ durch Immunzellen kann in 

Endothelzellen die Freisetzung von TF induzieren. Diese werden dadurch aktiviert und 

die Fähigkeit zur Rekrutierung und Bindung von Leukozyten und Blutplättchen erhöht. 

Die direkte Wirkung auf das Gefäßendothel soll so eine Ausbreitung der Infektion 

verhindern. TNF-Ŭ f¿hrt dort zu einer vermehrten Permeabilität der Blutgefäße, indem 

der interzelluläre Abstand zwischen den Endothelzellen erhöht wird. Dadurch können 

zum Beispiel Antikörper, speziell das Immunglobulin G, lokal wirken. Außerdem führt 

es zur Ausschüttung weiterer TNF-Ŭ/ NF-əB regulierter Proteine der Immunantwort und 

parallel zur Aktivierung des Komplementsystems [66]. Der durch TNF-Ŭ ausgelºste 

Schutzmechanismus bei lokalen Infektionen kann allerdings auch bei systemischen 

Infektionen ausgelöst werden. Dadurch kommt es in den Blutgefäßen zu einer verstärkten 

Gerinnung, einer Verringerung des Blutdruckes bei gleichzeitiger Erhöhung der 

Gefäßpermeabilität. Die folgende Unterversorgung der angrenzenden Organe mit 

Nährstoffen und Sauerstoff kann zu einer schwerwiegenden Schädigung des Gewebes bis 

hin zum Absterben führen. Dies wird klinisch als septischer Schock bezeichnet [66].   

TNF-Ŭ ist ein Zytokin, welches im angeborenen Immunsystem eine große Rolle spielt. 

Weitere wichtige Zytokine in diesem Zusammenhang sind Interleukin 1 (IL-1) und 

Interleukin 6 (IL-6). Diese werden unter anderem auch von Makrophagen sezerniert [66]. 

TNF-Ŭ ebenso wie IL-1 und IL-6 führen zu der sogenannten Akute-Phase-Reaktion. 

Diese ist beispielsweise die Folge einer lokalen bakteriellen Infektion bzw. einer 

Verletzung. Dabei werden die Zytokine von Makrophagen am Ort des Insults 

ausgeschüttet, gelangen über das Blut in die Leber, wirken auf die Hepatozyten und 

induzieren die Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APP). Zu den wichtigsten 

Vertretern der APP zählen das CRP und das Mannose-bindende Lektin (MBL). Je 

nachdem, welches Protein gebildet wird, werden unterschiedliche Immunreaktionen im 

Körper ausgelöst, wie beispielsweise die bereits erwähnte Aktivierung des 

Komplementsystems [66-68]. 



Literaturübersicht  11 

2.1.6 Die Bedeutung von TNF-Ŭ bei Erkrankungen 

2.1.6.1 Autoimmune Erkrankungen 

TNF-Ŭ ist bei vielen autoimmunen Erkrankungen relevant. Zu diesen gehört 

beispielsweise die rheumatoide Arthritis, welche sich durch Schmerzen, dem 

Anschwellen und der progressiven Zerstörung der Gelenke auszeichnet. Als Ursache wird 

eine autoimmune Reaktion innerhalb der Gelenke und die damit einhergehende 

Degeneration beschrieben. Dabei wird die Vaskularität der Gelenke erhöht, wobei 

gleichzeitig eine verstärkte Infiltration durch Zellen des Immunsystems stattfindet. 

Besonders aktivierte CD4+ T-Zellen sind in diesem Bereich für die Ausschüttung von 

Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und TNF-Ŭ, verantwortlich [69]. Es ist bekannt, dass in 

Geweben mit hoher TNF-Ŭ Konzentration eine erhöhte Degeneration von Knorpelgewebe 

sowie eine erhöhte Expression von Zelladhäsionsmolekülen stattfindet [70, 71]. 

