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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Das Huhn (Gallus gallus domestichisals Nutztier hat sowohl weltweit &l auch in
DeutschlandjyroRewirtschaftliche Bedeutung. So lagr Konsunvon Gefliigelfleisch in
Deutschlangro Einwohner bei 18,kg/Jahr(2015)[1]. Die Schlachtmenge an Geflugel
betrug 2016 1,5 Millionen Tonnen. AuRerdem wurdenin Deutschland 233
Eier/Einwohner (2015yerzehrt undca. 12 MilliardenEier (2016) produzierfl, 2].
Insgesamt wirdn Deutschlandn der Gefligelindustrienit Eiern und deren Produkten

sowie mit Geflugelfleisch ein Umsatz voa.10,5 Milliarden Eurgoro Jahrerzielt[3].

Um leistungsfahige und gesunde Tierbestdnde zu bewahren, ist es unabdingbar
Infektionen zu kontrollieren und durcheeignete MRnahmen vorzubeugeDabei
spielen vo allemvirale Infektionen wiedie aviarelnfluenza die Newcastl&rankheit
oder auchdie MareKsche Krankheit beim Huhn eine wichtige Rolléicht alle
verfugbaren Impfstoffe erfullen erwinschte Standards an Qualitat, Sicherheit und
Handhabbarkei&in umfassendes Verstandnis des Immunsystems kann zur Entwicklung

besserer Impfstoffe beitragen.

Das Huhnwird bereits seit Gber 100 Jahren als wichtiges Tiermodell zur Untersuchung
des Immunsystems verwendBesonders die Identifizierunder B- und T-Zellen und
deren Funktionhaben zum Verstandnis des aviaren und Saugeti®unsystems
beigetragen4]. Grol3e Fortschrittevurden dabei durch die vollstdndiggéequenzierung
desGenons beim Huhngemach{5]. Zudem wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl
weiterer Vogelgenome sequenzit 7]. Dieser grof3e Pool an genomischen Datigd w
intensiv genutzt um bisher unbekannte Gene des Immunsystems beim Huhn zu
identifizieren.Zu diesen gehodren beispielsweisie Familie der Zytokine. Diese sind
Proteine welche fur die Zelldifferenzierung unBunktion sowie das Zellwachstum
verantwortlich sind. Zu den versiedenen Zytokinfamiliegehéren beispielsweise die
Interferonfamilieund die Tumornekosefakt@uperfamlie (TNFSF). Mitglieder diegr
Familien wurden bereitsim Huhn untersucht [8]. Dennoch konnte der
Tumornekrosefaktet) (TNF-U), ein Mitglied der TNFSF, beim Huhn noch nicht
identifiziert werden.In dieser Dissertation wars moglich die Hilhner TNRJ-Sequenz

zu identifizieren undlas Proteirzu charakterisieren.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 TNF-Superfamilie beim Sauger

2.1.1Geschichte vonTNF-U

Die Entdeckung depleiotropen Ztokins TNRU ist charakterisiert durch eine Reihe
aufeinanderfolgendeExperimente. Im Jahre 1893 wurde durch Coley festgestellt, dass

die Behandlung maligner Tumore mittedger Injektion vonaus Bakterien isolierten

Toxi nen (ACol eys To xdemTimorgeiemeam Patentenierni@e r un g
10]. Daraufhin isolierte Shear et al. 1943 aus. coli und Serratia marcescensginen

Faktor, welcher heute als Lipolysaccharid I(PS) bekannt isf11]. LPS isteine
chemische Verbiung, welche irder &uReren Membran der Zellwargtamnegativer
Bakterien lokalisiert istEs besteht audrei Komponenten: dermul3en gelegenen Lipid

A, der Kernregion und dem daran gebundenen Polysachzasl.Lipid A wirkt als
Endotoxinund wird von den Zellen deangelorenen Immunsystesrerkannt welche
daraufhin die bakterielle Infektion bekampf¢h?]. Es konnte dabei nachgewiesen
werden, dass die Tumorregression auf diesen toxidehktor zurtickzufihren wat.1,

13]. 1962 wurdesineTumornekrotisierade Aktivitdtvon LPSfestgestellt. Dabei wurde

einer normalen Mauslinider zu dieser Zeit ald Ser r at i a marcescens
bezeichnete Stofferabreicht. Das Serum dieser Mause wurde daraufhin Biveiten
Mausliniemit induzierten Sarkomen injert und dabei die Nekrotisierung der Tumore
beobachtefl14]. Carswell et albezeichnetemls erste Gruppe im Jahre 19@&n durch

das Endotoxin induzierten Serumfakeod s ATumor Nekrose Faktor
bereits vermutet, dass TNF durch die Wirtszelle, speziell durch Markophagen, im Zuge
der LPSStimulation ausgeschiittet wjrdias ein€fumorregression zur Folge hafié].

Parallel zu diesen Forschungsergebnissen entdeCleilmi und Beutler, dass das von

ihnen charakterisierte Cachectin und TNF dasselbe Protein dans{dl@el8]. Im

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

al. 1984 Teilevon dessenAminosauresequenz identifiziergqd9]. Dies legte den
Grundstein fur die Klonierung der cDNA von hLJR0]. Im selben Jahr konngeich die

humane TNF (hTNF) cDNAequenz entschlisselerden[21]. Durch die gleichzeitige
strukturelle Untersuchung von TNF undyrhphotoxin (LT) konnten sowohl eine
Sequenzomologe als auch funktionelle Ahnlichkeiten diedsgiden Ztokine bestatigt
werden[21]. Basierend auf diesen Ergebnissamrdedie Existenz einegrof3erenT NF-

Famiie mit mehreren Mitgliedern vermutgi9, 22] Dieskonntein den folgenden Jahren
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durch die Identifizierung weiterer Zytokine, welche der TS8liperfamilie zugeordnet

werden konnten, bestétigt werden.

2.12 Liganden und Rezeptoren der TNFSuperfamilie

Die TNF-SF beim Sauger besteht aus 19 Liganden und ihren dazugehorigen 29
Rezeptoren (Abbildung 1) Zu den Liganden gehéren unter andereffiNF-U ,
LymphotoxinU LT-U), LT-b B cell activating factoof the tumor necrosis factor family
(BAFF) und Tumor necrosifactorrelated apoptosiswducing ligand (TRAIL) welche
auchteilweisebeim Huhn beschrieben wurdedach der Entdeckungvon TNF und LT
wurden mit moderneren, molekularbiologischen Techniken auch weitere Vertreter
identifiziert und skonntedie Existerz einer TNFSF bestatigt werden. Die Liganden der
TNF-SF weisen Ahnlichkeiten in ihrer Struktur, ihrer biologischen Aktivitat und auch in
ihrenimmunstimulierenden Funktionen dab, 15, 19, 22, 23]Mitglieder derTNF-SF
kommen entweder als l6sliche oder membrangebundene Proteine im Korper vor, welche
den Typ-ll-Transmembranproteinezugeteilt werden. Charakteristisch fur diese ist es,
dass sie einen intrazellulareAMérminus aufweiseuand teilweise al3rimerevorliegen,
wohingegen Tygd-Transmembranproteine einen extrazellulareifddminus besitzen

[24]. Des Weiteren weisen die Liganden typische homologe Motive innerhalb ihrer
Aminosauresequenz auf, welche-20% Ubereinstimmungen aufweis¢4, 25] Die
TNF-SuperfamilieaLiganden (TNFSFL) binden @& entsprechendeiRezeptoren der
TNF-RezeptorSuperfamilie (TNFRSF). Dabei kann ein Ligandntwedermit einan
einzigen Rezeptor odenit mehrera interagierenKennzeichnend fir diese Rezeptoren

ist es, dass sie zu den FHxdrarsmembranproteinegehodren,welche ein bis sechs
extrazellulare cysteinreich&equenzwederholungen(engl. cysteirrich repeat; CR)
aufweisen. Man unterteilt diese Rezeptoren, aufgrund ihramterschiedlichen
intrazellularen Domanen, in dr@ruppen[24]. Die erste Gruppe besitzt die sogenannte
Todesdomane. Diese Proteine werden aufgrarerapoptoseférderndafVirkungsweise

auch alsTodesrezeptoren bezeichfi26]. Dazu gehdren die Rezeptoren: Ectodysplasin
A-Rezeptor (EBR), Decoy receptoR (DcR2), Death receptor 3R 3), DR 4, DR 5

DR 6, Nerve growth factor receptor (NGFR) und der Tumornekrosef&dpeptorl
(TNFR1) [22]. Die zweite Gruppe ist durch daBNF-Rezeptorassoziierte Faktor
(TRAF)-interagierende Motiv (TINI charakterisiert. Dies&ezeptoren zeichnen sich
durch die Aktivierung von Signalkaskadens die zum Uberleben und Wachstum der
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Zellen fuhren. Als Beispiele sind der TumornekrosefakRezeptor2 (TNFR2),
Receptor Ativator of NFaB (RANK), B cell activating factoof the tumor necrosis
factor family receptor(BAFFR) und Glucocorticoidinduced timour necrosis factor
receptor GITR) zu nennerj22]. Zu der dritten Gruppe gehor@steoprotegerin (OPG),
DcR1 und DcR3. Diese besitzen keinéntrazellulare Signaltransduktionskettesie
konkurrieren lediglich mit den anderen beiden Rezeptorgruppen um ihre spezifischen
Liganden[24, 27]

TNF-o LT-o BTLA LIGHT LT-f OX40L CD40L CD95L TL1~\

ANV ING L L N |

L

TNFR1 TNFR2 HVEM DcR3 LTBR OX40 CD40 CD95 DcR3 DR3

CD27L CD30L 4-1BBL GITRL TRAIL RANKL

EREEZ NN

CD27 CD30 4-1BB GITR DR4 DRS5 DcR1 DcR2 OPG RANK

TWEAK %PRIL BAFF ED% 2 5 5 5

ll/ll\

HHH

Fnl4 BCMA TACI BAFFR EDAR XEDAR TROY RELT DR6 NGFR

Abbildung 1: Die Liganden und Rezeptoren der TNFSuperfamilie beim Sauger
Die 29 Ligander(grin)der TNFSF und die korrespondierend&f Rezeptorer{blau)
sind dargestelltDie Zugehdrigkeit ist durch verbindende Pfeile gekennzeictiviet
Fragezeichen geben adasszu diesen Rezeptoren noch keim&F-SFLiganden
identifiziert werden konnterkkunktionelle Nomenklatur nad@2, 27}
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2.1.3 Struktur von TNF-Uund dessen Rezeptoren TNFRund 2

