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Einleitung 1

1 Einleitung

Gefllgel, insbesondere Hihner, spielt in Deutschland eine bedeutende wirtschaftliche
Rolle. Im Jahr 2023 wurden 156 Millionen Huhner gehalten (1), die hauptsachlich zur
Lebensmittelproduktion dienen, wobei die Eierproduktion, allein auf Betriebe mit mehr
als 3000 Haltungsplatzen bezogen, bei 13,1 Milliarden Stlick lag (2).

Da der Einsatz von Medikamenten bei lebensmittelliefernden Tieren streng reglementiert
ist, kommt der Infektionspravention eine besondere Bedeutung zu. Eine effektive
Kontrolle von Krankheitserregern wird daher in der Wirtschaftsgeflugelhaltung
mafBgeblich durch den Einsatz von Vakzinen gewahrleistet.

Neben ihrer wirtschaftlichen Bedeutung haben sich Huhner auch als wichtige
Modelltierart fur die immunologische Forschung etabliert. Viele grundlegende
Erkenntnisse Uber das Immunsystem, wie die Unterteilung in B (,,bursa-derived)- und
T (,thymus-derived“)-Lymphozyten sowie die Diversifizierung der B-Zell-Rezeptoren,
stammen aus der Forschung an Hihnern (3). Das avidre Immunsystem weist dabei einige
wesentliche Unterschiede zu dem der Sauger auf, insbesondere in Bezug auf die B-Zell-
Entwicklung (4, 5).

Die Bursa Fabricii, das einzigartige primare B-Zellorgan der Vogel, spielt eine zentrale
Rolle bei der Reifung und Diversifizierung der B-Zellen. Diese sind fur die humorale
Immunantwort und die Produktion von Antikdrpern essenziell, die einen entscheidenden
Beitrag zum Schutz gegen bakterielle und virale Erreger leisten (6).

Ein besseres Verstdndnis der Mechanismen, die die B-Zell-Differenzierung und
Antikorperproduktion regulieren, ist essenziel, um aktuelle Impfstoffe und
Impfstrategien gegen die aviare Influenza weiterzuentwickeln (7). Dies ist entscheidend,
um die Gesundheit groBer Geflugelbestande langfristig zu gewahrleisten.

Trotz bedeutender Fortschritte in der Hihnerforschung gibt es weiterhin offene Fragen zu
den molekularen Mechanismen, die die Entwicklung und Funktion von B-Zellen nach dem
Verlassen der Bursa Fabricii steuern. Besonders fur die terminalen
Differenzierungsstufen der B-Zellen, namentlich Memory- und Plasmazellen, fehlen
spezifische Oberflaichenmarker. Diese Lucke erschwert nicht nur die genaue
Charakterisierung dieser Zelltypen erheblich, sondern verhindert auch die Untersuchung

der zugrunde liegenden molekularen Prozesse.
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Die fortlaufende Forschung in diesem Bereich ist entscheidend, um nicht nur das
Verstandnis des aviaren Immunsystems zu vertiefen, sondern auch die Anwendung der
Erkenntnisse zur Verbesserung der Gefligelgesundheit zu ermoglichen.

Daher untersucht diese Arbeit Mdglichkeiten Plasmazellen in-vitro zu generieren und ein
markerbasiertes Isolationsprotokoll fir Plasmazellen zu entwickeln, um damit die

Grundlage fur eine tiefergehende Charakterisierung dieser Zellen zu schaffen.
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2 Literaturubersicht

B-Zellen sind eine wesentliche Komponente des adaptiven Immunsystems, die fur die
Produktion von Antikdrpern verantwortlich sind. Diese Antikorper erkennen und binden
spezifische Antigene auf der Oberflache von Krankheitserregern wie Viren, Bakterien oder
deren Bestandteile und Produkte. Bei der Bindung eines Antikorpers an ein Antigen wird
das Pathogen markiert und kann im Anschluss durch verschiedene Mechanismen des
Immunsystems zerstort oder neutralisiert werden. B-Zellen spielen auBerdem eine Rolle
bei der Bildung des immunologischen Gedachtnisses, welches den Korper langfristig vor

erneuten Infektionen schutzt.

2.1 Entwicklung des B-Zell-Systems beim Sauger

Die B-Zell-Entwicklung beim Sauger verlduft in zwei Phasen: die Reifung von der
hamatopoetischen Stammzelle zur unreifen B-Zelle im Knochenmark (Abbildung 1) sowie
die finale Differenzierung in den peripheren lymphatischen Organen wie beispielsweise

der Milz (Abbildung 2) (8, 9).

2.1.1 Von der hamatopoetischen Stammzelle zur unreifen B Zelle -

Entwicklung im Knochenmark

Knochenmark Peripherie
h@matopoetische 2 unreife naive
Stammzelle prech-zelle Rre-iEelle B-Zelle B-Zelle
pré-BCR 1gM 1gM 1gD
Sl a) i,
S p Y )
< < . < <
Gene der schweren : D-J und V-DJ
Kette Keimbahn Vmlazening VDJ umgelagert VDJ umgelagert VDJ umgelagert
Gens c:(eert::lchten Keimbahn Keimbahn V-J Umlagerung V] umgelagert VJ umgelagert
Oberfliachen-Ig nicht vorhanden nicht vorhanden pra-BCR 1gM 1gM und IgD
CD45R, CD93, IL- CD45R, CD93, gg?gRénggléég;:’ CD45R, MHCII, IgM,
Oberflachenproteine  CD34, CD45, CD93 7R, MHCII, CD10, MHCII, CD19, CD38, CD93, CD2‘I’ CDSB’ IgD, CD19, CD20,
CD19, CD38 CD20, pra-BCR*" ; y ’ CD21,

CD23*"

Abbildung 1 Uberblick der B-Zell-Entwicklung (8-15)
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Aus einer hamatopoetischen Vorlauferzelle entwickelt sich bei Menschen und Mausenim
Knochenmark eine gemeinsame lymphatische Vorlauferzelle aus welcher sich B- und

T-Lymphozyten, sowie die naturliche Killerzellen (NK-Zellen) entwickeln (16, 17).

Durch Wechselwirkungen mit Stromazellen und spezifischen Wachstumsfaktoren
(z. B. E2A, EBF) wird die B-Zell-Entwicklung eingeleitet (18, 19). Die dabei stattfindende
Rekombination der Immunglobulin-Gene ermoglicht die Ausbildung der Vielfalt des
B-Zell-Rezeptors (BCR), wobei fehlerhafte Rekombinationen eliminiert werden (10, 20,
21). Nach erfolgreicher Umlagerung der leichten und schweren Ketten des BCRs folgt

eine Selektion: nur funktionsfahige und nicht autoreaktive B-Zellen Uberleben (15, 22).

2.1.2 Ausreifung der B-Zellen in der Peripherie

Nach der Reifung im Knochenmark verlassen die B-Zellen das Organ und migrieren in
periphere lymphatische Organe wie beispielsweise die Milz (23). Hier passieren sie
Ubergangsstadien, die durch die Expression von CD21, einem Komplementrezeptor und
Bestandteil des B-Zell-Corezeptors (24), unterschieden werden (T1 = CD21 negativ;
T2 = CD21 positiv) (25).

Damit die Zellen die Ubergangsstadien durchlaufen und schlieBlich Teil des peripheren
B-Zell-Pools werden koénnen, sind schwache Signale uber den BCR notwendig. Diese
Signale sind wesentlich schwacher als jene, die bei einer Bindung des Oberflachen-IgM
des BCR an ein korperfremdes Antigen entstehen und werden moglicherweise uber
niedrigaffine Erkennung von korpereigenem Antigen ausgelost. Der genaue Mechanismus

ist jedoch bislang unbekannt (25-28).

Wahrend einige B-Zellen als Marginalzonen-B-Zellen in der Milz verbleiben, zirkuliert der
GroBteil als follikulare B-Zellen und siedelt sich spater wieder in B-Zell-Arealen der Milz

oder anderer peripherer lymphatischer Organe, wie den Lymphknoten, an (23, 29).

Dort erhalten sie, vermittelt Gber das Zytokin BAFF (B cell activating factor belonging to
the TNF family), das mit den Oberfldchenrezeptoren BAFF-R (BAFF Rezeptor) (30),
BCMA (B cell maturation antigen) (31) oder TACI (transmembrane activator and

CAML-interactor) (32) interagieren kann, Uberlebenssignale (33-35).
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2.1.3 B-Zell-Subtypen

Beim Sauger kann zwischen B1, follikuldren (B2) und Marginalzonen-B-Zellen

unterschieden werden.

Die B1-B-Zellen befinden sind im Gegensatz zu den B2- und Marginalzonen-B-Zellen
Bestandteil der angeborenen und nicht der adaptiven Immunantwort. Sie finden sich
hauptsachlich in der Pleura- und der Peritonealhdhle und weniger in den peripheren
lymphatischen Organen. Zusatzlich unterscheidet diese, dass sie im Gegensatz zu den
anderen B-Zellen, kein, beziehungsweise nur wenig CD45 exprimieren. Sie entstehen
hauptsachlich vor der Geburt in der fetalen Leber und sind in der Lage ohne T-Zell-Hilfe

Antikdrper vom IgM-Isotyp zu produzieren (36-38).

B2- oder follikuldre B-Zellen befinden sich in der Milz und anderen lymphatischen
Organen, die Marginalzonen-B-Zellen befinden sich hauptsachlich in der
namensgebenden Grenzzone zwischen weiBer und roter Milzpulpa. Im Gegensatz zu den
B1-Zellen stammen beide B-Zell-Subtypen aus dem Knochenmark und ihr Uberleben ist
von BAFF abhangig. Marginalzonen-B-Zellen kdnnen im Gegensatz zu den follikularen
B-Zellen auch ohne T-Zell-Hilfe Antikorper produzieren und so, dhnlich wie die B1-Zellen
schnell reagieren, produzieren aber auch hauptsachlich Antikdrper vom IgM-Isotyp (25,

27, 39-41).

2.1.4 Differenzierung von Antikorper-produzierenden Plasmazellen
Nach Antigenkontakt exprimieren naive B-Zellen den Chemokinrezeptor CCR7
(C-C chemokine receptor type 7). Dies steuert ihre Migration zur Grenze zwischen den

B- und T-Zell-Zonen der lymphatischen Strukturen (42, 43).

An der Grenze zwischen B- und T-Zell-Zone kommt es zur Interaktion zwischen aktivierter
B- und T-Zelle. Die Interaktion Uber das Rezeptor-Liganden-Paar CD40 — CD40L steigert
das Uberleben von B-Zellen und induziert die Expression weiterer costimulatorischer

Molekdlle, sowie die Zellproliferation (44).