Dieselben Zytokine sind allerdings auch für die Bekämpfung exogener Fremdstoffe, wie 

Bakterien, verantwortlich. Der Nachweis von Zytokinen in der Gelenksflüssigkeit von 

Patienten führte zu der Überlegung, ob Antikörper gegen diese zu einer Behandlung 

genutzt werden können. Elliot et al. beschrieben als erste die Behandlung mit 

monoklonalen Antikörpern gegen TNF-Ŭ bei einer autoimmunen Erkrankung beim 

Menschen [72]. Dabei kann eine Verbesserung der Symptome sowie eine Verringerung 

von proinflammatorischen Zytokinen bin hin zur Expression von antiinflammatorischen 

Markern beobachtet werden [69, 71]. Aktuell werden beispielsweise Medikamente wie 

Etanercept oder Infliximab in der Therapie beim Menschen verwendet. Etanercept besitzt 

die TNF-bindende Domäne des TNF-Rezeptors, interagiert dadurch mit TNF-Ŭ und 

verhindert so kompetitiv dessen Bindung an den Rezeptor. Infliximab wirkt als 

monoklonaler Antikörper und damit als TNF-Blocker [71, 73]. 

Ein ähnlicher immunologischer Zusammenhang wird auch beim Morbus Bechterew 

vermutet, welcher auch eine rheumatoide Gelenkserkrankung, speziell der 

Wirbelsäulengelenke, ist. Mit Hilfe von genomischen Studien konnten mittlerweile 

verschiedene Signaltransduktionswege des Immunsystems identifiziert werden, deren 

Dysregulation an der Entstehung und Progression der Erkrankung beteiligt ist. Darunter 

sind die Regulation von NF-əB aber auch die intrazelluläre Prozessierung der 

Haupthistokompatibilitätskomplex-Moleküle (engl. Major Histocompatibility Complex; 

MHC) zu nennen. In den arthritischen Bereichen konnten zudem proinflammatorische 

Zytokine, darunter TNF-Ŭ und IL-6, nachgewiesen werden [74]. Eine aktive lokale 
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Immunreaktion kann daher zu einer Degeneration der umgebenen Gewebe führen. Die 

Behandlung der Patienten mit TNF-Blockern, besonders in der Frühphase der 

Erkrankung, konnte in klinischen Studien eine Verbesserung der Symptome bewirken 

[75]. 

Eine weitere Autoimmunerkrankung, die mit einer TNF-Ŭ Dysregulation assoziiert ist, ist 

der Morbus Crohn, eine chronische Entzündung des Gastrointestinaltraktes, besonders 

allerdings des Darmes. Histologische Untersuchungen des Darmes bei Patienten konnten 

eine entzündungsbedingte Verdickung der Darmmukosa nachweisen [76]. Auch bei 

dieser Erkrankung konnte eine fehlgeleitete Aktivierung zytotoxischer T-Zellen als 

Ursache ausgemacht werden. Diese reagieren dabei auf die normale Darmflora und 

können danach nicht durch Apoptose abgeschaltet werden, wodurch diese eine längere 

Aktivität und damit eine erhöhte Expression und Ausschüttung von 

proinflammatorischen Zytokinen aufweisen. Durch diese Überreaktion ist auch die 

Entstehung autoreaktiver Antikörper gegen die körpereigenen Antigene der Darmzellen 

möglich, was zu einer entzündlichen Degeneration dieser Zellen führt. Durch die Reifung 

der T-Zellen wird auch die Sekretion von IFN-ɔ und TNF-Ŭ angeschaltet, welches die 

lokale Überreaktion nur weiter verstärkt und dabei Anfälle besonders heftiger 

Entzündungen auslösen kann. Auch hier werden anti-TNF-Medikamente sowie weitere 

in der Entwicklung befindliche Zytokin-Blocker zur symptomatischen Behandlung 

eingesetzt [77]. 

2.1.6.2 Infektiöse Erkrankungen  

TNF-Ŭ spielt auch bei bakteriellen oder viral bedingten Infektionen eine Rolle. Dabei 

werden die TNF-Signaltransduktionswege durch die exogenen Pathogene auf 

verschiedene Art und Weise beeinflusst [24, 78]. 