TNF-Ukann ineine membrangebundenend eine I6slichen Formvorkommen welche
durchMetalloproteénaseraus der membrangebundenen Fabgespalten wirdDadurch
dass beide Formen biologisch aktiv sind, werden sowohl parakrine, endokrine als auch
autokrine Effekte vermittelf24]. Esist, wie auchdie anderen TNfSH., ein Typ-II-
Transmembranproteilie membragebundene Form besteht aus 233 Aminosauren mit
einem molekularen Gewicht von 26 Kilodalton (kD28, 29] Die abgespaltene l6sliche
Form setzt sich aus 157 Aminosén zusammen und ist kXDa grof3[29, 30] Als
losliche Form liegt TNFU  al s Tr i nses einwWolekylargevachtdan $kDa
aufweist[31]. Dem liegt eine spezielleharakteristisch@roteinfaltungdes Monomers,
aus zwei a altblgiterrzueGrunde,lwelehe disjelly-rolls bezeichnet wird
[32, 33]

Die Aminosduresequenzles membrangebundenefiNF-U setzt sich aus einer
extrazellularen Domane (177 Aminosaure einer transiembranen Doméane (26
Aminosaurehpund einer intrazellul&n Doméne (30 Aminosaumezusamme29]. Der
C-terminale Abschnitt beinhaltet die extrazellul@®eméane welchedie konservierte
tumour necrosis factor homology domain (THi2jnhaltetDie THD weist eine 2680 %
hohe Sequeshomolode auch innerhalb deMitglieder der TNFSFauf[34]. Bei Studien,
welche die vollstandige Proteinsequenz zwischen hTNFuunthemTNF-U(mTNFU )
verglichen haben, konntne79 %ige Ubereinstimmunégstgestellt werde[85]. Nicht
nur zwischen den Proteinen der Saugetlkaanten Ahnlichkeiten in der TNBequenz
gefunden werden, sondern auctit denen vonAmphibien und Fischen. So konnte
beispielsweiseeine 34 %ige Sequenzidentitdt in der THD d¥gnopus tropicaligm
Vergleich zu der THD beim Saugetieachgewiesen werdewas eine strukturelle und

funktionelle Homologie dieser Proteine nahe [S6.

TNF-U b i n d @NF-Razpton TFR1 uniNFR2[37] (Abbildung 1) Auch LT-

U bindet unter anderem an d&haechandbneherpesn Re
virus entry mediator (HVEM), welcher auchrZINFR-SF geh6r{24]. Die beiden TNF
Rezeptoren werdezelltyp-abhangigunterschiedlich star&xprimiert. Es ist kein 2lltyp

bekannt auf dem der TNFR1nicht exprimert wird, wohingegen der TNFR2
ausschlie3lich von Immunzellen und Endothelzellen exprimiert y@&]. Abh&ngig
davonanwelchen TNFRTNE) bi ndet, werden dabei wunters

im Korper ausgeldst. Dem zu Grunde liegt auch die unterschiedliche Struktur der beiden



Literaturiibersicht 6

Rezeptoren. Im Jahre 1989 kommtélohmann etal. die Existenz der beiden
unterschiedlichen Rezeptoren nachweisen. Der Nachweis erfolgte mittelaktadio
markiertemTNF-U a u f u n tee Zefitypéni veoldekweiaiiterschiedlichgrole
Proteine fur die Bindung identifiziert wurdg38]. Der TNFRL hat ein Molekulargewicht

von 55kDa und bindet sowohl die I6sliche als auch die membrangebundene Form von
TNF-U Im Gegensatz zu TNFERbesitzt der TNFREine Todesdoméani7, 39} Der
TNFR2 hat ein Molekulargewicht von 7a und bindet vor allem die
membrangebundene o von TNFU [40, 41] Dabei binet die extrazelluké® cystein

rich domain (CRD) beideFNF-Rezeptoren an die extrazellulare THD von TNPB4].

2.1.4 Signaltransduktionswege von TNFJ

Abh&ngig davon ob TNl an d elnodell &hFden TNFR bindet werden
unterschiedlich&keaktionenm Koérper ausgelési/erantwortlich dafir sind disichan

die Rezeptoraktivierung anschlieRendarierschiedlichen Sigheaskaden(Abbildung

2). Wenn TNFU an d elnbindEtNeFdigt eine Konformationsdnderung der
intrazellularen Todesdoméaneelchedie Interaktion mit anderen ProteinemléasstDazu
gehorenTNF-Rezeptorassoziierte Proteinefgl. Tumor necrosis factor receptor type 1
associated death domain proteiT;RADD) und Fasassoziierte Proteine mit
Todesdomaneefigl. Fas associated proteins with a death dorR&ABD). Wéahrend die
Aktivierung von FADD uber TRADD zur Apoptosiihrt, kann TRADDselbst eine
DownstrearrKaskade auslosen und zu einer Aktivierung anderer inflammatarische
Gene fuhren. Diese Downstredfaskade fuhrt UbeRezeptoiinteragierende Proteine
(RIP) zuTRAF2und TRAF5 TRAF2bindd andascellularinhibitor of apoptosigrotein

1 und 2 (clAP1, clAP2).Dabei bilden TNFR1-TRADD-RIPKI-TRAF2 den
membrangebundenen KomplejdP]. Dieser Komplex rekrutiert daraufhin die Inhibitor
of kappa B Kirase (IKK). Deren Aktivierung fuhrt zur Phosphorylierung und damit zur
Degradierung der Protei ne d Biese Kaskade fihrt o r
zur Aktivierung und Lokalisation deSchlisselTranskriptionsfaktas Nuclear Factor
kappa B(NF-a Bin den Zellkerrund damit zum Uberleben der ZeJ#8-45]. Dadurch

ist die durch den TNFRgermittelte Signaltibertragung auch proinflammatorischen

und antapoptotischen intrazellulén Antworten beteiligum den Zelltod zu umgehen

Auf der anderen Seite kann die Bindung von TMIF a n  d & num ZélltBoRihren.
Dabei bilden TRAID-FADD und die damit assoziierte Caspase 8 den Komplgh2]l

0 |
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Diese fragileBalance zwischen Apoptose undtAApoptose wird durch andere zellulare
Prozesse spezifisch reguliert, wie zum Beispiel duddh Liganden/Rezeptoren

Internalisierund44].

Durch die Bindung voANF-U a n d e nverdemKeiRe2Signaltransduktionswege
ausgebst, welchezur Apoptose fiihren, was somitm Teilzu einer Uberschneidumgit

der Signalkaskade des TNFR1 fuhiitn Gegensatz zu dem TNFR1 besitzt der TNFR2
keine Todesdméne, sondern die TIM#&/elche mit den TRAFs interagieraWennTNF-

U an den TNFR2bindet fiihrt dies zur @ekten Anlagerung von TRAF1/2, welche
ihrerseits clAP1 oder clAP2 bindeBadurchkann auch dies&ignalkaskade Ro B
aktivieren[44, 46]

Sowohl de l8sliche alsauch die membrangebundene Fdsimden beide an den TNHAR

und an den TNFR2Dennoch fiihrt vor allem die I6sliche Form von TNF zu der
Aktivierung von TNFR.. Auf der anderen Seite hat der TNFRine besonders hohe
Affinitat fir das membrangebundene TNF47]. Sonit fiihrt die Bindung von TNFJ

an den jeweiligen Rezeptoren zu einzigartigen Signalwegber auch zu deren
Uberschneidungej#8].

I'NF-a TNF-a

— TRAF2/1
TRADD e

— TRAF2/5
— CIAP1/2

|

Pro-Caspase 8 IKK

7N/

NF-kB-Aktivierung

Apoptose g
Uberleben
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Abbildung 2: Schematische Darstellung deSignakaskade vonTNF-U

Durch die Bindung von TNEd an den TINFRR erdend \enschiedene
Signaltransduktionswege initialisiert. Die Abfolge ist durch Pfeile gekennzeichnet und
zeigt auch die Uberbaeidung zwischen TNFRind 2.

2.1.4.1 Komponenten des Signaltransduktionsweges

TRADD ist einAdapterProtein, welchesowohl Signalwege vermittetlie zu Apoptose
alsauchsolchediezum Zellukerleben fihren. Dabei ist TRADMIt Proteinen assoziiert,
welcheselbsteine Todedomane besitzewie zum Beispiekinige Mitglieder der TNFR
SF[22, 49] So be#zt auch TRADD selbst einmit der TNFR1 Todesdomaneu 23 %
UbereinstimmendenAbschnitt in der Amirposauresequenz TRADD besitzt ein
Molekulargewicht von 3#4Da. Im C-terminalen Abschnittvon TRADD liegt die
Todesdomane, welcheispielsweisdlr die direkteBindungmit der Todesdomane von
TNFR1verantwortlich ist. DeN-Terminushat einegefa | t e-Sandwidt Struktuund
interagiertmit dem Gterminalen Anteil von TRAE[49, 50]

FADD ist ein weitereswichtiges AdapterProtein undinteragiert auch mitanderen
Mitgliedern der TNFR-SF wie CD95 (F&R) und TNFR1[22, 51] Es hat ein
Molekulargewicht von 2&Da und intergiert tiber seinelodesdomane im -Termirus
mit der Todesdomane des TNERJer N-terminale Abschnitt besitzt die deatffector
domain (DED), welche mitat Caspase 8 interagiert undaeo Apoptose fuhrtDabei
bilden sie zusammaetten deathnducing signahg complex (DISC]51, 52]

Die TRAFs werden in TRAE6 beim Saugetier eingeteilt. Die TRAPomane besteht
aus einem hochkonserviertert€@minalen Abschnitt und einem variablesddminalen
Abschnitt Der Gterminale Abschnitt ist fur die Bindung anitiylieder derTNFR-SF
verantwortlich, wohingegen der-tdrminale Abschnitt die Funktion vermittelt, welche
beispielsweise zu der Aktivierung von NFB  f [33h5d]tDes Weiteren enthalt der N
terminale Teil der TRAFs ZinkFingerMotive [55] und aul3er TRAF1 ein RINGinger
Motiv [56].