Nach zwei bis drei Tagen nimmt die Expression von CCR7 ab und die B-Zellen wandern
von der Grenze zur T-Zell Zone in die interfollikularen Zonen zuruck (45). Ein Teil der

B-Zellen lagern sich dort zu Aggregaten von proliferierenden Zellen, sogenannten
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primaren Foci, in denen sie sich zu Antikorper-produzierenden Plasmablasten

differenzieren, zusammen.

Der andere Teil der aktivierten B-Zellen wandert zusammen mit seinen assoziierten
T-Zellen in die primaren lymphoiden Follikel. Dort proliferieren sie weiter und bilden
letztlich Keimzentren (GC, germinal center) (46, 47), die sich in eine dunkle Zone mit
mitotisch aktiven Zentroblasten und eine helle Zone aus Zellen mit geringer mitotischer
Aktivitat unterteilen lassen. In ihnen kommt es zur Affinitatsreifung und zum, durch die
aktivierungsinduzierte  Cytidin-Desaminase (AID) induzierten, Immunglobulin-
Klassenwechsel (48, 49). Wahrend dieser Prozesse wandern die Zellen zwischen dunkler
Zone (Ort der Proliferation) und heller Zone (Ort der Selektion) hin und her. Diese
raumliche Organisation wird durch Chemokinrezeptoren wie CXCR4 (C-X-C chemokine
receptor type 4) und CXCR5 (C-X-C chemokine receptor type 5) in Interaktion mit ihren
Liganden, CXCL12 (CXC-Motiv-Chemokin 12) und CXCL13 (CXC-Motiv-Chemokin 13)
reguliert (50, 51). Die B-Zellen verlassen die GCs in der Regel als bereits
antikdrpersezernierende, aber noch teilungsfahige Plasmablasten und wandern dann in
verschiedene Gewebe, wie zum Beispiel das Knochenmark aus, wo sie sich zu reifen,

nicht mehr teilungsfahigen Plasmazellen ausdifferenzieren (52).

Auf Grund der Lokalisation der Bildung von Plasmablasten/Plasmazellen kann also
zwischen einer extrafollikularen und follikularen Antikorperantwort unterschieden

werden.

2.1.5 Mikroskopischer Phanotyp von Plasmazellen

Plasmazellen weisen eine charakteristische Morphologie auf und konnten anhand dieser,
bereits vor dem Einsatz von spezifischen Antikdrpern, mikroskopisch identifiziert werden.
Im Knochenmark des Menschen zeigen sich Plasmazellen als rundlich bis ovale Zellen
mit einer GroBe von 10-30um und basophilem Zytoplasma. Der Zellkern ist exzentrisch
gelegen und lasst, verursacht durch dicht zusammengelagertes Chromatin, eine
charakteristische Wagenradstruktur erkennen. Mit May-Grunwald-Giemsa-Farbung
angefarbte PCs zeigen um den Zellkern einen farblosen Hof, der dem ungefarbten

Golgi-Apparat entspricht.
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In elektronenmikroskopischen Analysen zeigt sich eine feine villindse Zellmembran.
Gelegentlich lasst sich ein mittlerer Nukleolus nachweisen. Das raue endoplasmatische
Retikulum (rER) ist stark ausgepragt und konzentrisch um den Zellkern angeordnet, wobei
zahlreiche Ribosomen an der AuBenseite haften. Diese Struktur weist auf die hohe
Synthesekapazitat fir Immunglobuline hin. In unmittelbarer Kernnahe befindet sich ein
gut entwickelter Golgi-Apparat. Zudem lassen sich gelegentlich kleine zytoplasmatische

Einschlisse nachweisen (53).

2.1.6 Kurzlebige Plasmazellen

Neben ihrer Lokalisation und dem produzierten Antikorper-Isotyp, kdnnen Plasmazellen
auch anhand ihrer Lebensspanne unterteilt werden. Die sogenannten kurzlebigen
Plasmazellen (SLPCs, short lived plasma cells) entstehen mit Hilfe von follikularen
T-Helfer-Zellen (Tfh) in den extrafollikularen Immunantworten innerhalb von ca. vier bis
sieben Tagen nach Antigenkontakt (54-56). Sie kdnnen nach Infektionen oder Impfungen
schnell groBe Mengen von niedrig-affinen IgM- und teils IgG-Antikdrpern produzieren (57,
58), sterben jedoch nach wenigen Tagen wieder ab (59, 60). Die relativ kurze
Uberlebensspanne dieser Zellen, kann zum Teil darauf zuriickgefiihrt werden, dass es im
Rahmen der intensiven Antikorperproduktion zu Stressreaktionen im endoplasmatischen
Retikulum (ER) kommt, welche die Apoptose der Zellen induzieren. Zwar wird die
Aktivierung von fur die Apoptose wichtigen Enzymen wie die Caspasen 3 und 9 im
Rahmen der Ausdifferenzierung zu SLPCs blockiert, jedoch kann dies das Absterben der

Zellen nicht verhindern (59).

Die SLPCs sind in der roten Milzpulpa, sowie den Markstrangen der Lymphknoten
lokalisiert (61-63) und spielen vor allem in der Fruhphase einer Infektion eine wichtige
Rolle bei deren Eindammung. Bei einigen Autoimmunerkrankungen, wie der
rheumatoiden Arthritis oder Lupus erythematosus dominieren sie die fruhe

Autoantikorperantwort (64, 65).

2.1.7 Langlebige Plasmazellen

Parallel zur initialen B-Zell-Antwort durch die SLPCs entstehen in der GC-Reaktion mit
Hilfe anderer Zellen sowie weiterer Faktoren (66-68) Plasmazellen, die hochaffine

Antikorper produzieren (64, 69).
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Ein Teil dieser Plasmazellen wird zu langlebigen Plasmazellen (LLPCs, long lived plasma
cells) (70), die in der Lage sind, kontinuierlich Antikdrper zu produzieren und einen

langfristigen Schutz gegen Pathogene bieten (71).

Gesteuert Uber die CXCR4-CXCL12-Achse migrieren sie in spezialisierte
Uberlebensnischen, die im Knochenmark, aber auch in der Lamina propria des Darms zu
finden sind. Auch wenn diese Nischen bisher nicht ganz klar definiert sind, ist bekannt,
dass sie dort Uber Zell-Zell-Kontakt zu Stroma-Zellen, Dendritischen Zellen und
regulatorischen T-Zellen sowie Uber losliche Faktoren wie die Zytokine [L-6 und APRIL
und das Chemokin CXCL12 Uberlebenssignale erhalten, die es den Zellen erméglichen
Uber Monate, Jahre oder sogar lebenslang zu Uberdauern (72, 73). Fur die Maus konnte
gezeigt werden, dass IgA- und IgG-exprimierende Plasmazellen sowohlim Knochenmark
als auch im Darm nicht zirkulieren, sondern konstant in den jeweiligen Nischen

verbleiben (74).

LLPCs sind nicht von Natur aus langlebig. Vielmehr hangt ihr Uberleben entscheidend
davon ab, ob sie eine der in ihrer Anzahl begrenzten Uberlebensnischen im Knochenmark
oder anderen sekundaren Organen, sowie entziindeten Geweben erreichen und diese

nutzen kénnen (75-78).

Die LLPCs in den Nischen des Knochenmarks stellen die Hauptquelle des im Korper
zirkulierenden IgGs dar (79), sind aber auch in der Lage, Antikorper vom IgA und IgM Isotyp
zu produzieren (80, 81). LLPCs finden sich jedoch auch im Darm assozierten
lymphatischen Gewebe (GALT), wo 80% der humanen Plasmazellen lokalisiert sind und
vorrangig. IgA produzieren (82). GALT Uberlebensnischen fiir Plasmazellen sind noch
unzureichend charakterisiert, scheinen aber auch reich Uberlebensfaktoren wie APRIL zu

sein(83).

Weder die Abwesenheit von Antigenen, noch die Depletion von B-Zellen, beispielsweise
im Rahmen von gegen CD20 gerichteten Immuntherapien, scheint die Produktion von
Antikorpern durch die LLPCs zu beeinflussen (84, 85), daher kann davon ausgegangen
werden, dass sie vollstandig unabhangig von ausgereiften B-Zellen und

B-Gedachtniszellen interagieren.
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2.1.8 B-Gedachtniszellen

Neben der Generierung von Plasmablasten/-Zellen werden im Rahmen der GC-Reaktion
B-Gedachtniszellen ausgebildet, die bei erneutem Antigenkontakt eine wesentlich

schnellere und auch starkere Antikorperantwort auslosen (55, 86).

B-Gedachtniszellen zirkulieren beim Menschen im Blut (87, 88), ihre groBten Reservoire

befinden sich jedoch in Knochenmark (89) und Milz (90).

Auch wenn murine und humane Gedachtniszellen mit TACI einen Rezeptor fur BAFF und
APRIL aufweisen und humane Gedachtniszellen zusatzlich noch hdéhere Level von BCMA
und BAFF-R exprimieren (91-93), ist im Gegensatz zu den undifferenzierten B- und
Plasmazellen flr Gedachtniszellen keine Abhangigkeit von BAFF oder APRIL bekannt (91,
94).

Neuere Studien zeigen jedoch, dass im Mausmodell die Interaktion von BAFF und BAFF-
R fir das Uberleben von B-Gedachtniszellen notwendig ist, sowie essentiell fur die

Bildung des GC-unabhangigen B-Gedachtniszell-Pools ist (95-97).

Die Hauptfaktoren fiir das Uberleben von B-Gedachtniszellen scheinen jedoch zu sein,
dass sie hohe Spiegel von Genen exprimieren, die an der Zellaktivierung, Costimulation
und dem Uberleben beteiligt sind (98-100), sie sich in einen Ruhezustand begeben
kdnnen (101) und es zur mitunter zur Reaktivierung durch Antigen oder bystander-Signale
kommt, die helfen die Uberlebenssignale zu erneuern und damit die Langlebigkeit zu

erhalten (102, 103).
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Abbildung 2 Uberblick iiber die antigenabhéngige B-Zellreifung (9, 47, 50, 51, 87, 88, 104-115)

2.1.9 Wichtige Transkriptionsfaktoren der B-Zell-Differenzierung

Wahrend der B-Zellentwicklung und -differenzierung wirken eine Vielzahl verschiedener

Transkriptionsfaktoren. Im Folgenden sind drei wichtige Faktoren naher beschrieben.

2.1.9.1 Paired box protein 5 (Pax-5)

Pax-5, auch als B-cell specific activator protein (BSAP) bezeichnet, ist ein entscheidender
Transkriptionsfaktor in der B-Zell-Entwicklung. Es nimmt eine Schlisselrolle bei der
Festlegung der B-Zell-Linie ein, indem es Gene aktiviert, die fur die Differenzierung zur
B-Zelle notwendig sind, und gleichzeitig Gene unterdrickt, die nicht zur B-Linie gehoren.
Die Expression von Pax-5 beginnt in den frihen Stadien der B-Lymphopoese und wird
durch den Early B-cell factor-1 (EBF-1) vermittelt (116-119). Pax-5 ist essentiell flr die
Weiterdifferenzierung der B-Zellen Uber das frihe Pro-B-Stadium hinaus und stellt die

Aufrechterhaltung der B-Zell-ldentitat wahrend der weiteren Differenzierung sicher (120).