Bei der Wirtsabwehr werden die Zellen des Immunsystems zunächst durch Antigene der 

Erreger aktiviert. So wird zum Beispiel LPS durch den Toll-like receptor 4 (TLR-4) von 

Makrophagen erkannt. LPS sowie andere Antigene werden dabei als pathogen-associated 

molecular patterns (PAMPs) bezeichnet. Dies sind Oberflächenstrukturen, die bei vielen 

Bakterien ähnlich aufgebaut sind und daher von den gleichen Rezeptoren erkannt werden 

können. Solche Rezeptoren, wie TLR-4, werden der Familie der pattern recognition 

receptor (PRR) zugeordnet [79]. Die Aktivierung des TLR-4 führt zur Ausschüttung von 

Zytokinen, wie TNF-Ŭ, IL-1 und IL-6 und damit zur Stimulierung anderer Immunzellen. 

So kann das TNF-Ŭ-Signal besonders gegen intrazelluläre Infektionserreger wirken, 
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indem es die Apoptose induziert, zytolytisch wirkt oder die Replikation der Erreger 

inhibiert. Dadurch können zellinvasive Bakterien wie Listeria monocytogenes, 

Salmonella typhimurium und Mycobacterium tuberculosis abgewehrt werden. Diese 

Bakterien benötigen für ihre Replikation Wirtsproteine, da sie selber nicht in der Lage 

sind, diese zu exprimieren und damit extrazellulär nicht wachsen können. Das Gleiche 

betrifft die Viren, da auch deren Replikation von den Wirtsproteinen zur Genexpression 

abhängig ist. Mit Hilfe von Maus-Infektionsmodellen konnte nachgewiesen werden, dass 

der Knockout von TNF-Ŭ oder TNFR1 zu einer Beeinträchtigung der Wirtsabwehr führt. 

Dabei ist speziell die T-Zell-abhängige Immunantwort bei bakteriellen Infektionen 

reduziert [78, 80]. Bei viralen Infektionen, beispielsweise mit dem Herpes simplex virus, 

wurde auch gezeigt, dass bei diesen Knockout-Mäusen die Inhibition der Replikation 

eingeschränkt ist. Selektionsbedingt haben diese Erreger im Laufe der Zeit Strategien 

entwickelt, um der Wirtsabwehr zu entkommen, sogenannte Evasions-Mechanismen 

[78]. So konnten einige Viren viral codierte Proteine entwickeln, die als TNF- oder 

TNFR1-Inhibitoren fungieren. Dabei wird entweder TNF-Ŭ selbst gebunden, oder die 

Interaktion mit den Rezeptoren beziehungsweise die korrekte Homodimerisierung der 

Rezeptoren verhindert und so die apoptotische Kaskade ausgeschaltet. Außerdem kann 

über die Modulation der NF-əB abhängigen Gene die Konzentration antiapoptotischer 

Faktoren in den infizierten Wirtszellen erhöht werden. Bei Bakterien sind bis zum 

heutigen Tage keine Proteine für direkte Interaktionen mit TNF-Ŭ bekannt, stattdessen 

werden die proliferativen Signalwege über NF-əB oder die Mitogen-aktivierte 

Proteinkinase (MAPK) moduliert [78]. 

Bei Mäusen wurden auch Infektionsmodelle mit Mycobacterium tuberculosis genutzt, 

welche zeigten, dass TNF-Ŭ f¿r die T-Zell-Differenzierung und bei der Reifung von 

aktivierten Makrophagen wichtig ist, um die Infektion einzuschränken [81]. Zusätzlich 

wurde festgestellt, dass sowohl der Schutz vor den Pathogenen, aber auch das 

Fortschreiten der Krankheit sowie die Persistenz der Bakterien durch das regulatorische 

TNF-Ŭ Netzwerk kontrolliert werden. Da M. tuberculosis besonders in Makrophagen 

persistiert und repliziert, wird durch eine genaue Kontrolle der TNF-Ŭ Konzentration in 

der näheren Umgebung die Voraussetzung für die Regulation des Bakterienwachstums 

gelegt. Dadurch entstehen die für Tuberkulose typischen Tuberkel oder Granulome, 

Ansammlungen von Immunzellen (mononukleare Phagozyten, multinukleare 

Riesenzellen), in denen eine Bakterien-Replikation kontrolliert werden kann [82, 83]. Die 

Verringerung der TNF-Ŭ Konzentration f¿hrt dabei zu einer Freisetzung der Bakterien 
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und damit zu einer Ausbreitung der Infektion. Im Infektionsmodell mit TNF-Knockout-