NF-a Bstkein einzelnes Protein, sondern ein Oberbegriffiiiif verschiedene Proteine

beim Sauger, welche dé&iF-a BRelProteinfamilie zugeordnet werden. Dazu gehdren
NFBL ( p50) , NFaB2 (p52), -HekAus digsgnétebzelnen Re |l B
Mitgliedem bilden sich Dimere, welche adeum Trang&riptionsfaktoren darstellen.
Charakteristisch ist die gemeinsarRel homology dmain (RHD), welcheaus 300

Aminosauren bestehtind die Dimerisierung bewirkj45]. NF-e Bwird durch die
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Il nhi bi t o-Faenilie ird ZytoplasmealhaktivierDie IKK phosphoryliert diese und

fuhrt Gber diesen Signaltransduktionsweg zur Aktivierung voreNB57]. Die TNF
gesteuerte Aktivierung von N& B d sowohldem Schutz vor Apoptose, als auch der
Induktion von proinflammatorischen ProzessadF-aB ist omit ein zentraler
Transkriptionsfaktor, wicher eine Vielzahl von Genen reguliert, weltiegspielsweise

an der Immunantwort beteiligt sif@5,57]. DievonNFe B r egul i ert en Gene
unterschiedlichen Gruppen zuordnen. Daruntefinden sich Zytokinewie BAFF,
Interferono  ( -b),Faer auch TNRJ)  sseDed Weiteen konntereine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren, wie der Nerve Growth Factor (N&rErythropoetinund andere
Transkriptionsfaktoren, wie p58Is regulierte Gene nachgewiesen werd&uch die
verstarkte Transkription von Proteinen dékutenPhaseReakion, darunter das C
reaktive Protein(CRP) oder dasGewebéhromboplastin(engl. Tissue factor, TF)
welchedie Blutgerinnung initiiertsind der AktivierungdurchNB B z u z uSomitd n e n
sind neben deenen fur die ImmunantwoebenfallsGene, die fir das Zellwachstum

eine Rolle spielen, zum Beispiel das PhosphatagkTensin homolog (PTEN), als
direkte Ziele deNF-a BRegulation bekanr{b8].

2.1.5 Fhysiologie vonTNF-U

TNF-U wi r d vZellartery vioreallemabervon Zellen des Immunsystemspter
physiologischen Bedingungen im Rahmen der Immunantwort exgtinblazu gehdren

vor allem Makrophagen aber auchB-Lymphozyten, FTLymphozyten, natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) undMikrogliazdlen [22, 59] Des Weiteren s$ditten auch
Endothelzellen, Mastzellen, Herzskelzellen und Fettzellen TNB als Reaktionauf
proinflammatorische Stimuliaus [60-63]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
ausgeschiittetes TNF | o k a | direkt auf das Endot hel \
auf die Stimulation und\usschittung weiterer Proteingelcheteilweiseauchauf die

Blutgerinnung wirkerj64].

Bei der Blutgerinnung bilden eine Vielzahl von Faktorem @erinnungskaskade, deren
Ziel es ist die Blutung durch eine Erhdhung der Viskositat des Blutes zu stoppen.
Dadurch wird zum einen der Uberfige Verlst von Blut verhindert, zurandererdie
Wunde verschlossen und so das Eindringen von Pathogenen erscbaert.
Gerinnungskaskade wird, je nachdem wie diese aktiviert wird, in einen extrinsischen und

einenintrinsischen Weg unterteills Initiator derextrinsischenGerinnung dient das
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Zelloberflachenprotein THDieses wird aufder Oberflacheson perivaskulédren Zellen
exprimiert und steht im Normalfall nicht mit dem Blut in Kontakt. Zusétzlich kénnen
Endothelzellen und Monozyten den TF durch Induktion exprimiddas. unversehrte
Endothel bildet dabei die Barriere zwischen dem TF und dem imgBlésten Faktor
Vil a, welchezusammen die Gerinnung initiieremd die Signalkaskade auslodéb).

Durch eine Schéadigung der Endelschicht, zum Beispiel bei Stichoder
Schnittverletzungen, kommt es zu einer Freisetzung voAB&r auch die Bekampfung

von Bakterien durch die lokale Ausschiittung von TM&urch Immunzellen kann in
Endothelzellen die Freisetzung von TF induziei2iese werderadurch aktiviert und

die Fahigkeit zur Rekrutierung und Bindung von Leukozyten und Blutplattchen erhéht.
Die direkte Wirkungauf das GefaRendothel soll so eine Ausbreitung der Infektion
verhindern. TNFU f ¢hrt dort zu e litit éer BlugefiRep entlemt en P
der interzellulare Abstand zwischen den Endothelzellen erhdht adurch kénnen

zum Beispiel Antikorper, speziell das Imnglobulin G, lokal wirken Au3erdem flhrt

es zur Ausschittung weitereNF-U NF-a BegulierterProteire der Immunantwortind
parallel zur Aktivierung des Komplementsystef6§]. Der durchTNF-U ausgel ° st
Schutzmechanismus bei lokalen Infektionieginn allerdings auch bei systemischen
Infektionenausgelostverden Dadurch kommt es in den Blutgefal3neiner verstarkten
Gerinnung, einer Verringerung des Blutdruckes bei gleichzeitiger Erh6hung der
Gefal3permeabilitat Die folgende Unterversorgung der angrenzenden Organe mit
Nahrstoffen und Sauerstoff kann zu eindnvgerwiegenden Schadigung des Gewebes bis

hin zum Absterben fuhrelies wird klinisch als septischer Schock bezeic®&k

TNF-Uist ein Zytokin, welches im angeborenen Immunsystem eine gRuflle spielt.
Weitere wichtige ¥tokine in diesem dsammenhang sind Interleukin 1 {1) und
Interleukin 6 (IL-6). Diese werden unter anderem auch von Makrophagen sezgg6]ert
TNF-U ebenso wielL-1 und IL-6 fiihren zu der sogenannten AkuRhaseReaktion.
Diese ist beispielsweise die Folge eirlekalen bakteriellen Infektion bzw. eine
Verletzung Dabei werden die yokine von Makrophagenam Ort des Insults
ausgeshuttet gelangen Uber das Blut in die Lepeirken auf die Hepatozyten und
induzieren die Synthesevon Akute-PhaseProteinen (APP) Zu den wichtigsten
Vertreternder APP zahlen das CRRind das Mannoskindende Lektin (MBL).Je
nacldem welches Protein didet wird, werden unterschiedliche Immunreaktionen im
Korper ausgeldst wie beispielsweise diebereits erwahnte Aktivierung des
Komplementsystem$6-68].
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2.16 Die Bedeutungvon TNFU b e i Erkrankungen

2.1.6.1 Autoimmune Kkrankungen

TNF-U ist bei vielen autoimmunen Erkrankungen relevantZu diesen gehort
beispielsweise dierheumatoi@ Arthritis, welche sich durch Schmerzen, dem
Anschwellen und der progressiven Zerstorung der Gelenke auszeichnet. Als Ursache wird
eine autoiifmune Reaktion innerhalb der Gelenke und die damit einhergehende
Degeneration beschrieben. Dabei wird die Vaskularitdt der Gelenke erhdht, wobei
gleichzeitig eine verstarkte Infiltration durch Zellen des Immunsystems stattfindet.
Besonders aktivierte CD4T-Zellen sind in diesem Bereich fir die Ausschittung von
Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und TNF-U, verantwortlich[69]. Es ist bekannt dass in
Gewebemit hoher TNFUKonzentration eine erhéhte Degeneration Knorpelgewebe
sowie eine erhohte Expression von Zelladhasionsmolekilen stattfj@@et 71]
Dieselben Zytokine sind allerdings auch fur die Bekdmpfung exogener Fremdstoffe, wie
Bakterien verantwortlich.Der Nachweis von Zytokinen in der Geleafildssigkeit von
Patienten fiihrte zu der Uberlegung, ob Antikorper gegere diaseiner Behandlung
genutzt werden konnen. Elliot et al. beschrieben als erste die Behandlung mit
monoklonalen Antikérpern gegefiNF-U bei einer autoimmunen Erkrankung beim
Menscher{72]. Dabei kanreine Verbesserung der Symptosmvie eine Verringerung

von proinflammatorischedytokinen bin hin zur Expression von antiinflammatorischen
Markern beobachtet werd¢@9, 71] Aktuell werdenbeispielsweise Medikamente wie
Etanercept oder Infliximaim der Therapie beim Menschearwendet. Etanercept besitzt

die TNFbindende Doméne des TNFezeptors interagiert dadurch mit TNE  un d
verhindert sokompetitiv dessen Bindung an ddRezeptor. nfliximab wirkt als

moroklonaler Antikdrper und damit als TNBlocker[71, 73]

Ein &hnlicherimmunologischerZusammenhangvird auch beim Morbus Bechterew
vermutef welcher auch eine rheumatoide Gelenkserkrankung, speziall de
Wirbelsaulengelenke, istMit Hilfe von genomischen Studien konnten mittlerweile
verschiedene Signaltransduktionswege besunsystemsddentifiziert werden, deren
Dysregulation an der Entstehung und Progression der Erkrankung beteiligt ist. Darunter
sind die Regulation vorNF-a B aber auch die intrazellulare Prozessierung der
Haupthistokompatibilitdtskomplekolekuile (engl. Major Histocompibility Complex;

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

Zytokine, daruntefTNF-U und IL-6, nachgewiesen werdef74]. Eine aktive lokale
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Immunreaktion kann daher zu einer Degeneration der umgebenen Gewebe Digren.
Behandlung der Patienten mit TNHfockern, besonders in der Friigse der
Erkrankung konnte in klinischen Studien eine Verbesserung der Symptome bewirken
[75].