Ein Ziel von Pax-5 sind unter anderem das Gen fur CD19, eine Komponente des
B-Zell-Korezeptors und das Gen fur Iga, einer Signalkomponente sowohl des
pra-B-Zell-Rezeptors als auch des B-Zell-Rezeptors. Fehlen Komponenten wie EBF oder

Pax-5, kommt es zum Erliegen der B-Zell-Entwicklung (19, 121).
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2.1.9.2 B-cell lymphoma 6 (Bcl-6)

Bcl-6 spielt eine entscheidende Rolle fur die B-Zellen in der Keimzentrumsreaktionin dem
es dort als transkriptioneller Repressor wirkt (122, 123). Es wirkt negativ regulatorisch auf
Gene, welche auf, wahrend der somatischen Hypermutation und des Klassenwechsels

entstehende, DNA-Schaden reagieren (124, 125).

2.1.9.3 B lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1)

Blimp-1 ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor in der spaten B-Zelldifferenzierung.
Als sogenannter Masterregulator der Plasmazelldifferenzierung unterdrickt er zum einen
Gene, die fur die Aufrechterhaltung der B-Zell-Identitat notig sind, zum anderen fordert er
die Expression von fur die Plasmazellfunktion nétigen Genen (126). Blimp-1 induziert die
Bildung von Plasmablasten und die Sekretion von Antikérpern, was flur die effektive

adaptive Immunantwort entscheidend ist (127).

Blimp-1 interagiert mit Pax-5 und unterdruckt dessen Expression. Somit wird die
terminale Differenzierung der B- zur Plasmazelle ermdglicht. Umgekehrt kann Pax-5 aber
auch Blimp-1 unterdriicken. Diese dynamische Wechselwirkung zwischen diesen beiden
Transkriptionsfaktoren ist flr ein Gleichgewicht zwischen B-Zell-Erhaltung und B-Zell-

Differenzierung entscheidend (128-130).

Blimp-1 interagiert auch mit anderen Genen, wie Bcl-6, um die Zellproliferation zu

reduzieren und die terminale Differenzierung als Effektorzelle zu fordern (126, 131).
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2.1.10 Wichtige Zytokine der B-Zell-Differenzierung und

Antikoérperproduktion

Im Rahmen der B-Zell-Entwicklung spielen viele Zytokine eine entscheidende Rolle, von

denen im Folgenden die fur die Differenzierung bedeutendsten besprochen werden.

2.1.10.1 B cell activating factor belonging to the TNF family (BAFF)

Das Zytokin BAFF wird durch das TNFSF13B-Gen kodiert und stellt einen zentralen
Uberlebens- aber auch Reifungsfaktor fiir B-Zellen dar (132-134). Das Uberleben von
unreifen B-Zellen im Knochenmark scheint unabhangig von BAFF zu sein, wohingegen es
in BAFF-KO-Mausen zu einem fast vollstandigen Verlust von follikularen und

Marginalzonen B-Zellen kommt (39, 135).

Ein besonderes Merkmal von BAFF ist seine Bindung an drei Rezeptoren: BAFF-R
(spezifisch flr BAFF), BCMA und TACI, die in unterschiedlichen B-Zell-Stadien exprimiert
werden und zudem den Liganden APRIL binden (136, 137).

Gemeinsam mit APRIL tragt BAFF zum Uberleben von LLPCs im Knochenmark bei (138).

2.1.10.2 A proliferation-inducing ligand (APRIL)

APRIL, ebenfalls ein Mitglied der TNF-Ligandenfamilie, spielt eine wesentliche Rolle im
Uberleben und der Differenzierung von B-Zellen. APRIL bindet an die Rezeptoren TACI
und BCMA, die auf B-Zellen in spateren Entwicklungsstadien exprimiert werden (136,
139). Diese Interaktion férdert das Uberleben von Plasmazellen und unterstitzt die
Erhaltung langlebiger Plasmazellen im Knochenmark (140), zuséatzlich spielt es eine Rolle
beim Immunglobulin-Klassenwechsel (141, 142) . Die Expression von APRIL wird durch
verschiedene Faktoren wie Zytokine (z.B. Interferon-alpha (IFN-a) und Interferon-gamma

(IFN-y) reguliert (143) oder kann durch Entzindungsreaktionen getriggert werden (144).

2.1.10.3  CD40 Ligand (CD40L)
Der CD40L stellt ein weiteres fur die B-Zell-Differenzierung zur Plasmazelle wichtiges
Mitglied der TNF-Ligandenfamilie dar. Seine Interaktion mit seinem Bindungspartner

CDA40 spielt eine essenzielle Rolle innerhalb der T-Zell-abhangigen Antikdrperantwort.
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Die CD40L-vermittelte B-Zell-Hilfe férdert Proliferation, Bildung von GCs, Affinitatsreifung
und den Immunglobulin-Klassenwechsel (145, 146). Nach Antigenkontakt internalisiert
die B-Zelle den B-Zell-Rezeptor (BCR) mitsamt gebundenem Antigen, prozessiert es und
prasentiert es Uber MHC-II an aktivierte T-Zellen. Die resultierende immunologische
Synapse wird durch akzessorische Adhasionsmolekule stabilisiert und geht mit einer

verstarkten Expression von CD40L und CD28 auf der T-Zelle einher (147, 148).

Auf der B Zelle fuhrt die CD40-Ligation zu einer Hochregulation von CD80, CD86 und
MHC-II, wodurch ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation und T-Zell-Aktivierung verstarkt
wird (149).

2.1.10.4 Interleukin 2 (IL-2)

IL-2, ein Mitglied der Interleukin-2-Familie, steigert die Proliferation von mit CD40L
stimulierten B-Zellen und kann in Kombination mit weiteren Zytokinen die Differenzierung
aktivierter B-Zellen verbessern (150-155). Zusatzlich liefert IL-2 wichtige
Uberlebenssignale fiir B-Zellen in dem es die Bildung antiapoptotischer Proteine férdert

(156).

2.1.10.5 Interleukin 6 (IL-6)

Ein weiters Zytokin, IL-6, ein Mitglied der Interleukin-6-Familie, das im Rahmen der
Fieberantwort als inflammatorischer Botenstoff bekannt ist (157), kann in-vitro das
Uberleben, sowie die Funktion von Plasmazellen férdern (158). Auch in-vivo fordert IL-6
die Aktivierung von B-Zellen und deren Differenzierung zu antikdrperproduzierenden
Plasmablasten (159), ebenso liefert es, dhnlich wie IL-2 Uberlebenssignale in dem es die

Expression antiapoptotischer Proteine fordert (72).

2.1.10.6 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 ein Mitglied der Interleukin-10 beziehungsweise Typ-ll-Zytokinfamilie, ist ein
pleiotropes, immunsuppressives Zytokin, das die Immunantwort moduliert und

Interaktionen zwischen B-Zellen, T-Zellen und anderen Immunzellen vermittelt.

In B-Zellen wirkt IL-10 Uber alle Entwicklungsstadien hinweg proliferationsfordernd (160),
vorausgesetzt, dass es parallel zu einer Interaktion von CD40 mit seinem Liganden

kommt. Dieser Effekt wird durch IL-2 und IL-4 synergistisch verstarkt (161). Zudem fordert
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IL-10 das Uberleben von B-Zellen durch die Hochregulation antiapoptotischer Proteine
wie BCL-2 (162, 163), sowie durch die Modulation der Telomerase-Aktivitat (164). Sein
Einfluss auf B-Zellen variiert je nach deren Aktivierungszustand und der Prasenz weiterer

Zytokine (150, 165).

IL-10 unterstitzt den Immunglobulinklassenwechsel zu IgG1 und IgG3, wahrend in

Anwesenheit von TGF- ein Wechsel zu IgA und IgE induziert wird (166).

2.1.10.7 Interleukin 21 (IL-21)

IL-21 ist, hinsichtlich der Proliferationsinduktion unter den derzeit identifizierte Zytokinen
das potenteste, jedoch kann es ahnlich wie IL-10 nur in Kombination mit CD40L wirken
(167, 168). Es induziert die Bildung des fur Transkriptionsfaktors BCL6 (B cell lymphoma
6), einem Hauptregulator der GC-Reaktion, des fur den Immunglobulin-Klassenwechsel
essentiellen Enzyms AID, sowie von Blimp-1 dem Hauptregulator der terminalen
B-Zell-Differenzierung (169-171). Hierdurch wird vor allem der Klassenwechsel hin zu

1gG1, I1gG3, IgA und IgE gefordert (172-175).

IL-21 ist sowohl am Differenzierungsprozess von Plasmazellen aus naiven B-Zellen, als
auch aus B-Gedachtniszellen beteiligt (176). Bei der Plasmazellbildung aus GC-B-Zellen
haben IL-10 und IL-21 redundante Funktionen, wirken aber zu verschiedenen Zeitpunkten

der Reaktion unterschiedlich stark (177).

2.1.10.8 Transforming Growth Factor-beta (TGF-)

TGF-B spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von B-Zellen und der
Klassenwechsel-Rekombination (CSR) zu IgA. TGF-B fordert die Differenzierung von
naiven B-Zellen zu IgA-produzierenden Plasmazellen, indem es die Expression von
IgA-spezifischen Genen induziert (166, 178, 179).

Es wirkt durch die Aktivierung von Smad-Proteinen, die die Transkription von Zielgenen

regulieren (179).

2.1.10.9 Interferon-gamma (IFN-y)

IFN-y wirkt als B-Zell-Wachstumsfaktor und fordert den Immunglobulin-Klassenwechsel
zulgG2aundIgG3 (180, 181). Gleichzeitighemmt es die Produktionvon IgG1 und IgE (174,
180).
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2.1.11 Identifikation verschiedener B-Zell-Stadien anhand ihrer

Oberflachenantigene
Verschiedene B-Zell-Stadien kénnen bei Menschen anhand der Expression von
verschiedenen Oberflachenantigenen identifiziert werden. Diese sind in Tabelle 1

aufgelistet.