Mäusen konnte keine Bildung der Granulome beobachtet werden und die Tiere erlagen 

der Infektion [84]. Daher ist es nicht verwunderlich, dass Untersuchungen im Rahmen 

der Entwicklung von anti-TNF-Ŭ Medikamenten ein erhºhtes Risiko von Infektionen 

oder die Reaktivierung der Pathogene (M. tuberculosis, Herpes simplex virus, Varizella-

Zoster-Virus) durch die Therapie aufzeigten [83, 85]. Sowohl bei Experimenten mit 

Mäusen als auch bei klinischen Studien stellt die Erkrankung mit Mycobacterium 

tuberculosis ein potentielles Risiko bei einer anti-TNF-Ŭ-Therapie dar [81].  

Zur effektiven Bekämpfung von Erregern haben Immunzellen, darunter alveoläre 

Makrophagen und neutrophile Granulozyten, einen weiteren Mechanismus entwickelt, 

um die Immunantwort zu regulieren. Durch die Aufnahme von Bakterien oder anderen 

Pathogenen im Zuge der Phagozytose steigt der Sauerstoff-Verbrauch dieser Zellen 

enorm an, auch ĂRespiratorischer Burstñ genannt [66, 86]. Im Zuge der Zellatmung 

werden gleichzeitig eine Reihe von reaktiven Sauerstoff-Molekülen (engl. reactive 

oxygen species, ROS) produziert. Diese reagieren danach mit den aufgenommenen 

Molekülen (Proteine, Nukleinsäuren) der Pathogene. Zu den produzierten ROS gehört 

auch in geringer Menge Wasserstoffperoxid (H2O2). Die Beobachtung einer Aktivierung 

von T-Zellen durch extrazelluläres H2O2 führte zu der Vermutung, dass auch die 

intrazelluläre Aktivierung von NF-əB durch freigesetzte ROS stattfinden kann. Dieser 

Mechanismus konnte auch in alveolären Makrophagen festgestellt werden [87]. Dabei 

werden vor allem die Inhibitoren von NF-əB durch die Aktivierung von dazugehörigen 

Kinasen phosphoryliert, was die Freisetzung von NF-əB und die Translokation in den 

Nukleus zur Folge hat [88]. Zusätzlich hat H2O2 auch einen Einfluss auf die Aktivierung 

von proliferativen Signalwegen über die MAPK-Kaskaden, was zur Expression einer 

Vielzahl von Genen für Zellproliferation führt [89].  

Die Bekämpfung von Krankheitserregern durch die Aktivierung von Genen des 

Immunsystems sowie die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Immunzellen durch die 

Ausschüttung von Zytokinen wie TNF-Ŭ erfolgt also nicht nur durch einen festgelegten 

Signalweg, sondern durch mehrere redundante und stark vernetzte Signalkaskaden.   
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2.2. TNF-Superfamilie beim Huhn 

2.2.1 Die Mitglieder der TNF-Superfamilie beim Huhn 

Die Identifizierung von Zytokinen beim Huhn wurde lange Zeit dadurch erschwert, dass 

sie auf genomischer Ebene nur geringe Übereinstimmungen mit den orthologen 

Säugersequenzen aufweisen und kommerzielle Assays für den Nachweis der 

biologischen Aktivität von Hühnerzytokinen fehlen. Durch die Verfügbarkeit des 

Hühnergenoms wurde schließlich die Grundlage für die Charakterisierungen von 

Zytokinen und deren Zuordnung und Gruppierung in entsprechende Zytokin-Familien 

gelegt [5, 90].    

Beim Huhn wurden inzwischen zahlreiche TNF-SFL und deren Rezeptoren identifiziert. 

Allerdings konnten noch nicht alle beim Säuger beschriebenen Liganden und Rezeptoren 

der TNF-SF beim Huhn nachgewiesen werden. Unter anderem sind jedoch die folgenden 

Liganden der TNF-SF bekannt: BAFF, CD30L, TRAIL, CD40L, OX40L und CD95L 

[90].  