Eine weitere Autoimmunerkrankung, die mit eifi&F-UDysregulation assoziiert ist, ist

der Morbus Crohn, eine chronische Entziindung des Gastrointestinaltraktes, besonders
allerdings des Darmes. Histologische Untersuchungen des Darmes bei Patienten konnten
eine entzundungsbedingte Verdickung der Darmmukuasehweisen76]. Auch bei

dieser Erkrankung konnte eine fehlgeleitétktivierung zytotoxischer IZellen als
Ursache ausgemacht werden. Diese reagieren dabei auf di@al@ddarmflora und
kénnen danachicht durch Apoptose abgeschaltet werden, wodurch diese eine langere
Aktivitat und damit eine erhOhte Expression und Aus#ang von
proinflammatorischen Zytokinen aufweisen. Durch diese Uberreaktion ist auch die
Entstehung autoreaktiver Antikdrper gegen die kdrpereigenen Antigene der Darmzellen
madglich, was zu einer entziindlichen Degeneration dieser Zellen fiihrt. DurchifdiegRe

der T-Zellen wird auch die Sekretioron IFN-0 und TNF-U angeschaltetwelches die

lokale Uberreaktion nur weiter verstarkt und dabei Anfélle besonders heftiger
Entzindungen ausldsen kann. Auch hier wer@enTNF-Medikamentesowie weitere

in der Entwicklungbefindliche ZytokinBlocker zur symptomatischen Behandlung

eingesetzf77].

2.1.6.2 Infektibse Erkrankungen

TNF-U s pi e | takteriellerhodeb wdral bedingten Infektionen eine Rolle. Dabei
werden die TNFSignaltransdukbnswege durch die exogenen Pathogene auf
verschiedene Art und Weise beeinfluygst, 78]

Bei der Wirtsabwehr werden die Zelldas Immusystems zuné&chst durémtigene der
Erreger aktiviertSo wird zum Beispiel LPS durch den Flle receptor 4 (TLR4) von
Makrophagen erkanntPSsowie andere Antigene werden dabei als path@gsociated
molecular patterns (PAMPS) bezeichnet. &3imd Oberflachenstrukturen, die bei vielen
Bakterien &hnlich aufgebaut sindd dahewon den gleichen Rezeptoren erkannt werden
kénnen Solche Rezeptoren, wie TER werden der Familie der pattern recognition
receptor (PRR) zugeordné®]. Die Aktivierung des TLR4 fuhrt zur Ausschittung von
Zytokinen, wieTNF-U, IL-1 und IL-6 und damit zur Stimulierung anderer Immunzellen.
So kann das TNFJ}Signal besonders gegen intrazellulare Infektionserreger wirken,
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indem es d@ Apoptose induziert, zytolytisch wirkt oder die Replikation der Erreger
inhibiert. Dadurch kbnnen zellinvasive Bakterien wid.isteria monocytogenes
Salmonella typhimuriumund Mycobacterium tuberculosiabgewehrt werden. Diese
Bakterien benotigen fur inrReplikation Wirtsproteine, da sie selber nicht in der Lage
sind, diese zu exprimieren und damit exellular nicht wachsen kénnedas Geiche
betrifft die Viren, da auclderen Replikation von den Wirtsgeinen zuiGenexpression
abhangig istMit Hilfe von Mausinfektionsmodellen konnte nachgewiesen werden, dass
der Knockout vorTNF-Uoder TNFR1 zu einer Beeintrachtigung der Wirtsabwehr fiihrt.
Dabei ist speziell die -Eell-abhangige Immunantwort bei bakteriellen Infektionen
reduzier78, 80] Bei viralen Infektionen, beispielsweise mit delarpes simplex virys
wurde auch gezeigt, dass bei diesen Knockédisendie Inhibition der Replikation
eingeschréankt istSelektionsbedingt haben diese Erreger im Laufe der Zeit Strategien
entwickelt, um der Wirtsabwehr zu entkommen, sogenannte Evadiecisanismen
[78]. So konnten einige Viren viral codierte Proteine entwickeln, die als- T0dEr
TNFRZ-Inhibitoren fungieren. Dabei wird entwed&NF-U selbstgebunden, oder die
Interakion mit den Rezeptoren beziehungsweise die korrekte Homodimerisierung der
Rezeptoren verhindert und so die apoptotische Kaskade ausgeschaltet. Au3erdem kann
Uber die Modulation der NBB abhéngigen Gene die Konzetitva antapoptotischer
Faktoren in dennfizierten Wirtszellen erhéht werdemei Bakterien sind bis zum
heutigen Tagéeine Proteine fudirekte Interaktionen mit TN bekannt, stattdessen
werden die proliferativen Signalwege uUber -BIlB ep die Mitogenaktivierte
ProteinkinaseNJAPK) moduliat [78].

Bei Mausen wurden auch Infektionsmodelle iMigcobacterium tuberculosigenutzt,

welche zejten, dass TNFE)  f ¢ r-ZelDifferenZierung und bei der Reifung von
aktivierten Makrophagen wichtig ist, um die Infektion einzuschraf&éh Zusatzlich

wurde festgestellt, dass sowohl der Schutz vor den Pathogenen, aber auch das
Fortschreiten der Krankhesbwiedie Persistenz der Bakterien durch das regulatorische
TNF-U Net z wmlliek wekdenn DaM. tuberculosisbesonders in Makrophagen
persistiert undepliziert wird durch eine genaue Kontrolleder TNNF Konzent r at i o
der ndheren Ugebung die Voraussetzung fur die Regulation Bigterienwachstum

gelegt. Dadurch entstehen die fur Tuberkulose typischdrerkel oder Granulome,
Ansammlungen von Immunzellen(mononukleare Phagozytenmultinukleare
Riesenzellen)n denen eine BakterieReplikaion kontrolliert werderkann[82, 83] Die

Verringerung der TNF) Konzentration f¢ohrt dabei Zu e
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und damit zu einefAusbreitung detnfektion. Im Infektionsmodell mit TNFKnockout

Mausen 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 anfiNF-U Me di kamenten ein erh°htes
oder die Reaktivierung der Pathogehk {uberculosisHerpes simplex virus, Varizella
ZosterVirus) durch die Theapie aufzeigteri83, 85] Sowohl bei Experimenten mit
Mausen als auch bei klinischen Studien stellt die ErkrankungMwobacterium
tuberculosisein potentielles Risiko bei einer aftNF-U Therapie daf81].

Zur effektiven Bekadmpfung von Erregetmaben Immunzellen, darunter alveolare
Makrophagerund neutrophile Granulozyteeinen weiteren Mechanismus entwickelt,

um die Immunantwort zu regulieren. Durdle Aufnahme von Bakterien oder anderen
Pathogenen im Zuge der Phagozytaeseigt der Sauerstefferbrauch dieser Zellen
enorm an, auch ARes pi[66a86JoimiZimge tiee ZellatBung s t A
werden gleichzeitig eine Reihe von reaktiven Sauerdloiekilen (engl. reactive
oxygen species, ROS) produzieRiese reagieremlanach mit deraufgenommean
Molekulen (Proteine, Nukleinsauren) der Pathogene. Zu den produzierten ROS gehort
auch in geringer Meng&/asserstoffperoxidH20z). Die Beobachtung eingkktivierung

von T-Zellen durch extrazellularebl,O; fuhrte zu der Vermuung dass auch die
intrazellulare Aktivierungvon N B dur ch frei geset Dieser ROS
Mechanismus konnte auch in alveolaren Makrophagen festgestellt w8ijeabei
werden vor allem die Inhibitoren von N#B durch die Aktivierung von dazugeligen
Kinasen phosphoryliert, was die Freisetzung vordBFund die Translokation in den
Nukleus zur Folge h@88]. Zusatzlich hat kD, auch einerkinfluss auf die Aktivierung

von proliferativen Signalwegen Ubeie MAPK-Kaskadenwas zur Expression einer

Vielzahl von Genen flr Zellproliferation fuHi&9].

Die Bekampfung von Krankhedsregern durch die Aktivieng von Genen des
Immunsystemsowie die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Immunzellen durch die
Ausschiittung von Zytokinen wieNF-U erfolgt also nicht nur durch einen festgelegten
Signalweg, sondern durch mehrere redundantestark vernetzte Signalkaskaden.

{®)
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2.2. TNF-Superfamilie beim Huhn

2.2.1 Die Mitglieder der TNFSuperfamilie beim Huhn

Die Identifizierung von Zytokinen beim Huhmurde lange Zeit dadurch erschwert, dass
sie auf genomischer Ebene nur geringe Ubst@mmungen mit den orthologen
Saugesequenzenaufweisen und kommerzielllAssays fir den Nachweis der
biologischen Aktivitatvon Huhnerzytokinen fehlenDurch die Verfugbarkeit des
Huhnergenoms wurdeschlie3lich die Grundlage fir di€harakterisierungen von
Zytokinen und deen Zuordnung und Gruppierurnig entsprechend&ytokin-Familien
gelegt[5, 90].

Beim Huhn wurdermnzwischen zahlreiche TNEFL und deren Rezeptoredentifiziert
Allerdingskonntennochnicht allebeim Sauger beschriebenaganden und Rezeptoren
der TNFSFbeim Huhnnachgewiesewerden Unter andena sind jedocldie folgenden
Liganden der TNFSF bekanntBAFF, CD3L, TRAIL, CD40L OX40L und CD9%
[90].

Im Zuge dendentifizierungvon Hihner BAFF (engl. chicken BAFF, chBAFK)nnte

im Vergleich der Aminosauresequenzen eine Ubereinstimmung vén ZBischen
humanem undhBAFF aufgezeigt werdenAufgrund der hohen Ubereinstimmung werd
auch die Interaktion zwischen BAFF und humanen BAFFR untersucht unctine
Bindung nachgewieseim Sauger interagiert BAFF zusétzlich mit dem Transmembrane
activator andCAML interactor (TACI) und ém B-cell maturation antigen Rezeptor
(BCMA). Auch hier konnte die direkte Interaktion zwischen den humanen Rezeptoren
und dem chBAFF nachgewiesen werd&i]. Beim Huhn konnten die Rezeptoren
BAFFR und TACI imGenom identifiziert und die Bindung mit dem chBAFF verifiziert
werden. Die Sequenz des Rpiors BCMA ist im HiuhneGenomnur unvollstandig
enthalten und codiert nicht fir das Homolog des humanen BCMA. Eine Interaktio
zwischen dem chBAFF und deBCMA im Huhnwurde dahernicht untersuchi{92].