Tabelle 1 Klassifizierung humaner B-Zell-Stadien anhand der Expression verschiedener
Oberflachenproteine (9, 58, 182-201)

Zelltyp Oberflichenproteine
D45, CD19, CD20, CD21, IgD, IgM'*,
Naive B-Zelle CD45, CD19, CD20, € gb. 18
MHCII
GC-B-Zelle CD45, CD19, CD20, CD27, CD38, FAS
Plasmablasten CD45, CD19, CD20, CD27, CD38

CD45,CD138, CD38, CD19, CD27, PC-1,
CXCR4, TACI, slg

Plasmazelle

LLPC CD27,CD38,CD138, BCMA, CXCR4

B-Gedichtniszellen CD45, MHCII, Immunglobulin, CD19,

CD20, CD21, CD27, CD80, TACI
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2.2 Entwicklung des B-Zell-Systems des Huhns

Im Gegensatz zum Sauger findet der Hauptteil der B-Zell-Entwicklung beim Huhn nichtim
Knochenmark, sondern in der, nur bei Vogeln vorhandenen, Bursa cloacalis, auch als

Bursa Fabricius bezeichnet, statt.

Erstmals beschrieben wurde das Organ durch Girolamo Fabrizio da Acquapendente
(Hieronymus Fabricius ab Aquapendente) in seinem posthum verdéffentlichen Werk De
formatione Ovi et Pulli und wurde zunachst als Speicherort flr abgegebene

Samenflussigkeit fehlgedeutet (3, 202).

Die Rolle der Bursa Fabricius in der Antikdrperentwicklung und als primares

lymphatisches Organ wurden erst wesentlich spater erkannt (5, 6, 203).

Anhand ihrer Kompartimentierung lasst sich die B-Zell-Entwicklung beim Huhn in drei

Phasen unterteilen: die pra-bursale, bursale und post-bursale Phase (Abbildung 3).

2.2.1 Pra-bursale und bursale B-Zell-Entwicklung

Ab Embryonaltag 5 wandern hamatopoetische Vorlauferzellen in verschiedene
embryonale Gewebe (204) und beginnen dort mit der Umlagerung der Immunglobulin-
Gene der leichten Kette(205). Zwischen Tag 8 und 14 migrieren die B-Zell-Vorlaufer tUber
die Blutbahn (206) in die Bursa (207), gesteuert durch den Chemokinrezeptor CXCR4 und
seinen Liganden CXCL12 (208).

Nach erfolgreicher Gen-Umlagerung (209) wandern sie in die Anlagen der Bursafollikel
(210) wo es zu einer exponentiellen Proliferation der Zellen kommt (206, 211). Die parallel
induzierte Diversifizierung des BCRs und damit Diversifizierung des Repertoires an B-Zell-
Spezifitat erfolgt im Gegensatz zum Sauger nicht mittels Gene-Rearrangement sondern

mittels Genkoversion (212-214).

Um die Bursa etwa ab dem Zeitraum des Schlupfes verlassen zu kdnnen benétigen die B-
Zellen einen funktionellen BCR, ebenso miuissen sie CXCR4 herunterregulieren

(208, 215-218).

Insgesamt verlassen jedoch nur etwa 5% der in der Bursa gebildeten B-Zellen diese auch,

die restlichen 95% gehen in-situ in Apoptose (219, 220).



Literaturtbersicht 17

Mit Eintritt in die Geschlechtsreife beginnt sich die Bursa zurlickzubilden, bis sie letztlich
vollstandig verschwindet (221, 222). Wahrend die B-Zellen beim Sauger Uber die gesamte
Lebenszeitim Knochenmark nachgebildet werden, ist die B-Zell-Nachbildung beim Huhn
in seinem primaren B-Zell-Organ, der Bursa Fabricius, also auf eine relativ kurze

Zeitspanne begrenzt.

2.2.2 Postbursale B-Zell-Entwicklung
Nach Verlassen der Bursa gelangen die sog.,recent bursal emigrants“ (RBEs),
ausschlieBlich IgM exprimierenden B-Zellen (220), Uber das Blut in die Peripherie. lhre

Emigrationsrate betragt etwa 1 % der peripheren B-Zellen pro Stunde (218).

Studien an bursektomierten Hihnern zeigen drei Haupt-B-Zell-Subpopulationen in der

Peripherie:

1. Kurzlebige B-Zellen (LT2*, ~60 % der B-Zellen, Lebensdauer ~3 Tage) (218)
2. Langlebige B-Zellen (LT2, IL12*, MHCII***, Lebensdauer ~3 Wochen) (223)
3. Nicht-bursale B-Zellen (~5 % der peripheren B-Zellen), vermutlich aus

post-bursalen Stammzellen (218, 224)

Da das Huhn keine Lymphknoten besitzt, besiedeln die post-bursalen, naiven B-Zellen
lediglich die sekundare lymphatische Organe, wie die Milz oder Schleimhautassoziierte

lymphatisches Gewebe (MALT).

Im Gegensatz zum Sauger erfolgt bei den Huhner-B-Zellen keine Unterscheidung
zwischen B1-, B2- oder Marginalzonen-B-Zellen und die B-Zellen exprimieren alle den

Panleukozytenmarker CD45.

Die Aktivierung von naiven B-Zellen nach Kontakt mit Antigenen erfolgt vermutlich analog
zum Sauger (4), auch bilden sich germinale Zentren, welche sich jedoch strukturell von
denen der Sauger unterscheiden. Wahrend die germinalen Zentren der Sauger eine klare
Trennung von heller und dunkler Zone aufweisen, scheinen die GCs der Huhner
homogener, jedoch konnte mittels BrdU (Bromdesoxyuridin) ein Ring proliferierender
Zellen unterhalb der Kapsel nachgewiesen werden (4, 225). Dies deutet darauf hin, dass

auch die GCs von Huhnern eine zonale Trennung aufweisen.

Die GCs des Huhns sind oligoklonal, entstammen also einer geringen Zahl aktivierter

B-Zellen und der BCR wird mittels Genkonversion und somatischer Hypermutation
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verandert (226, 227). Mittels immunhistochemische Verfahren konnte ein

Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu IgA und IgY nachgewiesen werden (225).
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Abbildung 3 B-Zell-Entwicklung des Huhns (4, 207, 212, 214, 225-236)

2.2.3 Plasmazellen

Ahnlich wie beim Sauger entstehen Plasmazellen nicht nur aus der GC-Reaktion sondern
auch sondern kdnnen auch als Analoga der SLPCs aus einer extrafollikularen Reaktion

entstehen (4, 236).

In Immunisierungsversuchen konnte gezeigt werden, dass die ersten IgM-positiven,
antikdrpersezernierenden Zellen (ASCs) nach etwa 48 Stunden in T-Zell-Bereichen der
Milz entstehen, nach 72h findet man sie hauptsachlich in der roten Milzpulpa. Die ersten
Ig-klassengewechselten Zellen findet man nach 96 Stunden. Sie exprimieren IgY, friher

auch als IgG des Huhns bezeichnet.

Neben der Milz konnten Plasmazellen aller drei Immunglobulin-Isotypen des Huhns vor
allem im MALT-Organen wie der Caecaltonsille, einer Ansammlung von dichtem
lymphoretikuldren Gewebe an der Basis der Caeca, oder der Harderschen Druse, sowie
der Lamina propria des Darms gefunden werden (236-239). Ob das Knochenmark des
Huhns die beim Sauger beschriebenen Nischen enthalt in denen Plasmazellen auf Grund

verschiedener Faktoren langerfristig Uberleben kdnnen ist bislang nicht bekannt.
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Jedoch gibt es im Vergleich zum Menschen (siehe Tabelle 1) bislang keinen
plasmazellspezifischen Oberflachenmarker, welcher die Zellen mittels
Durchflusszytometrie oder (immun-) histochemischen Methoden eindeutig identifizieren
kann. Daher erfolgt die ldentifizierung der Huhner-Plasmazellen bislang Uber deren
klassische Morphologie, als groBe Lymphozyten mit einem dezentralen Nucleus der eine
Wagenrad-Struktur aufweist und die groBe Mengen an Immunglobulin enthalten (4).

Histologisch ist zudem der Verlust des Hihner-B-Zell-Markers chB6 beschrieben (240).

2.2.4 B-Gedachtniszellen

B-Gedachtniszellen konnten beim Huhn bislang nicht eindeutig identifiziert werden. Der
einzige Nachweis flr diesen Zelltyp ist bislang die erfolgreiche Induktion verstarkter

Antikorper-Recall-Reaktionen nach Prime-Boost-Impfungen (241).

2.2.5 Zytokine in der B-Zell-Differenzierung

Von den beim Sauger beschriebenen Zytokinen sind im Huhn bislang nur die
TNF-Familienmitglieder BAFF und CD40L mit ihrem Einfluss auf B-Zellen naher
beschrieben (242-245). Weitere Zytokine die eine wichtige Rolle fur die B-Zellen spielen,
wie IL-7, IL-10 und IL-21 und ihre entsprechenden Rezeptoren wurden zwar beschrieben
und kloniert, jedoch muss ihr genauer Einfluss auf die B-Zell-Differenzierung noch

genauer untersucht werden (246-250)

2.2.5.1 B cell activating factor belonging to the TNF family (BAFF)

Im Hihnergenom zeigt BAFF eine hohe Sequenzhomologie zum Sauger, jedoch bestehen
Unterschiede zwischen den BAFF-Systemen. Neben dem Nachweis von BAFF-mRNA in
Geweben wie Bursa und Milz konnte BAFF auch in B-Zellen selbst nachgewiesen werden,
was auf eine autokrine Produktion von BAFF durch die Zellen selbst hindeutet (244, 245,
251). Dieses Phanomen wurde bei Mensch und Maus bisher nur im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen beschrieben wurde (252). Ein weiterer Unterschied zum Sauger
ist, dass das Uberleben der unreifen B-Zellen der Bursa im Gegensatz zu den unreifen

B-Zellen im Knochenmark der Sauger (39, 135) von BAFF abhangig ist.

Neben dem BAFF-R liegt im Huhn noch TACI als weiterer Rezeptor fur BAFF vor (253). Das

Gen fur BCMA, als modglichen weiteren Rezeptor fur BAFF, konnte im Huhn zwar
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identifiziert werden, liegt jedoch als Pseudogen vor (253, 254). APRIL, als weiterer Ligand

fur TACI, konnte im Huhnergenom bislang nicht nachgewiesen werden (4).

In-vitro verlangert rekombinantes BAFF das Uberleben von Bursazellen, sowie von aus der
Milz isolierten B-Zellen (245) ohne jedoch deren Proliferation zu férdern (243). In-vivo
Uberexprimiertes BAFF fuhrte zu einer deutlich gesteigerten Frequenz zirkulierender
B-Zellen, wohingegen die Blockade von endogenem BAFF mit Hilfe eines humanen

Rezeptors zu einer lange andauernden Depletion von B-Zellen flihrte (244).

Diese Ergebnisse zeigen die zentrale Rolle von BAFF nicht nur fiir das Uberleben

peripherer B-Zellen, sondern auch flur die Entwicklung unreifer B-Zellen in der Bursa.