Im Zuge der Identifizierung von Hühner BAFF (engl. chicken BAFF, chBAFF) konnte 

im Vergleich der Aminosäuresequenzen eine Übereinstimmung von 76 % zwischen 

humanem und chBAFF aufgezeigt werden. Aufgrund der hohen Übereinstimmung wurde 

auch die Interaktion zwischen chBAFF und humanem BAFFR untersucht und eine 

Bindung nachgewiesen. Im Säuger interagiert BAFF zusätzlich mit dem Transmembrane 

activator and CAML interactor (TACI) und dem B-cell maturation antigen Rezeptor 

(BCMA). Auch hier konnte die direkte Interaktion zwischen den humanen Rezeptoren 

und dem chBAFF nachgewiesen werden [91]. Beim Huhn konnten die Rezeptoren 

BAFFR und TACI im Genom identifiziert und die Bindung mit dem chBAFF verifiziert 

werden. Die Sequenz des Rezeptors BCMA ist im Hühner-Genom nur unvollständig 

enthalten und codiert nicht für das Homolog des humanen BCMA. Eine Interaktion 

zwischen dem chBAFF und dem BCMA im Huhn wurde daher nicht untersucht [92]. 

BAFF ist ein wesentlicher Faktor für die Proliferation und das Überleben von B-Zellen 

im Säuger. In vitro Untersuchungen mit Hühner B-Zellen konnten den proliferativen 

Effekt von chBAFF nicht nachweisen, jedoch eine verlängerte Lebensphase der B-Zellen 

[91]. Zur weiteren Untersuchung der B-Zell Homöostase beim Huhn wurden in vivo 

Experimente mit überexprimiertem chBAFF, sowie einer löslichen Variante des humanen 

BCMA durchgeführt. Die Überexpression von chBAFF führte dabei zu einer stark 

erhöhten Anzahl an B-Zellen und damit einhergehend einer erhöhten Konzentration an 
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Immunglobulinen. Die erwartete Reduktion der B-Zell-Anzahl nach Behandlung mit dem 

löslichen Rezeptor BCMA konnte ebenfalls nachgewiesen werden, sie resultierte aus der 

systemischen Neutralisation des löslichen chBAFF und damit der Verringerung der 

biologischen Aktivität [93]. Durch diese Studien konnte gezeigt werden, dass chBAFF, 

wie beim Säuger, eine zentrale Rolle in der B-Zell Homöostase spielt. Darüber hinaus 

erwies sich chBAFF als essentieller Faktor für die Reifung der B-Zellen in der Bursa 

Fabricii. 

CD30L und TRAIL wurden von Abdalla et al. beim Huhn charakterisiert. Es wurde die 

cDNA kloniert, die Aminosäuresequenz verglichen und die Expression dieser Liganden 

analysiert. Der CD30L beim Huhn hat eine Übereinstimmung von 36,4 % mit dem 

humanen Molekül. Es konnte eine erhöhte Expression in der Lunge, der Bursa Fabricii 

und der Milz gezeigt werden. TRAIL hat eine Ähnlichkeit in der Aminosäuresequenz von 

54,4 % zwischen Huhn und Mensch. Eine Expression wurde hier unter anderem in Milz, 

Niere, Knochenmark und der Bursa Fabricii nachgewiesen [94].   

OX40L und der dazugehörige TNF-Rezeptor OX40 wurden erst kürzlich beim Huhn 

genauer von Scherer und Göbel charakterisiert [95]. Die Proteine wurden zunächst 

phylogenetisch und strukturell durch Sequenzalignments untersucht. OX40L beim Huhn 

besitzt eine Sequenzhomologie von 19 % zum humanen OX40L und weist ähnliche 

strukturelle Charakteristika auf, wie zum Beispiel eine konservierte THD. Der 

entsprechende Rezeptor des Huhns zeigt eine Übereinstimmung der gesamten Sequenz 

von 30 % im Vergleich zum humanen OX40. Sowohl der Ligand OX40L als auch der 

dazugehörige Rezeptor OX40 wurden als rekombinante Proteine exprimiert. Es konnte 

so die Bindung zwischen dem Liganden OX40L mit dem entsprechenden Rezeptor OX40 

mittels eines Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und durchflusszytometrisch 

gezeigt werden. Das OX40-OX40L System reguliert in Säugern unter anderem das 

Überleben von T-Zellen durch die Expression von anti-apoptotischen Genen [96]. Zur 

Überprüfung dieses Systems im Huhn wurden Hühner-T-Zellen sowohl vor der 

Stimulation mit IL-2 und IL-12 als auch danach auf die Bindung zwischen dem 

membranständigen OX40L und rekombinant exprimierten OX40 untersucht. Dabei 

konnte nach der Aktivierung eine direkte Bindung beider Proteine detektiert und damit 

die Existenz des OX40-OX40L-Systems für T-Zellen auch im Huhn nachgewiesen 

werden [95].  