BAFF ist ein wesentlicher Faktor fiir die Proliferation und das Uberleben s@eilén

im Sauger.n vitro Untersuchungen mit tthner BZellen konnten den proliferativen
Effekt von chBAFF nicht nachweisen, jedoch eine verlangerte Lebensphas& diserB

[91]. Zur weiteren Untersuchung der-ZBell Homodostase beim Huhn wurdém vivo
Experimente mit tberexprimiertem chBAFF, sowie einer l6slichen Variante des humanen
BCMA durchgefiihrt. Die Uberexpressioron chBAFF filhrte dabei zu einer stark

erhohtenAnzahl an BZellen und damit einhergehend einer erhéhten Konzentration an
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ImmunglobulinenDie erwarteteReduktion der BZell-Anzahlnach Behandlung mit dem
|6slichen Rezeptor BCMAonnteebenfalls nachgewieseverden sieresultiere aus der
systemischerNeutralisationdes l6slichen chBAFF und damit der Verringerung der
biologischen Aktivitdf93]. Durch diese Studien konnte gezeigt werdexgsdchBAFF,
wie beim Sauger, eine zentrale Rolle in dezdl Homdostase spielt. Darliber hinaus
erwies sich chBAFF als essentieller Faktor fur die ReifungBdgellen in der Bursa
Fabricii.

CD30L und TRAIL wurden von Abdalla et abeim Huhncharakterisiert. Esvurde die
cDNA kloniert, die Aminosauresequenz verglichen und die Expression dieser Liganden
analysiert. Der CD30L beim Huhn hat eine Ubereinstimmung von %6t dem
humanerMolekil. Es konnte eine erhdhte Expression in der LungeBdesa Fabricii
und der Milz gezeigt werdefRAIL hat eine Ahnlichkeiin der Aminosauresequeran
54,4% zwischen Huhn und Menschine Expressionvurde hier unter anderem ilz,
Niere, Knochenmark und der Bursa Fabnmachgewiese[94].

OX40L und der dazugehdrige TNRezeptor OX40 wrden erst kirzlichbeim Huhn
genauervon Sclerer und Gobel charakterisigl@5]. Die Proteinewurden zunéchst
phylogenetisch und stkturell durch Sequenzalignments untersucht. OXH&Im Huhn
besitzt eine Sequenzhomologie von%9um humanen OX40L und weiéhnliche
strukturelle Charakristika auf wie zum Beispiel eine konservierte THDer
entsprechende Rezeptes Huhns zeigt eine Ubereinstimmuiey gesamten Sequenz
von 30% im Vergleich zum humanen OX48owohl! der Ligand OX40L als auch der
dazugehorig Rezeptor OX40 wurdesis rekombinante Proteine exprimiert. Es konnte
sodie Bindung zwischen dem Liganden OX40L mit dem entsprechenden Rezeptor OX40
mittels eine€nzymelinked Immunosorbent AssaiILISA) unddurchflusszytometrisch
gezeigtwerden Das OX40-OX40L System reguliert in S&ugern unter anderem das
Uberleben von FZellen durch die Expression von aapoptotischen Geng@6]. Zur
Uberpriifung dieses Systems im Huhn wurden Hi#iREellen sowohl vor der
Stimulation mit 12 und IL-12 als auch danach auf die Binduagischendem
membranstdndigen OX40L und rekombihaxprimierten OX40 untersucht. Dabei
konnte nah der Aktivierung eine direkte Bindung beider Proteine detektredtdamit

die Existenz deDX40-OX40L-Systems fur IZellen auch im Huhn nachgewiesen
werden[95].

-

TNF-U , aticke LTU und b konnt en noch ni cht

charakterisiert werden. Es gab mehrere Studien beim Huhn, welche eirghihtthe

bei
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Aktivitat beschrieben. DazuntersuchterHong et al. denLPS-inducedTNF-U f act or
(LITAF). Dieses Protein be=ht aus 148 Aminosauren uhdt einMolekulargewicht von

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

vier StundemachweisenDennoch stellt dies kein Homolog zu TNF bei m Huhn d
[97]. Eine andereStudie beschaftigt sich mieinemdem humanen TLI1A (TNF-like

ligand) homologenHihnerTL1-A (ChTL1A). Die Aminosauresequenz besteht aB8 2
Aminosauren, welche auch einen transmembranen Abschnitt aufweist. Beilreivigm
Versuch wurde Huhnern LPS injiziert und verschiedenen Organen die mRNA
Expression von ChTL1A analysiert. Esrkie eine erhdhte Expression der Milz
detektiertwerden. Des Weiteren wurde in eineacHolgenden Studie rekombinantes
ChTL1A Huhnern injiziert und es wurden weiterelamimatorisch&ytokine wie IL-1

und IL-6 in der quantitativen RealtimePCR (qRT-PCR gemessen. Eine erhohte

Expression konntesowohl furlL-1 als aub fur IL-6 in der Milz validiert werden.

Daraufhin wurden dieser Studie die Existenon TNFU bei m Huhn in Fr a
und anstelle desse@hTL1A als funktioneller Ersatdiskutiert [98, 99] Auch die
Analyse genomisar Datenbanken konnte bisher kein FNF Or t hol og i m Ger

Huhnes nachweisdi8]. Der in Saugetieren bekannte Gencluster fir TNF -UL Tu n d
LT-b, wel c h e rCclass il hocus befinbiat wurde bisher nicht im Genom des
Huhnes identifizierf100]. Genomweite Untersuchungen konnten diese Gene bisher auch
in keinen anderen Abschnitt detektieren. Somit konnte bisktemen Existenz und
Funktion in aviaren Spezies, trotz deren essentieller Rolle im Immunsystem der

Saugetiere, bislang nicht untersualgrden[90].
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3 ZIELSETZUNG

Obwohl schon viele Mitglieder der TNEF beim Huhndentifiziert werden konnten, ist
es bisher nicht gelungen den Namensgeber der Familie-OONF zu i dent i fi zi
dieser Arbeit war es, mit Hilfe von genomischen Analysen, die Sequenz veJTNE e i m

Huhn zu identifizieren und das Zytokin zu charalsieren.

Mit der ldentifizierung der TNRJ}Sequenz beim Huhr(chTNFU ) bestand die
Moglichkeit, weitere phylogenetische Analysen durchzufiihren.

SchlieRlich solltedie Expression von chTNB mi t t el s g uAmalysent at i v «
sowohlin vitro bei priméaren Matophagen des Huhnes (Blut, Milz, Knochenmark) und

bei T-Zellen (Milz) als auchn vivountersucht werden.

AbschlieRend sollte chTNB al s rekombinantes Protein
biologische Aktivitat mittels eines bereits etablierten EEE o-Beporterasays

(LuciferaseAssay) Uberprift werden.
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Characterization of Chicken Tumor
Necrosis Factor-a, a Long Missed
Cytokine in Birds

Franziska Rohde’, Benjamin Schusser?, Tomas Hron?, Helena Farkasova?, Jiri Plachy?,
Sonja Haértle', Jiri Hejnar?®, Daniel Elleder®*" and Bernd Kaspers'*"

" Department of Veterinary Science, Ludwig-Maximilians-Universitét, Munich, Germany, ? Reproductive Biotechnology,
Department of Animal Sciences, Technical University Munich, Munich, Germany, * Laboratory of Viral and Cellular Genetics,
Institute of Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences, Prague, Czechia

Tumor necrosis factor-a (TNF-a) is a pleiotropic cytokine playing critical roles in host
defense and acute and chronic inflammation. It has been described in fish, amphibians,
and mammals but was considered to be absent in the avian genomes. Here, we report
on the identification and functional characterization of the avian ortholog. The chicken
TNF-a (chTNF-a) is encoded by a highly GC-rich gene, whose product shares with its
mammalian counterpart 45% homology in the extracellular part displaying the charac-
teristic TNF homology domain. Orthologs of chTNF-a were identified in the genomes of
12 additional avian species including Palaeognathae and Neognathae, and the synteny
of the closely adjacent loci with mammalian TNF-a orthologs was demonstrated in the
crow (Corvus cornix) genome. In addition to chTNF-«, we obtained full sequences for
homologs of TNF-a receptors 1 and 2 (TNFR1, TNFR2). chTNF-a mRNA is strongly
induced by lipopolysaccharide (LPS) stimulation of monocyte derived, splenic and bone
marrow macrophages, and significantly upregulated in splenic tissue in response to
i.v. LPS treatment. Activation of T-lymphocytes by TCR crosslinking induces chTNF-«
expression in CD4+ but not in CD8* cells. To gain insights into its biological activity,
we generated recombinant chTNF-a in eukaryotic and prokaryotic expression systems.
Both, the full-length cytokine and the extracellular domain rapidly induced an NFkB-
luciferase reporter in stably transfected CEC-32 reporter cells. Collectively, these data
provide strong evidence for the existence of a fully functional TNF-o/ TNF-a receptor sys-
tem in birds thus filling a gap in our understanding of the evolution of cytokine systems.

Keywords: tumor necrosis factor-a, chicken, avian, tumor necrosis factor-a receptors, missing gene, biological
activity

INTRODUCTION

Work in mammals over the last 40 years identified members of the tumor necrosis factor (TNF)/
TNF receptor (TNFR) superfamilies as critical regulators of diverse biological functions, such as
inflammation, immune defense, tissue development, and lymphocyte homeostasis (1-3). The
founding member of this family was initially described as a serum factor induced by lipopolysac-
charide (LPS) which caused hemorrhagic necrosis of induced fibrosarcomas, hence named TNF
(4). Today, more than 40 members of the TNF/TNFR superfamilies have been described (5). TNF
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family members are type II transmembrane proteins which form
trimers either as membrane bound proteins or as soluble factors
released from the cell membrane after proteolytic cleavage (6, 7).
TNEF-ligands bind to one or several receptors of the TNFR family,
which are type I transmembrane proteins characterized by their
cysteine-rich domains (5, 8, 9).