Nachdem BAFF im Gegensatz zum Sauger beim Huhn von B-Zellen selbst produziert wird
(245), weist dies auf einen autokrinen Loop und damit grundséatzlich andere

Regulationsmechanismen hin.

2.2.5.2 CD40 Ligand (CD40L)

Das CD40-CD40L-System wurde auch im Huhn identifiziert (255) und umfassend
charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von CD40L zu aus der Milz
gewonnenen B-Zellen, eine Kultivierung Uber einen Zeitraum von bis zu drei Wochen
ermoglicht. Zudem wurden die B-Lymphozyten zur Proliferation angeregt und regulierten
den Pan-B-Zellmarker chB6 herunter. Zeitgleich wurde ein
Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM  zu IgY induziert, sowie die

Immunglobulinproduktion (IgM und 1gY) generell gesteigert (242).

Diese in Zellkultur gewonnenen Daten weisen auf eine groBtenteils konservierte Funktion
von CD40L und CD40 zwischen Sauger und Huhn hin (4) und zeigen, dass die Stimulation
von Huhner-B-Zellen mittels CD40L diese Richtung eines Plasmablasten-Phanotyps

differenziert.
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2.2.6 ldentifikation von B-Zellen anhand ihrer Oberflachenantigene

Die B-Zellen des Huhns in ihren verschiedenen Entwicklungsphasen sind Uber die im

Folgenden aufgelisteten Antigene ansprechbar:

Tabelle 2 Ubersicht ansprechbar Oberfliachenantigene auf Hiihner-B-Zellen in verschiedenen
Entwicklungsphasen nach Hartle et al. (256)

Entwicklungsphase

Antigene

Literatur

pra-bursale B-Zellen

chB6 (ab ED10), BAFF-R (ab ED14)
CXCR4/5 (in der Milz), Sialyl-Lewis*
(CD15s)

(208, 256-260)

bursale B-Zellen

chB6, BAFF-R, MHCII, CD40, CXCRA4,
CXCR5, Wechselvon CD15s zu CD15

(208, 217, 243,
255, 256, 258-
260)

emigrierende B-Zellen

Ig Light chain, MHCII, chL12, CXCR4"¥

(208, 218, 256)

periphere B-Zellen

CD5, chB6, BAFF-R, Ig Light chain, MHCII,
CD40

(242, 245, 255,
256, 258, 261)

GC B-Zellen

keine spezifischen Marker vorhanden
méglicherweise CD57

(256, 262)

B-Gedachtniszellen

keine spezifischen Marker vorhanden

(256)

Plasmazellen

keine spezifischen Marker vorhanden
keine bis wenig Expression von chB6
moéglicherweise Expression von CD57
intrazellulares Immunglobulin

(240, 242, 2586,
262)
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2.3 Induktion und Verteilung der verschiedenen Immunglobulin-lsotypen

Immunglobuline, auch als Antikérper bezeichnet, sind eine Gruppe spezialisierter
Proteine, die von B-Zellen produziert werden und eine zentrale Funktion im Immunsystem

aller Vertebraten ab den Fischen erfullen.

2.3.1 Immunglobulinklassen der Sauger

Beim Sauger existieren funf Hauptklassen oder Isotypen von Immunglobulinen: IgM, 1gG,

IgA, IgE und IgD.

Naive B-Zellen exprimieren Immunglobuline der Isotypen IgM und IgD in ihrer
membrangebundenen Form als B-Zellrezeptor auf ihrer Zelloberflaiche. Nach
Antigenkontakt differenzieren sich diese Zellen zu Plasmablasten bzw. Plasmazellen und
initiieren die humorale Immunantwort, in der sie zunachst IgM-Antikdrper sezernieren. In
seiner monomeren Form weist IgM eine vergleichsweise geringe Bindungsaffinitat auf,
liegt jedoch meist als Pentamer vor, wodurch die hohere Anzahl an Bindestellen eine
gesteigerte Aviditat ermoglicht und so die schwachere Affinitat der einzelnen Monomere
kompensiert. Aufgrund der molekularen GroBe des Pentamers zirkulieren sie
hauptsachlich im Blut und diffundieren weniger in den Interzellularraum, da die GroBe
des Moleklls das Verlassen der BlutgefaBe behindert. IgM wird sowohl von B1, B2 als

auch Marginalzonen-B-Zellen produziert.

IgD, das zweite Immunglobulin der naiven B-Zelle, ist in loslicher Form nur in geringen
Mengen im Serum vorhanden. Seine genaue Funktion ist nicht vollstandig geklart, es
scheint jedoch in der Zellmembran flur die Modulation der B-Zellaktivierung

verantwortlich zu sein (263).

Im Rahmen der Immunantwort erfolgt ein Klassenwechsel von IgM zu den anderen
Immunglobulinisotypen, 1gG, IgA und IgE. Diese liegen als Mono- oder Dimere vor, sind
also wesentlich kleiner als das pentamere IgM und kénnen so leichter vom Blut in die

Gewebe diffundieren.

IgG stellt die Hauptklasse von Immunglobulin im menschlichen Blut dar und kann beim
Menscheninvier Subklassen, IgG1-4, unterteilt werden (264). Als einziges Immunglobulin

kann es die humane Placenta passieren und so Neugeborenen einen passiven
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Immunschutz gewahren. Seine Hauptaufgabe besteht darin, Antigene flr Phagozyten zu
opsonieren und das Komplementsystem zu aktivieren. Es wirkt hauptsachlich im
Gewebe. Der Klassenwechsel von IgM zu IgG wird unter anderem von den Zytokinen

IL-10, IL-271 und IFN-y induziert.

IgA ist das dominante Immunglobulin auf mukosalen Oberflachen, auf denen seine
Hauptaufgabe darin besteht, Antigene zu neutralisieren. Seine Wirkungen als Opsonin
und in der Aktivierung des Komplementsystems sind wesentlich schwéacher als die von
IgG. Es liegt beim Menschen in zwei Isoformen, IgA1 und IgA2 vor, wobei IgA1
hauptsachlich als Monomer im Blut zirkuliert und IgA2 hauptsachlich in seiner dimeren
Form auf muskosalen Oberflachen im Darm vorkommt (265-269). Im Bereich des Kopfes
wird IgA sowohl im Nasen-assoziierten lymphatischen Gewebe (NALT, nasal associated
lymphatic tissue) als auch Augen-assoziiertem lymphatischen Gewebe (EALT, eye
associated lymphatic tissue) sekretiert und sorgt dort lokal fur den Schutz vor Infektionen

(270-272). Fur den Klassenwechsel zu IgA ist vor allem TGF- verantwortlich.

IgE kommt nur zu sehr geringen Mengen in Blut oder extrazelluldren Flussigkeiten vor. Es
findet sich hauptsachlich an Mastzellen gebunden vor, die unter der Haut, der Mukosa
oder entlang von BlutgefaBen liegen. Die Bindung von Antigen an das mastzellassoziierte
IgE befahigt die Zellen, Entzindungsmediatoren und Chemoattraktanten freizusetzen,
welche eosinophile und basophile Granulozyten anlocken. IgE-Immunantworten spielen
vor allem bei parasitaren Infektionen und allergischen Reaktionen eine Rolle (273, 274).

Der Klassenwechsel zu IgE wird unter anderem von IL-10 und IL-21 induziert.

Hinsichtlich der Menge an produziertem Immunglobulin zeigt IgA mit 60-66 mg/kg
Korpergewicht pro Tag die hochste Biosyntheserate, gefolgt von IgG mit 34mg, IgM mit
8mg, IgD mit 0,4mg und IgE mit 0,0016mg. Bei der Verteilung im menschlichen Serum
dominiert 1gG mit etwa 85%, gefolgt von IgA mit 10-15% und IgM mit etwa 5%. Die
niedrigsten Anteile haben IgD und IgE mit 0,3% beziehungsweise 0,02% (269, 275-282).
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2.3.2 Immunglobulinklassen des Huhns

Im Gegensatz zu Saugetieren finden sich im Huhn nur drei Immunglobulinklassen: IgM,

IgY und IgA.

Wie auch beim Saugetier ist IgM das Immunglobulin der naiven, nicht-
klassengewechselten B-Zellen und zeigt sich sowohl strukturell als auch funktionell
homolog. Nach der ersten Exposition gegenuber einem neuen Antigen ist IgM der
vorherrschende Isotyp, jedoch ist die IgM-Antikdrperantwort, wie beim Sauger, in der
Regel nur temporéar, bevor es im Rahmen der GC-Reaktion zur Bildung und spezifischer,

klassengewechselter Antikdrper kommt (283, 284).

Ein strukturelles Analogon zu IgD konnte beim Huhn bislang nicht nachgewiesen werden,

jedoch ist es beim StrauB3 und einigen Neoaves beschrieben (285)

IgY ist die dominante Immunglobulinklasse im Serum der Huhner, die nach IgM in der
primaren Antikorperreaktion gebildet wird. Dartuber hinaus stellt es den Haupt-Isotyp in
der sekundaren systemischen Antikorperreaktion dar. Es zeigt sowohl Homologien zu IgG

als auch zu IgE des Saugers, entspricht aber funktionell IgG (286, 287).

IgA hingegen ist das dominante Immunglobulin in auf mukosalen Oberflachen und liegt
neben der monomeren Form, anstatt wie die dimere Form bei Saugetieren, als Trimer

oder Tetramer vor (288, 289).

Hinsichtlich der Verteilung im Serum ist IgY mit 5-7 mg/ml, ahnlich wie das IgG des
Saugers. das dominante Immunglobulin, gefolgt von IgM mit 1-2 mg/ml und IgA mit
0,35-0,65 mg/ml, jedochist nicht bekannt, wo die Zellen lokalisiert sind, die diese groBen

Mengen an IgY sezernieren (288-292).
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3 Zielsetzung

Zwar sind grundsatzliche Mechanismen der finalen Differenzierungsschritte von B- zur
antikorpersezernierenden Plasmazelle, wie zum Beispiel die Bildung germinaler Zentren
oder Immunglobulin-Klassenwechsel bekannt, jedoch sind die genauen funktionellen
Mechanismen innerhalb dieser Zellen bislang weitgehend unbekannt. Ebenso fehlt es
zum Teilnoch an Wissen Uber die genaue Lokalisation der Zellen, so zum Beispielist nach
wie vor nicht bekannt, wo sich die Zellen befinden, die fur die hohen IgY-Antikdrperspiegel

im Serum der Huhner verantwortlich sind.

Um diese Fragen zu adressieren, mangelt es jedoch bislang an plasmazellspezifischen
Markern anhand derer die Zellen gezielt isoliert und im Anschluss genauer

charakterisieren werden konnten.