TNF-Ŭ, wie auch LT-Ŭ und ɓ konnten noch nicht beim Huhn identifiziert und 

charakterisiert werden. Es gab mehrere Studien beim Huhn, welche eine TNF-ähnliche 
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Aktivität beschrieben. Dazu untersuchten Hong et al. den LPS-induced TNF-Ŭ factor 

(LITAF). Dieses Protein besteht aus 148 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 

16 kDa. Bei der Stimulation von Makrophagen mit LPS konnte man eine Expression nach 

vier Stunden nachweisen. Dennoch stellt dies kein Homolog zu TNF-Ŭ beim Huhn dar 

[97]. Eine andere Studie beschäftigt sich mit einem dem humanen TL1-A (TNF-like 

ligand) homologen Hühner TL1-A (ChTL1A). Die Aminosäuresequenz besteht aus 239 

Aminosäuren, welche auch einen transmembranen Abschnitt aufweist. Bei einem in vivo 

Versuch wurde Hühnern LPS injiziert und in verschiedenen Organen die mRNA 

Expression von ChTL1A analysiert. Es konnte eine erhöhte Expression in der Milz 

detektiert werden. Des Weiteren wurde in einer nachfolgenden Studie rekombinantes 

ChTL1A Hühnern injiziert und es wurden weitere inflammatorische Zytokine wie IL-1 

und IL-6 in der quantitativen Realtime-PCR (qRT-PCR) gemessen. Eine erhöhte 

Expression konnte sowohl für IL-1 als auch für IL-6 in der Milz validiert werden. 

Daraufhin wurde in dieser Studie die Existenz von TNF-Ŭ beim Huhn in Frage gestellt 

und anstelle dessen ChTL1A als funktioneller Ersatz diskutiert [98, 99]. Auch die 

Analyse genomischer Datenbanken konnte bisher kein TNF-Ŭ Ortholog im Genom des 

Huhnes nachweisen [8]. Der in Säugetieren bekannte Gencluster für TNF-Ŭ, LT-Ŭ und 

LT-ɓ, welcher sich im MHC class III Locus befindet, wurde bisher nicht im Genom des 

Huhnes identifiziert [100]. Genomweite Untersuchungen konnten diese Gene bisher auch 

in keinem anderen Abschnitt detektieren. Somit konnte bisher deren Existenz und 

Funktion in aviären Spezies, trotz deren essentieller Rolle im Immunsystem der 

Säugetiere, bislang nicht untersucht werden [90]. 
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3 ZIELSETZUNG  

Obwohl schon viele Mitglieder der TNF-SF beim Huhn identifiziert werden konnten, ist 

es bisher nicht gelungen den Namensgeber der Familie (TNF-Ŭ) zu identifizieren. Ziel 

dieser Arbeit war es, mit Hilfe von genomischen Analysen, die Sequenz von TNF-Ŭ beim 

Huhn zu identifizieren und das Zytokin zu charakterisieren. 

Mit der Identifizierung der TNF-Ŭ-Sequenz beim Huhn (chTNF-Ŭ) bestand die 

Möglichkeit, weitere phylogenetische Analysen durchzuführen. 

Schließlich sollte die Expression von chTNF-Ŭ mittels quantitativer PCR-Analysen 

sowohl in vitro bei primären Makrophagen des Huhnes (Blut, Milz, Knochenmark) und 

bei T-Zellen (Milz) als auch in vivo untersucht werden.  

Abschließend sollte chTNF-Ŭ als rekombinantes Protein gewonnen und dessen 

biologische Aktivität mittels eines bereits etablierten CEC-NFəB-Reporterassays 

(Luciferase-Assay) überprüft werden.   
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