The identification, cloning, and functional characterization
of avian cytokines and their receptors have been hampered by
their low sequence homology with their mammalian orthologs,
the lack of cross-reactivity of diagnostic tools and of suitable
bioassays. Progress was made when the first chicken genome
sequence was released (10, 11). Since then several cytokine and
cytokine receptor families have been identified mainly in chick-
ens (12) and to some extend in other avian species (13). The first
comprehensive analysis of the chicken TNF/TNFR superfamilies
identified numerous members but indicated a reduced complex-
ity in comparison with the mammalian system (12). Several
functionally important members of this superfamily seemed to
be absent from the avian genome as previously observed for other
avian cytokine and chemokine families. Most notably, neither
TNF-a nor lymphotoxin-a (LTa) or LT in birds were found
despite their essential roles in immune defense and lymphoid
organ development in mammals (11). Despite significant efforts
using conventional database analysis and EST database screening
(12) as well as expression cloning approaches a chicken TNF-«
(chTNF-a) ortholog could not be identified. Furthermore, while
the mammalian TNF-a gene is located within the MHC class III
region in a cluster with LTacand LT, the syntenic region is absent
from the chicken MHC locus (14). TNF-a-like biological activi-
ties in conditioned media have been reported repeatedly (15-18)
but none of these activities could be further characterized and
clearly attributed to a TNF-a-like protein. These observations led
some authors to conclude that TNF-« is indeed lacking in birds
and arguments were put forward that other TNF family members
such as TNF-like ligand 1A might at least partially substitute for
its absence (11, 19) as discussed for other missing genes (20).

However, TNF-a homologs have been described in the geno-
mes of several teleosts including Japanese flounder, rainbow trout,
and common carp (21-23). Functional studies demonstrated
homologs biological activities to mammalian TNF-a (23, 24)
and characterized fish TNF-a as a potent inducer of inflamma-
tory cytokines and antimicrobial peptides (25). These find-
ings would predict that TNF-« is a phylogenically “old” cytokine
which might have been lost during the evolution of avian species
(20) or translocated in the genome due to extensive reassortment
as observed in the chicken MHC locus and thus escaped identi-
fication as a consequence of incomplete shotgun sequences (12).
Evidence in favor of the latter hypothesis comes from the identifi-
cation of orthologs of the two mammalian TNF-a receptors in the
chicken genome. In mice and man, TNFRI is expressed on most
cells and binds TNF-a in its membrane bound and soluble forms.
Expression of TNFR2 is largely restricted to immune cells and
endothelial cells and primarily binds to transmembrane TNF-a
(5, 26). Likewise, the chicken TNFR1 ortholog is expressed in a
wide variety of tissues (27, 28). By contrast, the chicken TNFR2
ortholog, which was identified through a suppressive subtractive
hybridization approach in LPS stimulated spleens, is primarily

Chicken TNF-a

expressed in lymphoid tissues (29). This receptor shows 31 and
28% homology with its human and murine counterparts, respec-
tively. Using reciprocal BLAST analysis and examination of
conserved syntenic regions Kaiser et al. confirmed the presence
of a TNFR2 ortholog in the chicken genome (12).

Recently, other “missing” genes were identified in the chicken
genome including cytokines, such as erythropoietin (30) and
leptin (31, 32) by making use of the increasing number of avian
genome sequences and advanced data mining technologies.
It turned out that these newly identified genes were highly
GC-rich, which for technical reasons caused their absence from
genome assemblies and other genetic databases (30). Such genes
with high GC content and long GC-rich stretches are very hard
to amplify by PCR and are also extremely underrepresented in
next generation sequencing data. Thus, based on our previous
success with EPO and leptin we set out to search for avian TNF-a.
Independently, another group recently reported partial sequence
homologous to chTNF-a (33). Here, we report on the assembly
of a full-length gene resembling chTNF-a and provide functional
evidence that the identified gene is indeed the avian ortholog of
mammalian TNF-a. Thus, our study closes a long existing gap in
avian cytokine research and in the evolutionary tree of the TNF
family.

RESULTS

Identification of chTNF-a

We were able to identify chTNF-a using BLAST searches and
manual assembly from Illumina sequence datasets available at
the Sequence Read Archive (SRA) of the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (see Materials and Methods).
According to our previous experience with the discovery of
novel chicken GC-rich genes, the key requirement for successful
assembly is the use of very large Illumina sequence datasets. This
compensates for the extreme underrepresentation bias of these
GC-rich regions in the data. The entire coding sequence obtained
in silico was verified by RT-PCR amplification from chicken RNA.
Since GC-rich sequences are hard to amplify, the PCR was carried
out in five overlapping shorter fragments that cover the entire
chTNF-o coding sequence. The resulting chTNF-a sequence was
submitted to GenBank under accession number MF000729. It
is predicted to encode a protein of 285 amino acids (Figure 1).
Comparison with available sequences from different reptiles
and amphibian reveals an extended intracellular domain and a
relatively well-conserved extracellular domain. The extracellular
domain is well alignable with human (45% similarity) and other
vertebrate domains and contains the TNF superfamily motif.

Phylogenetic Analysis of TNF-a From

Chicken and Other Birds
We next used the chTNF-a sequence as a probe in BLAST

searches of NCBI SRA datasets from additional avian species.
We were able to assemble full or partial TNF-a sequences from
a wide variety of avian species (Figure S1 in Supplementary
Material) including members of the suborders of Palacognathae
and Neognathae (with several Galloanserae and Neoaves).
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As in the previous examples of GC-rich avian “missing” genes,
all avian TNF-a sequences have a high GC content, in contrast
to their various non-avian vertebrate orthologs (Figure S2 in
Supplementary Material).

Phylogenetic analysis clearly shows the expected relationship
of all newly identified avian TNF-a sequences, reflecting the
evolutionary relationship of the species (Figure 2). The avian
sequences form a distinct cluster away from fish, reptile, mam-
malian TNF-q, and the mammalian LT-o and LT-f3. We were not
able to identify orthologs of LTs in the available avian genomes
and other sequence data.

To confirm the identity of both chicken TNF receptors, we
performed phylogenetic analysis of these two genes with the
receptors from other vertebrates. Both chicken candidate TNFR1
and TNFR2 (Figure 3) receptors cluster with high bootstrap
support with the corresponding TNF receptors from reptiles and
mammals (29, 34).

TNF-a Has Been Translocated in the Avian
Genome With Large Genomic Region
From the MHC Locus

We attempted to analyze the location of avian TNF-« in broader
genomic context. We were not able to assemble the genomic
region surrounding the chicken gene. However, in another avian
genome, a newly released assembly of the crow (35), we suc-
ceeded in the identification of an 80-kb contig (accession number
MVNZ01000346) that contained a clear match to our identified
avian TNF-a sequence. Importantly, this contig also contained
nine additional genes, the orthologs of which lie close to human
TNEF-a in the MHC locus (Figure 4). Most of the nine genes do

FIGURE 1 | Alignment of tumor necrosis factor (TNF)-a amino acid sequences from chicken and other vertebrates. The positions of predicted protein domains and
of the TNF superfamily motif are indicated above the alignment. The transmembrane domain of the chicken protein was predicted using the THMM 2.0 server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). The GenBank accession numbers of the TNF-« proteins are the following: green anole (Anolis carolinensis;
XP_008103955), king cobra (Ophiophagus hannah; ETES7607), American alligator (Alligator mississippiensis; XP_006258274), painted turtle (Chrysemys picta bellii;
XP_008175031), African clawed frog (Xenopus tropicalis; NP_001107143), human (Homo sapiens; AAA61198), and house mouse (Mus musculus; AABB5593).

not have annotations in any avian genome, to date. This con-
served synteny suggests that possibly a chromosomal fragment
containing several genes of the MHC complex, including TNF-a,
was displaced to a new location in the avian ancestor. The verifi-
cation of this hypothesis and determination of the chromosomal
position would require much more complete genomic assemblies
from multiple avian species. The crow genomic sequence also
allowed us to determine that the TNF-a gene of this species has
the same four-exon structure as in other vertebrates (data not
shown).

chTNF-a Is Induced in Cultured
Macrophages, CD4+ T-Lymphocytes,

and Spleen Tissue

To gain insight into the expression of chTNF-a, we first
performed in vitro experiments with LPS activated monocyte-
derived macrophages. Macrophages are well known from the
mammalian system as primary producers of TNF-a. Chicken
monocyte-derived macrophages were cultured in the presence of
10 pg/ml or 100 ng/ml of LPS for up to 24 h, lysed and tested for
cytokine expression by quantitative RT-PCR. A strong induction
of chTNF-a message was observed within 4 h after LPS stimula-
tion with 100 ng/ml being more potent than 10 pg/ml (data not
shown). Therefore, subsequent experiments were performed
with a final concentration of 100 ng/ml LPS. Monocyte-derived
macrophages (>92% KULO1*) (Figure 5A) showed significant
transcription of chTNF-a (three independent experiments)
within 1 h of stimulation and maximal response after 2 h. nRNA
levels rapidly declined after 8 h and were at background levels at
24 h. Splenic macrophages (containing > 90% KULOI1 positive
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FIGURE 2 | Phylogenetic relationship of avian tumor necrosis factor (TNF)-a proteins with other members of the TNF superfamily. The maximum likelihood tree
was generated from avian TNF-a proteins for which full-length sequences were obtained in this study, together with selected vertebrate TNF-a proteins and
representatives of lymphotoxin-a (LT-a) and lymphotoxin-p (LT-p) families. TNF-a proteins include the representatives presented in Figure 1, along with avian
sequences from this study (turkey, Meleagris gallopavo; house finch, Haemorhous mexicanus; white-throated sparrow, Zonotrichia albicollis; crow spp., Corvus
spp.; great tit, Parus major) and fish sequences: red seabream (Pagrus major; AAP76392), European seabass (Dicentrarchus labrax; AAZ20770), common carp
(Cyprinus carpio; CAC84641), and channel catfish (Ictalurus punctatus; NP_001187101). LT-a sequences include human (NP_000586) and house mouse
(NP_034865), LT-p include human (NP_002332) and house mouse (NP_032544). Bootstrap support values are shown for each node. The scale bar

indicates the number of amino acid substitutions per site.
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FIGURE 3 | Chicken tumor necrosis factor-a receptors 1 and 2 (TNFR1 and TNFR2) phylogeny. Maximum likelihood tree was constructed using sequences of
TNFR proteins from chicken and other vertebrates. The TNFR1 sequences include chicken (NP_001025950), American alligator (XP_019331863), painted turtle
(XP_008170508), house mouse (NP_035739), and human (NP_001056). The TNFR2 sequences include chicken (NP_989770), painted turtle (XP_005292860),
American alligator (XP_006264541), house mouse (NP_035740), and human (NP_001056). The human TNFRS11A (NP_003830) member of the TNFR superfamily
was used as an outgroup. The scale bar indicates the number of substitutions per site.

cells) (Figure 5B) showed similar kinetics with strong induc-
tion of chTNF-a message 2, and 4 h after LPS treatment and a
reduction at 8 h (three independent experiments). Finally,
macrophages differentiated from bone marrow (BM) precur-
sors by colony-stimulating factor 1 (CSF-1) treatment (36)
responded equally to LPS but with a slightly delayed onset
(Table 1).