Zieldieser Arbeitwar es, eine Grundlage zu schaffen, die es ermoglicht, Plasmazellen und

die inihnen ablaufenden molekularen Prozesse zuklnftig ndher untersuchen zu kénnen.
Hierfur wurden sowohl in-vitro als auch ex-vivo Ansatze gewahlt.

Das Ziel des in-vitro Ansatzes war es Plasmazellen aus Milzleukozyten zu generieren und
Veranderungen der Expression von Oberflichenantigenen sowie die Anderung im

Transkriptionsfaktorprofil genauer zu untersuchen.

Ex-vivo sollte die Verteilung von Zellen mit einem vermuteten Plasmazellphanotyp in den
Leukozytenpopulationen verschiedener Organe, sowie der Einfluss von Impfung und Alter
untersucht werden. Diese Daten wurden gemeinsam mit dem in-vitro-Ansatz am
21.11.2024 in Frontiers in Immunology verdffentlicht (Publikation: Characterization of

Class-Switched B cells in Chickens).

In einem gesonderten ex-vivo Ansatz wurde die Harderschen Drise untersucht, ein
Organ, aus dem von histologischen Untersuchungen bekannt ist, dass es viele
Plasmazellen enthalt. Ziel war es anhand verschiedener Oberflachenmarker ein
Isolationsprotokoll zu entwickeln, um Plasmazellen zuklnftig detaillierter untersuchen zu
kénnen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind unter ,unveréffentlichte Daten“

dieser Arbeit in Form eines Manuskripts beigefugt.



Publikation: Characterization of Class-Switched B cells in Chickens 26

4 Publikation: Characterization of Class-Switched B cells

in Chickens

4.1 Publikation

Die Publikation “Characterization of class-switched B cells in Chickens” erschien am
21.11.2024 in Frontiers in Immunology, Section B cell Biology, Volume 15 - 2024,
https://doi.org/10.3389/fimmu.2024.1484288.

Diese Publikation beschreibt im Wesentlichen den in-vitro Ansatz zur Generierung von
Plasmazellen, sowie grundlegende Daten zu Verteilung von Immunglobulin-positiven

Zellen in Organen, sowie den Einfluss von Alter und Impfung.

Abdruck mit Erlaubnis von Frontiers in Immunology durch die Creative Commons

Attribution License (CC BY).
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While B cell development in the birds’ primary B cell organ, the bursa Fabricius, is
relatively well understood, very little is known about post bursal B cell
differentiation into plasma and memory cells though these cells are essential
for a protecting antibody response and so far, no specific markers for these cells
were available. Since immunoglobulin class switch is one part of the B cell
differentiation process, our objective was to conduct a first detailed investigation
of class-switched chicken B cells. As only very few IgY and IgA expressing cells
were detected in lymphoid organs of young chickens, we used CD40L and IL-10
to establish a prolonged in vitro culture system, which induces B cell
proliferation, class switch to IgY and IgA and enhanced antibody secretion. This
enabled a phenotypic analysis of differentiating B cells. Importantly, these cells
lost surface expression of the B cell markers chB6 and BAFF-R. B cell receptor
surface expression remained unchanged, showing that while differentiating
toward plasma cells, B cells can be addressed by L chain staining. Newly
generated potential plasma cell markers CD138 and TACI showed only a
transient expression on cultured cells and rather act as markers for B cell
activation than plasma/memory cells in general. CD57 upregulation was
connected to activation and blast formation but not to class switch. We also
examined potential changes in class-switched cells in different age groups and
post vaccination. Surprisingly, bursa involution, laying and age had no distinct
effects on the presence of class-switched cells, but we detected significantly
more class-switched B cells post vaccination. Hence, we are now able to
generate class-switched plasmablasts in vitro for a more detailed
characterization and can address them under different conditions in chickens
for further analysis of their B cell response.

KEYWORDS

chicken, B cell differentiation, Ig class switch, CD40L, IL-10, vaccination
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1 Introduction

Vaccination is an essential measure to protect commercial
poultry flocks against a multitude of pathogens. The mode of
action of many vaccines is the induction of a protective antibody
response (1, 2). Hence, to improve vaccine design and application, a
better knowledge on antibody secreting cells (ASCs) and B cell
memory in the chicken is indispensable. As the chickens B cell
system differs substantially from that in human and mice,
knowledge from these species can be transferred only to a very
limited extent. The most striking difference is the bursa of Fabricius,
a gut associated lymphoid tissue, which serves as the avian primary
B cell organ (3). In addition, chickens have no lymph nodes, which
strongly limits the number of secondary lymphoid tissues and the
potential locations for B cell - T cell-contact. In the spleen, no
separation between marginal and follicular B cells is visible and the
differently structured germinal centers (GC) are located in the T cell
area (4). Furthermore, the bursa involutes with sexual maturity,
ceasing the production of new B cells in the primary B cell organ (5).
Consequently, the maintenance of the peripheral B cell pool is left to
a largely unknown mechanism (6, 7).

Whereas the processes of B cell receptor (BCR) repertoire
generation in the bursa are relatively well understood (8), there is
still only scarce information on the differentiation processes
happening in the periphery after the cells have left the bursa.
Chicken plasma cells, as finally differentiated ASCs, have been
identified by immunohistochemistry on the basis of their typical
morphology as large cells with an eccentric nucleus with cartwheel
structure and a strong intracellular staining for immunoglobulins
(8). But only very few reports exist about their differentiation from
naive B cells (9) and their isolation (10) for a more detailed
characterization. For chicken B memory cells, the only prove of
their existence so far is the successful induction of enhanced
antibody recall reactions by prime - boost vaccination (11) and
immunoglobulin class switching.

The phenotype of mammalian memory and plasma cells can be
addressed by various markers like CD27 for memory cells (12) and
CD138 for plasma cells (13, 14). In addition, during the
differentiation process a switch in the expression of the three
receptors for B cell activating factor of the TNF family (BAFF)
occurs: while immature and mature B cells express BAFF-R,
activation and differentiation induces a switch to the expression
of transmembrane activator and calcium-modulator and cytophilin
ligand interactor (TACI) (15-17) and plasma cells additionally
express the B cell maturation antigen (BCMA) (18, 19).

Before chicken B cell precursors migrate to the bursa, they start
to express the chB6 antigen, a highly glycosylated type 1
transmembrane protein (20). Subsequently, both bursal and
peripheral chicken B cells can be addressed by their expression of
chB6 (21, 22). However, plasma cells have been shown by
immunohistochemistry to lose the chB6 antigen to an
undetectable level (21), an observation which has been confirmed
by in vitro induced plasmablast like cells, which had a strongly
reduced chB6 expression (23). Bursal and peripheral chicken B cells
express BAFF-R (24-26), which can be addressed by a specific
antibody (27). A chicken homologue of TACI was also identified
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(24), but surface expression of TACI protein was not yet analyzed.
Though a chicken BCMA gene was identified, it was shown to be a
pseudogene (24, 28). Hence, if a differentiation-stage specific switch
in the expression of BAFF receptors occurs on chicken B cells, it
must follow a different pattern than that in mammals, due to the
expression of only two receptors.

Initially, all naive B cells express an IgM type BCR. One of the
events, which can occur during differentiation of a B cell in the GC
is immunoglobulin (Ig) class switch from IgM to other Ig isotypes
(29). Class-switched B cells can therefore be regarded as
differentiated cells. In chickens the repertoire Ig isotypes is
limited (30-32) and class switch can only occur from IgM toward
IgY, described as intermediate between IgG and IgE (31, 33) or to
IgA, the dominant Ig of mucosal surfaces (34-36).

In contrast to human blood, where age dependent up to 25% of
blood B cells have undergone class switch (37-39), the vast majority
of peripheral chicken B cells was reported to express IgM (40, 41),
making other isotypes infrequent. For a better access to these rare
cells, an in vitro culture system could be helpful.

B cell activation includes two main signals: antigen binding to
the BCR and the binding of CD40 by CD40L, which is provided by
activated T helper cells (42). Fine adjustment of the reaction is
obtained by the response to additional cytokines like IL-4, 1L-6, IL-
10 and IL-21 (43-48) which direct B cell fate toward memory or
plasma cells and the type of class switch. In vitro, strong CD40-
signaling induced by recombinant CD40L can be sufficient for B cell
activation (23, 49). In cultures of human B cells, addition of TL-10 to
CD40L activated B cells leads, depending on the duration and
sequence of stimulation, to the differentiation into a memory or
plasma cell phenotype (46) and induces class switch to IgG (50).

Using cultures of chicken B cells, we have shown that
recombinant CD40L drives them toward a plasma cell phenotype
and enhances antibody production (23). The availability of
recombinant chicken TL-10 (51) prompted us to test its potential
for B cell differentiation in vitro.

We established and characterized a culture system which
enables Ig class switch and antibody secretion. Based on the
gained knowledge we have examined the presence of class-
switched B cells pre- and post-bursal involution and post
IBDV vaccination.

2 Materials and methods

2.1 Animals

Fertilized eggs of M11 white layer chicken (B2/B2 haplotyp)
were provided by Prof. Dr. Steffen Weigend (FLI Mariensee) and
incubated and hatched at the Faculty of Veterinary Medicine, LMU
Munich. Animals did not receive vaccinations except if required for
experiments. The animals were housed in groups under
conventional conditions and received both food and water ad-
libitum. Chickens of the layer-line Lohmann-Sandy were kept
under conventional conditions on different organic farms and
vaccinated following standard vaccination protocols for poultry.
Experiments with M11 birds were performed at the age of 16-24
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weeks, animals of the Lohmann-Sandy chicken were 7, 17, 27 and
70 weeks old.

For the IBDV vaccination experiment 6-week-old M11 chickens
were vaccinated orally with one dose of Nobilis ® Gumboro 228E
(Intervet Germany GmbH, Unterschleifheim, Germany), as
defined by the manufacturer.

2.2 Cell preparation

The animals were euthanized through exsanguination following
anesthesia. Organs were aseptically dissected and placed in
transport media (RPMI 1640, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) supplemented with 1% Penicillin-Streptomycin (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) at room temperature (RT) until
further processing.

Heparinized blood was collected from the jugular vein, bone
marrow (BM) was acquired by flushing it from the femoral bone.
Single cell suspensions of BM, spleen and caecal tonsil were
obtained by mechanical dissociation of the tissue through a
stainless-steel. Subsequently, leukocytes were separated using
density gradient centrifugation with Histopaque®-1077 (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany). All steps involving tissue
preparation and centrifugation were conducted at room
temperature to maintain optimal cellular viability and integrity
for chicken B-cells.

2.3 Cell culture and stimulation

Splenocytes were cultured in 24-well-plates with 2.5x10° ¢/ml in
IMDM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) supplemented
with 8% FBS Superior (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), 2%
chSerum ((Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) and 1%
Penicillin-Streptomycin (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) at
40°C with 5% CO,. Cell culture supernatant produced by a
bioreactor containing soluble recombinant cytokines (CD40L and

TABLE 1 Forward and reverse primers used for qRT-PCR.