In addition to macrophages, we tested lymphocytes for their
capability to produce chTNF-a. Lymphocytes isolated from
spleen tissue were subjected to crosslinking of the o/f T-cell
receptor (TCR /) for 14 h which proved to induce high levels
of chIFN-y mRNA in previous experiments (37) and let to strong
induction of chTNF-a message as shown here (Table 1). To iden-
tify the chTNF-a producing T-cell subpopulation we sorted in
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FIGURE 5 | Relative expression of chicken TNF-a (chTNF-a) mRNA in lipopolysaccharide (LPS) stimulated monocyte derived and splenic macrophages.
Macrophages isolated either from blood monocytes (A) or spleen tissue (B) by plastic adherence were stimulated with LPS (100 ng/ml) for the indicated periods.
Control macrophages remained unstimulated. Relative expression levels of chTNF-a were analyzed by qRT-PCR. Data represent three independent experiments,
significant differences between controls and stimulated cells are indicated ("p < 0.05; **p < 0.01; Student’s t-test).

an independent experiment CD4* and CD8* lymphocytes from
spleen by FACS sorting to >99% purity and subjected these cells
to TCR a/p crosslinking. Strikingly, no response was observed
in the CD8* population while T-helper cells transcribed both
chTNF-a and chIFN-y mRNA.

We next injected LPS i.v. into white leghorn hens at a dose
of 10 pg/kg BW and collected liver and spleen tissues 3 h after
treatment. To compare the chTNF-a response with that of other
inflammatory cytokines described in chickens, we quantified
chicken interleukin-6 (chIL-6) mRNA in parallel (Figure 6). In
liver samples, IL-6 was upregulated 30-fold within 3 h confirm-
ing the induction of an acute-phase response in the birds. By
contrast, no significant difference was observed for chTNF-«
message in liver tissue between non-stimulated control birds and
birds treated with LPS. Spleen tissue showed an even stronger
induction of chIL-6 mRNA with a 350-fold increase at the same
time point. We observed chINF-a induction in the same samples
but to a much lower level with only fourfold upregulation relative
to the controls.

Collectively the expression data confirm a rapid induction of
chTNF-« in response to toll-like receptor (TLR)-4 ligation both
in vitro and in vivo identifying this cytokine as a typical acute-
phase protein.

Recombinant chTNF-a Is Biologically
Active

Finally, we intended to investigate if the newly identified cytokine
is biologically active. Therefore, chTNF-a was synthesized after
codon optimization to avoid GC-rich regions for expression in
HEK 293 cells and cloned into the expression vector pcDNA3.1
for transient expression. Cell culture supernatants from chTNF-o
transfected cells and non-transfected cells were harvested after
12-16 h and added to the quail CEC-NFkB-luciferase reporter
cells at a 1:25 dilution. These cells were initially established as
reporters for chIL-1 bioactivity. Therefore, supernatants from
HEK293 cells transfected with a chIL-1 expression construct
served as positive controls. As shown in Figure 7A, rec. chTNF-«
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TABLE 1 | Relative expression of chTNF-a and chlFN-y mRNA.

Cell type Stimulated rel. Expression rel. Expression

with chTNF-« IFN-y
Lymphocytes Control 2.4 0.5

TCR-2 375 179.8
CD4+* cells Control 1 11

TCR-2 45.7 176.7
CD8* cells Control 0.6 1.0

TCR-2 1 0.1
Macrophages (BM) 2 h control 2.4

2hLPS 3.0

4 h control 0.8

4 hLPS 44.4

8 h control 1.0

8hLPS 38.2

Lymphocytes were obtained from chicken spleen and either stimulated as a

mixed population or after FACS sorting to obtain >99% pure CD4* or CD8* T-cells
preparations. Cells were stimulated by crosslinking of the o/B-TCR with the monoclonal
antibody TCR-2 for 14 h. chiFN-y mRNA expression was used as a positive control.
CSF-1 expanded BM-derived macrophages were stimulated with 100 ng/ml LPS

for 2, 4, and 8 h. Relative expression was calculated using 18S rRNA as reference.
chTNF-«, chicken TNF-o; LPS, lipopolysaccharide; CSF-1, colony-stimulating factor 1;
BM, bone marrow.

activated the reporter with a similar potency as rec. chIL-1. This
activity was largely eliminated when samples were heated to 80°C
for 5 min thus excluding the possibility that the observed activ-
ity is due to contaminating LPS. The presence of recombinant
chTNF-a in the culture supernatant was determined by mass
spectrometry measurements (see Materials and Methods). Three
unique peptides from the chTNF-a protein were detected, with
sequence coverage 10.2, MaxQuant Score 83.5 and Q-value (false-
positive probability) equal to zero (Figure S3A in Supplementary
Material).

In addition, we expressed chTNF-a in E. coli as a full-length
version and as a version encompassing only the extracellular
domain and purified them by Ni-chelate chromatography. Proper
expression of the extracellular portion was confirmed by Western
blotting identifying a His-tagged protein band at the correct
molecular size (Figure S3B in Supplementary Material). As shown
in Figure 7B, the full-length chTNF-« strongly induced the lucif-
erase reporter. This effect was not due to LPS contamination since
LPS added at high (10 ug/ml) and low (10 ng/ml) concentrations
to the cells did not lead to reporter induction (Figure 7B). In addi-
tion, LPS concentrations in our cytokine preparations were found
to be 0.7 ng/ml at maximum as quantified by Limulus amebocyte
lysate (LAL) assay and thus well below those concentrations
tested on the reporter cells. Finally, the activity was completely
abrogated by heating to 80°C for 5 min (Figure 7C). Likewise, the
extracellular version of chTNF-a highly significantly activated the
reporter cells. This biological activity was completely abrogated
if chTNF-a was heat treated prior to addition to the cell culture
(Figure 7D).

DISCUSSION

TNEF-a is a pleiotropic cytokine essential to control intracel-
lular bacteria, such as Listeria monocytogenes, Mycobacterium

tuberculosis, and Salmonella typhimurium as shown in TNF
receptor 1 deficient mice (2). It is also known to be an important
endogenous mediator of acute (39) and chronic inflammatory
(40) responses and is successfully targeted to treat rheumatoid
arthritis in humans (41, 42). While orthologs of TNF-a were
identified in many mammalian species, amphibian, and teleost
fish (25, 43, 44), it seemed to be absent in avian species. Using
very large Illumina sequence datasets, we were able to assemble
a gene which showed significant homology to TNF-a and to
further characterize it as a true ortholog by its genomic structure
and its biological properties.

Chicken TNF-a, like other “missing genes” in avian species,
escaped from earlier identification due to its GC richness and
the absence of readily identifiable syntenic regions. A most
recently published study newly described 137 genes classified
as “missing” including a sequence with homology to TNEF-a.
The published chTNF-a sequence (33) shows almost complete
identity across most of the length with the sequence obtained
in this study. However, the Bornelov et al. sequence is miss-
ing 216 nucleotides at the 5’ end and contains an insertion
of 55 consecutive G nucleotides near the 3" end (Figure S4 in
Supplementary Material). These are, in our opinion, sequence
assembly artifacts caused by the extremely high GC content.
While only a small part of the sequence from the Bornelov
et al. study was experimentally verified, we have confirmed
the complete chTNF-a sequence by RT-PCR and sequencing.
The chicken cytokine has an extended intracellular domain
with unknown function at this point, as well as a conserved
transmembrane sequence and displays the characteristic TNF
superfamily motif in its extracellular part. The extracellular
portion is 45% similar at the amino acid level to human TNF-
o which is much higher than observed with other chicken
cytokines, e.g., the interferons with only 20-25% similarity
(12). The sequence of the intracellular domain is very distant to
corresponding sequences of non-avian vertebrates and is quite
variable even among avian species. We identified full or partial
sequences with high homology to chTNF-« in 12 avian spe-
cies including Palaeognathae and Neognathae supporting the
concept that this cytokine is phylogenetically conserved across
avian species. In mammals, the extracellular portion of TNF-«a
is cleaved by metalloproteinases such as TNF-a converting
enzyme between the alanine’ and valine”” residues to release
the soluble and biologically active form (45). This precise
cleavage site is not present in the chicken sequence, while the
relatively high overall sequence similarity points at an identical
biology. To address this assumption, we cloned and expressed
the extracellular part of chTNF-a and confirmed its biological
activity using the NFkB-reporter assay (46) indicating that an
alternative cleavage site should be present in the avian protein.

Phylogenetic analysis clustered the newly identified protein
within the TNF-a family next to amphibian TNF-« and close to
the human gene but more distant to the mammalian lymphotoxin
genes and the fish TNF-a homologs. Earlier studies reported
that TNF-a is missing in the chicken MHC locus (14) pointing
at a translocation event of either the TNF-a gene or the entire
syntenic locus. Screening of avian genome databases identified a
contig in the recently published crow genome harboring the avian
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FIGURE 6 | Relative expression of chicken TNF-a (chTNF-a) and chicken interleukin-6 mRNA in liver and spleen of lipopolysaccharide (LPS) treated and control
chicken. Animals were treated with 10 pg LPS/kg BW in PBS for 3 h (n = 6). Control birds received PBS only (n = 6). Cytokine expression was quantified by
gRT-PCR. Expression of chTNF-a in response to LPS stimulation in the liver was not significantly different compared to the controls. *p < 0.01; **p < 0.001

(Student's t-test).

TNF-a sequence next to nine thus far mostly unknown genes,
whose orthologs are ascribed to the mammalian MHC locus.
Importantly, this contig did not contain LT and LT orthologs as
itwould be expected based on synteny with mammalian genomes
(47). This observation confirms the translocation of the TNF-a
locus from the MHC region to a thus far unknown genomic
location in birds and provides further evidence to the hypothesis
that critical immune genes may be present in birds but have not
been identified as a consequence of translocation events and the
high GC contents. In this context, it should be noted that the
lymphotoxins might be an exception and may indeed be absent
in species without lymph nodes as suggested by others (12).
Previous work indicated the presence of orthologs of both
receptors of chTNF-a (29, 34). We followed up on this work
and obtained full sequences for both genes. Both receptors very
closely cluster with their reptile orthologs and show close relation

to the human and mouse receptors. Collectively, these studies
show that the TNF-a/ TNF-a receptor genes are encoded in the
chicken and many avian genomes and might thus display similar
biological functions.

In mammals, macrophages stimulated by TLR ligands are
known to be the primary source for TNF-a (4). Likewise, chicken
monocyte derived macrophages rapidly respond to LPS treat-
ment with the induction of the TNF-a gene. Transcripts reached
peak abundance within 2 h after stimulation and were at
background levels at 24 h after treatment. This kinetic feature
is similar to that reported in mice (48). The observed response
pattern was independent of the macrophage source since splenic
and BM-derived macrophages showed nearly identical kinetics.
In mammals, T-lymphocytes are known as an additional source
of TNF-a (49). Therefore, we isolated splenic lymphocytes,
activated the cells through TCR o/ crosslinking and observed
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FIGURE 7 | Biological activity of chicken TNF-a (chTNF-«). The full-length TNF-a gene was expressed in HEK293 cells and concentrated cell culture supernatants
were added to CEC-NFxB-LUC reporter cells at a 1:25 dilution for 6 h. Biological activity was quantified using a luciferase reporter assay. Luciferase activity is
expressed as counts. COS cell expressed chicken interleukin (chiL)-1 was used as a positive control (38). Cytokine preparations were denatured (den.) by heating
to 80°C for 5 min. Results represent three independent experiments (A). Full-length chTNF-a (B,C), and the extracellular domain of chTNF-a (D) were expressed in
E. coli and purified by affinity chromatography. Biological activity was quantified as described in (A). E. coli lipopolysaccharide (LPS) was added to the reporter cells
in parallel to test their sensitivity to potentially contaminating LPS (B). E. coli expressed chTNF-a or control chiL-1p were heated to 80°C for 5 min to inactivate the
protein (C). Reporter cells were activated with different dilutions of the extracellular domain of chTNF-a and the biological activity quantified as above (A). Results
shown in (A-D) each represent three independent experiments. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (Mann-Whitney U-test, Student's t-test).

strong chTNF-a expression. This response was restricted to the
CD4* T-helper cell population which is in full agreement with
results obtained in mouse and man (50). Next, we treated birds
with LPS to confirm our in vitro observations. TNF-o mRNA was
significantly induced in spleen but not in liver 3 h after treatment,
while IL-6 was induced in both tissues and too much higher
levels at this single time point. The lack of chTNF-a expression
in the liver may be explained by its state of active tolerance to
LPS which is constantly delivered from the gut via the portal
vein as reviewed in Ref. (51). However, the comparatively weak
induction of chTNF-a in splenic tissue was surprising taken into
account that the murine spleen responds to LPS within 2-6 h
with strong TNF-a induction (48). However, these observations
are in line with earlier work by several groups who unsuccess-
fully attempted to induce high levels of chTNF-« like activity in
chicken macrophages sufficient for purification to homogeneity
and further molecular characterization (17, 52). Likewise, oral
treatment of chickens with the TLR-7 ligand S-28463 induced a

strong cytokine response in spleens with interferon, chemokine,
and IL-6 mRNA expression, while expression of a TNF-a like
message was not observed (53). The failure to identify a TNF-«
ortholog in chickens prior to the availability of large genomic
sequence databases may partially be due to comparatively low
expression levels or inadequate stimuli used in earlier studies.
Using the information provided here, more detailed analysis of
the chTNF-a biology will now be possible including extended
in vitro and in vivo induction studies and more detailed analysis
of the induction kinetics.

Finally, we generated recombinant chTNF-a in eukaryotic
and prokaryotic expression systems to demonstrate its biological
activity. Upon binding to TNFRI, the cytokine induces a com-
plex signaling cascade which ultimately leads to activation of
the classical NFkB pathway (26) and NFkB induction (54). In
a previous study, we established a reporter assay based on the
quail fibroblast cell line CEC-32 by stably transfecting the cells
with an NFkB-luciferase reporter. This cell line rapidly responds
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to rec. chIL-1 (46) which led us to assume that it may also be
responsive to chTNF-a. As expected, full-length chTNF-«
expressed in HEK 293 cells induced the reporter to the same
level as rec. chIL-1. This effect was cytokine specific since (1) cell
culture supernatants from mock transfected cells did not induce
the reporter, (2) heat treatment abrogated the activity, and (3)
LPS, as a potential contaminant to the culture supernatant, did
not lead to a response over a concentration range from 0.1 ng/ml
to 10 ug/ml. The reporter cell line used in this study is a quail cell
line (55) which may not express TLR-4 in contrast to chicken
primary macrophages, macrophage cell lines, and heterophils
and may therefore be unresponsive to LPS (56). An identical
response pattern was observed with E. coli expressed full-length
chTNF-a and the extracellular domain of the cytokine in a series
of independent experiments.

Based on the genomic and functional data presented in this
study, we provide strong evidence for the existence of a true
ortholog of TNF-a in birds. This work lays the foundation to gain
new insights into the response of avian hosts to infection and
inflammatory stimuli. Thus far, research on the inflammatory
response in birds has mainly focused on the analysis of IL-1 and
IL-6 (38, 53, 57, 58). Both cytokines are known to be induced
by TNF-a (59, 60) in myeloid cells and, on the other hand, are
capable of inducing this cytokine (61). The regulation of this
intricate network could not be investigated in avian species to
date but may help to understand unique responses of birds to
pathogens. The availability of biologically active rec. chTNF-a
provides a basis for functional studies in vitro and in vivo.
Technologies such as in vivo overexpression or functional
inhibition by retroviral vector-mediated gene transfer have been
used successfully in previous research into the avian TNF family
(62) and the type I IFN system (63, 64) and can be explored
to further understand the chTNF-o/TNFR system. In addition,
this work opens new avenues to investigate immunomodulatory
properties of avian pathogens targeting the TNF family as shown
in particular for herpes and pox viruses in mammals (65) and
as previously studied for IFN modulatory factors in the chicken
system (66, 67).

MATERIALS AND METHODS

Animals

All chickens were hatched and housed at the Institute of Animal
Physiology (University of Munich, Germany). Commercial diet
and water were provided ad libitum. For LPS treatment, Lohmann
Selected Leghorn (LSL) chickens obtained from LSL Rhein-Main
(Berglern, Germany) were used at an age of 6 weeks. Six birds
were i.v. treated with 10 ug LPS in PBS/kg BW. Control animals
received PBS only. Three hours after injection animals were
euthanized, liver and spleen tissues were obtained and stored
in RNAlater (Sigma Aldrich, USA). Animal experiments were
approved by the Government of Upper Bavaria, License number
55.2-1-54-2531-121-09.

Blood was collected from the jugular vein of 3-4 months
old white leghorn chickens (line M11) obtained from the
Institute of Farm Animal Genetics (Federal Research Institute
for Animal Health, Neustadt, Germany), and experiments were

Chicken TNF-a

approved by the Government of Upper Bavaria, License number
55.2-1-542532.0-60-2015.

Cell Culture

HEK293T and HEK293 cells were cultured in RPMI 1640
(Biochrom, Germany) supplemented with 10% FBS (Biochrom,
Germany) (standard medium) at 37°C and 5% CO,. Cells
were transfected using ViaFect transfection reagent (Promega,
Germany) according to the manufacture protocol. Supernatant
was collected 48 h post-transfection and concentrated using
an Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units according to the
manufacturer (Merck, UK).

CEC-NFxB-LUC cells (46) were cultured in Iscove’s basal
Medium (Biochrom, Germany) supplemented with 8% FBS
(Biochrom, Germany), 2% chicken serum (Thermo Scientific,
Germany), 1% penicillin/streptomycin at 40°C, and 5% CO..

Isolation and Cultivation of Primary
Chicken Macrophages

60 ml blood was collected into syringes containing 200 ul
Li-Heparin (500 IU/ml in RPMI 1640, Biochrom, Germany).
Peripheral blood mononuclear cells were separated by density
gradient centrifugation over Biocoll (1,077, Biochrom, Germany)
at 200 x g for 20 min. Cells were washed twice with PBS and
1 % 10% cells in 10 ml standard medium were plated in cell culture
treated Petri dishes (¢ 9 cm) and incubated at 40°C and 5% CO..
After 72 h, plates were washed three times with PBS to remove
non-adherent cells. Spleen macrophages were isolated according
to the procedure described (68). BM macrophages were gener-
ated as described by Garceau et al. (36) using rec. chicken CSF-1
to differentiate BM precursors into macrophages. Macrophages
adherent to cell culture Petri dishes were stimulated with LPS
as indicated for the indicated periods. Purity of macrophage
preparations was assessed by staining with monoclonal antibody
KULO1-PE (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) at a 1:100
dilution and live-dead cell discrimination was obtained with
fixable viability dye eFluor® 780 (Thermo Fisher Scientific) fol-
lowed by analysis using a BD FACSCanto II (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) and FACS Diva software.

Isolation of Lymphocytes and Cell Sorting
Leukocytes were isolated from spleen tissue as described (37)
and either activated without further separation or as purified
CD4* or CD8* cell preparations. Purification was achieved
by cell sorting with a BD FACSArialllu (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany). Monoclonal antibodies reacting with
chicken CDS8a (clone 3-298) (69) or chicken CD4 (CT4,
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) were used as FITC or
RPE conjugates, respectively, to directly label T-cell subpopu-
lations. Lymphocyte activation was achieved by TCR cross-
linking as described (37).

mRNA Isolation, cDNA Synthesis,

and PCR Amplification
Total RNA was isolated using TRI reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) from lung tissue of Brown Leghorn chicken. Reverse
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