10.3389/fimmu.2024.1484288

IL-10) were added at a concentration of 2.5%. To maintain optimal
cell growth and viability half of the medium was replaced every
second day and cells were split into two wells at the third day
of culture.

2.4 Recombinant cytokines

HEK293 cells were stably transfected with a trimerized
chCD40L-muCD8 construct that has been previously described
(23, 52). Clones exhibiting the highest production rates were
selected for further use and cultured in a WHEATON®
CELLine ™" bioreactor (DKW Life Sciences, Wertheim, Germany)
for adherent cells with RPMI (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), supplemented with 20% FBS (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). Bioreactor supernatant was sterile filtered and titrated
to determine the optimal concentration.

For rchIL10, a pCI-neo-chIL-10 expression construct was
generously supplied by Dr. Pete Kaiser (Roslin Institute,
Edinburgh, UK) (51). Subsequently, the chIL10 sequence was
cloned into a modified pCR3 vector containing a flag-sequence
(kindly provided by Dr. Pascal Schneider, Lausanne, Switzerland)
by using primers (I'able 1) to introduce Pstl and EcoRI restriction
sites. The resultant chIL10-Flag construct was then stably
transfected in HEK293 cells, and the clone demonstrating the
highest production rate was subsequently cultured under selective
conditions in a WHEATON® CELLine"" 1000AD bioreactor
(DKW Life Sciences, Wertheim, Germany) with RPMI (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) supplemented
with 10% FBS (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and 250ug/
ml Genticin (G418) (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Germany). To obtain purified rChIL-10, cell culture supernatants
were purified by affinity chromatography using an anti-Flag-M2
column (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). After initial
experiments with purified protein, cell culture supernatants were
titrated against the purified protein to determine the optimal
concentration and used for further experiments.

Gen Forward Primer Reverse Primer

chIL10 YATATCTGCAGTGCACCCTGCCTGCCCA™ YGCGCGAATTCTCACTTCCTCCTCCTCY
chCD138 TTAGAATTCAACCTTCCTCCTGAAGATCTC? PTACTCGAGTTATGCATAGAACTCTTCTTGY
chTACI SATGGACGGGACGTGCCTGGGAAGAGCS 5GCACCATGGGCGTCTTCTCTTGC3
RPL13 “GAGGTGCCCGACTGTCAGATY FATCGTCCGAGCAAACCTTTTGTY
chB6 FGATCGCCTGOCCTCCAATY FTGGCTTTCCACGTCAGCTATCY
CD79 ¥ GCGTCCCCATGCTCCTCTTCCTAY FGCAGCACCCCTCACTCCICTCCTY
PAX5 YCCAGCAGCAGTTGGAAGTGTTY FCICTGGTTTIGATGGGCTCTGT T
us TGGAGAACCCCGAAAATGAGTY YGCCAACACCAAGGAGACATTY
BLIMP1 TGTGGTATTGCCGAGACTTTGC” TGGGTTTGTGTGAGGTTCATCATT
BCL6 “GAAGACCCCAAGGGAAGAGTTTY TCIGAGACATCICIGCCICGATAAGY
AICDA FOGTCTGAAACCCAGCAAGAGTY ¥ TGTCCATGTCAGCTGGGTTCT
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2.5 [*H]-Thymidine assay

To detect cell proliferation, 1x10® isolated spleen leukocytes
were cultured in 96-well-plates in the presence and absence of
CD40L, IL-10 and the combination of both cytokines at 40°C with
5% CO,. Medium served as control. After 48 hours cells were pulsed
with [3H]-Thymidine (GE HealthCare, Amersham, UK) and
harvested 16 hours later.

2.6 mAbs for chCD138 and chTACI

For the generation of an anti-CD138 (Syndecan 1) antibody, we
amplified the chCD138 full length sequence (ENSGALT00010019066.1)
from Harderian gland ¢cDNA (see Table 1 for primers). To generate an
anti-chTACI mAb, we amplified the full length sequence from pcTACI,
a construct of chTACI in pclneo, kindly provided by Dr. John Young
(24) (Institute for Animal Health, Compton, UK) (see Table 1 for
primers). The PCR products were ligated into pcDNA 3.1/CT-GFP-
TOPO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Successful cloning
was confirmed by restriction enzyme digest and subsequent Sanger

TABLE 2 Primary mAbs and directly conjugated mAbs.

10.3389/fimmu.2024.1484288

sequencing. HEK293 cells were stably transfected and selected for green
fluorescent protein (GFP) fluorescence. BALB/c mice were immunized
three times with 1x10®° HEK293-chCD138-GFP or HEK293-
chTACI-GFP.

Murine spleen cells were fused to SP2/0-Agl4 cells, and
supernatants of resulting hybridomas were tested by flow
cytometry on transfected and untransfected HEK293 cells. The
selected hybridoma 7G10 for chCD138 is an IgGl, the selected
hybridoma 1H4 for chTACI an IgG2b antibody.

2.7 Flow cytometry, cell sorting and
cell counting

Staining of cells for flow cytometric analysis was performed
according to standard procedures. Briefly, 10° cells were transferred
to a 96-well plate and incubated with Fixable Viability Dye eFluor
780 dilution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Subsequently, cells were stained with 50pl of monoclonal antibody
(mAb) mixture (see Table 2). mAbs were either directly conjugated or
detected by fluorochrome conjugated secondary antibodies (Table 3).

Antigen Clone Species Isotype Fluorchrome Source of antibody
chB6 AV20 Mouse IgG1 Southern Biotech
chB6 AV20 Mouse 1gG1 Pacific blue Southern Biotech
chB6 AV20 Mouse 1gG1 RPE Southern Biotech

chBAFF-receptor 2C4 Mouse ‘ IgG1 (27)
chCD138 7G10 Mouse ‘. 1gG1 this manuscript
chCD25 28-4 Mouse 1gG3 (118)
chCD28 2-4 Mouse 1gG2a (119)
chCD4 CT4 Mouse 1gGl FITC Southern Biotech
chCD8 3-298 Mouse 1gG2b (120)
chCD80 AVE82 Mouse 1gG2a The Pirbright Institute
chCXCR4 9D9 Mouse 1g(i2a (121)
chCXCR5 6A9 Mouse IgGl1 (122)
chMHCII 2G11 Mouse IgG1 Southern Biotech
chTACI 1H4 Mouse IgG2b this manuscript
Human CD57 NK-1 Mouse IgM APC BD-Bioscience
chL chain 2G1 Mouse IgG1 CF405M Bio-Rad
IgA Al Mouse IgG2b Southern Biotech
TgA K3 Mouse TgG2a (123)
IgA K3 Mouse ' TgG2a Biotin (123)
|
TgM Mi Mouse | 1gG2b Southern Biotech
TgM Mi Mouse 1gG2b Biotin Southern Biotech
TgY Gl Mouse TgG1 Southern Biotech
TgY 4D12 Mouse TgG1 Biotin (123)
TCRYS TCR1 Mouse 1gG1 Southern Biotech
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TABLE 3 Fluorochrome conjugated secondary antibodies.

Antigen Fluorchrome Source
of antibody
Mouse-IgG1 APC Jackson Laboratories
Mouse-IgG1 FITC Southern Biotech
Mouse-IgG1 BV421 Jackson Laboratories
FITC Southern Biotech

Mouse-IgG2a

Mouse-IgG2a Alexa Fluor 647 Thermo Fisher scientific

Mouse-IgG2b RPE Southern Biotech

Mouse-1gG3 FITC Southern Biotech

Mouse-1gG3 Alexa Fluor 647 Southern Biotech

Streptavidin APC Jackson Laboratories

If necessary, when the unconjugated primary antibodies and the
direct conjugates were of the same isotype, a blocking step with
normal mouse serum (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)
was interposed before applying the directly conjugated antibody.

All incubation steps were carried out for 20 minutes in the dark
on ice. In between the incubation steps, cells were washed with
200pl of staining buffer (PBS pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), 1% bovine serum albumin and 0.1% NaN; (ITW
Reagents, Castellar del Valles, Spain)).

The anti-chicken L chain mAb (Table 2) was conjugated to
CF405M using the Mix-n-Stain"" CE"™ 405M Antibody Labeling
Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

For optimal staining results, all used mAbs and fluorochrome-
conjugated secondary antibodies were titrated to their optimal dilution
prior to the experiments.

For analysis of different tissues, 100.000 viable CD45" single
cells were recorded per sample, for analysis of in vitro cultures,
50.000 viable single cells.

Flow cytometry was performed with a FACSCanto (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) and data were analyzed using
FACSDiva (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) and FlowJo
(FlowJo LLC, Oregon, USA) software, version 10.10.0.

Sort purification of cells was performed on a FACSAria Illu
(Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) with FACS DIVA software.

The number of living cells was determined by trypan blue
exclusion, and the frequency of living cells, negative for Fixable
Viability Dye eFluor™ 780 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), was analyzed by flow cytometry as described above. Absolute
numbers of viable cells were calculated from these values.

2.8 qRT-PCR

For qRT-PCR, RNA of sort purified L chain positive/CD80
positive and L chain positive/CD80 negative splenic leukocytes, was
prepared using the Relial’repTM RNA Miniprep Systems kit
(Promega, Madison, USA) following the manufacturer’s instructions.

The RNA was quantified on a NanoDrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and RNA quality was
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determined on a 2100 Bioanalyzer (RIN > 9) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). cDNA was prepared using the GoScriptTM
Reverse Transcriptase kit (Promega, Madison, USA) according to
manufacturer’s instruction and analyzed for the relative abundance
of RPL13, chB6, CD79b, uS, BCL6, PAX5, BLIMPI and AICDA using
primers from Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg,
Germany) specified in Table 1 and the GoTaq® gPCR MasterMix
(Promega, Madison, USA).

Quantitative RT-PCR was performed using a 7300 Real-Time
PCR System® (Applied Biosystems, Warrington, UK) with
SYBR-green.

Relative expression fold change for the respective genes was
assesses using normalized cycle threshold values (ACT).
Normalization was carried out against the expression in sort
purified L chain™/CD80 cells of unstimulated splenic leukocytes.

2.9 ELISpot assays

On the day preceding the experimental procedure, nitrocellulose
ELISpot microtiter plates (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) were
coated with 100p] of anti-chL chain antibody solution (Spg/ml in
sterile PBS, pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)),
sealed with an adhesive foil, and subsequently incubated overnight
at 4°C. Following this incubation, any unbound antibody was
removed by washing the plates with PBS. Subsequently, the wells
were treated with a blocking solution consisting of PBS supplemented
with 10% FBS and incubated for two hours at 40°C.

Blocking-buffer was discarded and the residual liquid was
tapped out onto cellulose.

Cytokine-stimulated splenic leukocytes were isolated via density
gradient centrifugation and adjusted to a density of 1x10° for IgM
and 2x10° cells/ml for TgA and IgY analysis. Subsequently, 100yl of
this cell suspension was applied to each well of the plate. The plate
was then incubated at 40°C with 5% CQO, for a duration of 48 hours.

Following the incubation period, a triple washing step with PBS
containing 0.01% Tween®-20 (ITW Reagents, Castellar del Valles,
Spain) was conducted to remove any nonspecifically bound material.

Biotin (Roche, Basel, Switzerland) was used to biotinylate Ig-
specific antibodies (Table 2) and the antibodies were then added to
the plate and allowed to incubate for one hour at room temperature
in the dark. After another triple washing step with PBS-T,
peroxidase-conjugated streptavidin was applied to the plate as the
detection antibody.

After a further washing step with PBS, 50ul of KPL TrueBlue' ™
Substrate (LGC Clinical Diagnostics, Teddington, UK) was added to
each well and allowed to incubate for five minutes. The reaction was
terminated upon the appearance of intense blue staining in the
spots by discarding the remaining substrate and promptly washing
the plate with distilled water.

Antibody secreting cells, visible as blue spots, were analyzed
using the Bioreader® 7000 V machine (BIOSYS Scientific Devices
GmbH, Karben, Germany) with the EazyReader software (Version
20.9, Patch 143) that allows for automated counting of the spot
number as well as the analysis of total optical density (TOD =
integral accumulation of area and intensity of each spot).
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FIGURE 1

BAFF-R

lg surface expression in lymphoid tissues. Leukocytes were isolated from the respective tissues of a young adult chicken and analyzed by flow
cytometry for the expression of surface IgM (A), IgA (B), IgY (C) and BAFF-R. Blots are gated for viable, single CD45" lymphocytes. Data are

representative for four independent experiments.

2.10 IBDV ELISA

The presence of IgY antibodies specific to the IBDV VP2 protein
was assessed in serum samples using a commercial indirect ELISA kit
(ID Screen® IBD VP2, Innovative Diagnostics, France). Antibody
titers were calculated according to the manufacturer’s instructions.
The IBD immune status is considered positive if the antibody titer is
greater than or equal to the cut-off value of 1002.

2.11 Statistics
Data were analyzed using one-way or two-way ANOVA with

subsequent Bonferroni multiple comparisons in GraphPad Prism
5.04 (GraphPad Software, Boston, USA).

3 Results

3.1 slg class-switched cells are hardly
detectable in non-mucosal tissues

So far, no specific markers for chicken plasma and memory B
cells were described. Since class switch of the B cell receptor (BCR)

Frontiers in Immunology

can be one part of the B cell differentiation process and antibodies
for all three chicken immunoglobulin (Ig) isotypes are available, we
started our search for differentiated peripheral B cells by flow
cytometric analysis of Ig expression on B cells from blood, spleen,
caecal tonsil and bone marrow. Therefore, cells were stained for
CD45 as a pan-leukocyte marker, the B cell marker BAFF-R and
IgM, IgA or IgY and at least 100,000 CD45" viable single cells were
counted (Figure 1).

In all tissues, the vast majority of B cells expressed surface IgM
(sIgM), (96% of B cells in the blood, 98% in the spleen, 87% in the
caecal tonsil and 98% in the bone marrow, Figure 1A). However, we
consistently detected a small but distinct population of BAFF-R* B
cells expressing surface IgA (sIgA) with 3%, 1,4% and 1,6% in blood,
spleen and bone marrow. With 12,7%, B cells from the gut
associated caecal tonsil contained a much higher amount of IgA
expressing B cells (Figure 1B). Although, IgY is the dominant
immunoglobulin in chicken serum (53-55), no distinct IgY" B
cell population was detectable in the analyzed tissues. In spleen and
bone marrow a few IgY™e" cells were found, but other positive cells
presented largely as a IgY'™"™ smear above the isotype control
background (Figure 1C). Mean frequencies of slg*/marker * cells
are shown in Supplementary Table 1.

Most of the surface Ig positive cells were also positive for the
BAFF-receptor, defining them as B cells. However, to a variable
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extent in all tissues and for all three immunoglobulins, additional
Ig!°"/BAFF-R™ cells were detected. In order to verify this
observation, the staining was repeated with a second B cell
marker chB6, which also demonstrated chB6 BCR™ cells
(Supplementary Figure 2). Hence, based on the expression of the
B cell markers BAFF-R and chB6, two different Ig positive
populations can be discriminated: i) (B cell) marker-positive, Ig
positive cells and ii) marker-negative/Ig positive cells. As
immunohistochemistry had shown chicken plasma cells as Bul
negative cells or as cells that show only very weak staining (21), the
later population could contain plasma cells.

It should be noted that BAFF-R and chB6 staining in the spleen
and caecal tonsil were not entirely homogeneous. In many animals,
a small, variably well-defined subpopulation with higher expression
levels was observed (Supplementary Figure 2).

3.2 Establishment of a CD40L/IL-10 based
in vitro culture system for B
cell differentiation

As the frequency of class-switched cells among freshly isolated
B cells was quite low and the origin of BAFF-R/Bul/Ig" cells
remained unclear, we aimed to differentiate chicken B cells in vitro
to follow the differentiation process and get enough cells for
phenotyping. Therefore, we combined CD40L, which was already
shown to induce in vitro proliferation of chicken B cells (23) with
chicken IL-10.

3.2.1 CD40L and IL-10 act synergistically on short
term proliferation

Analysis of [*H]-thymidine uptake in splenocyte cultures 48h
post stimulation showed that IL-10 alone did not induce any cell
proliferation. Stimulation with CD40L led to substantial proliferation
but the combination of both CD40L and IL-10 resulted in a
significant synergistic effect (Figure 2A). Titration for optimal
concentration of IL-10 is depicted in Supplementary Figure 3.

The synergistic effect of both cytokines was also seen when
cultures were analyzed by flow cytometry. Here, after 48h the
fraction of blasting FSCM®" (proliferating) cells in CD40L and TL-
10 stimulated cultures was almost 3fold higher than with CD40L
alone (33% vs. 13%). In addition, staining for L chain demonstrated
that after CD40L/IL-10 stimulation more than 90% of FSC"" cells
high

are L chain™®" B cells (Figure 2B, the corresponding CD3 staining is

shown in Supplementary Figure 6).

3.2.2 Early transcriptomic and phenotypic
changes by CD40L and IL-10 stimulation

Flow cytometric analysis of CD40L/IL-10 stimulated
splenocytes after 48h showed a decreased expression of the two B
cell markers chB6 and BAFF-R within proliferating FSC"&" cells
compared to the non-proliferating subset. We also found cells of
medium FSC with high chB6 and low BAFF-R expression, which
were most likely derived from the small chB6™&" subpopulation,
which was present in these birds.
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Strikingly, as demonstrated by the largely identical L chain
staining between small and large cells, expression of the BCR was
not affected and L chain positive cells represented the vast majority
of proliferating blasts. In addition, CD80 was strongly upregulated
on proliferating cells and this costimulatory molecule was
exclusively found on FSC"8" cells (Figure 2B).

Based on this correlation of size increase and CD80 expression,
we sort purified chB6"/CD80 positive (large) and chB6'/CD80
negative (small) B cells after 2 days and also after a longer culture
of 4 days (Figures 2C-I) and analyzed the expression of selected
markers for B cell differentiation and stage specific transcription
factors by qRT-PCR in comparison to freshly isolated splenic
B cells.

In general, strong differences were detected between small and
blasting cells and also for both populations in comparison to fresh
cells over time.

As shown for the protein by flow cytometry, chB6 mRNA
abundance was likewise reduced in activated CD80" cells
compared to CD80" at day 2 and showed further strong reduction
in CD80' blasts at day 4 (Figure 2B).

No significant effects of CD40L/IL10 stimulation were detected
of the BCR component CD79b, when groups were compared over
time. However, as the tendency to higher (CD80") and lower
(CD80%) expression was oppositional, differences on the ACT
level between small and blasting cells were significant. This
picture does not exactly meet the increased L chain surface
staining of proliferating cells, but confirms that stimulated cells
do not loose BCR surface expression (Figure 2B).

uS, the secretory form of IgM was increased in both groups at
day 2 and in day 4 CD80" cells (7, 10 and 6fold) and showed a strong
100fold increase in CD80" cells at day 4 (Figure 2E).

Among the analyzed transcription factors, the expression of
both the B cell-specific transcription factor PAX5 and the germinal
center/memory cell-associated transcription factor BCL-6 were
reduced in CD80" cells (Figures 2F, G), while they remained
fairly constant (Pax5) or showed a strong upregulation (BCL-6)
in the CD80™ population. In contrast, BLIMPI, the plasma cell
specific transcription factor, revealed the opposite profile and was
strongly upregulated in CD80" cells (Figure 2H).

Regarding its essential role for class switch recombination, we
also measured expression of AICDA. We found a significantly
increased ATCDA abundance in all groups compared to day 0, but
between small and blasting cells no significant differences were
detected (Figure 21).

3.2.3 Cell composition in extended cultures
Prompted by these results and the knowledge that in cultures
stimulated solely with CD40L the plasmablast phenotype becomes
more prominent after a longer period of cultivation (23), we
extended the culture of CD40L/IL-10 stimulated cells up to six days.
To examine the cellular composition of these total spleen
leukocyte cultures, cells were analyzed by flow cytometry every
second day. While in the first two days the frequency of living cells
dropped to around 45% (data not shown), the number of viable cells
was only reduced to 75% of the starting material and about one
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FIGURE 2

Effects of CD40L and IL-10 stimulation on spleen leukocytes. (A) Splenic leukocytes were isolated and incubated in the presence of the respective
cytokines or medium only. After 48h [*H]-Thymidine was added and cultures were harvested 16h later to assess proliferation. Shown are mean + SD,
with*: P < 0.05; ***: P < 0.001 by two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. Shown are mean + SD of three independent experiments. (B) Cells
were stimulated for 48h with CD40L/IL-10 and analyzed by flow cytometry. Blots are gated for viable, single leukocytes. (C—I) L chain*/CD80" and L
chain™/CD80 cells were sort purified from CD40L/IL-10 stimulated cultures after 2 and 4 days. Expression of the respective genes was determined
by qRT-PCR and normalized to freshly isolated, sort-purified L chain'/CD80" cells by the 22T method. Shown are individual values and mean of
five animals. Statistics were calculated by two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test on ACT values. Asterisks indicate statistical differences
between the groups at a single time point, while letters indicate statistical differences within the population between the different time points. *: p <
0.05; **: p < 0.01; ***; p < 0.001; ****: p < 0.0001; a: p < 0.05 compared to dO; b: p < 0.05 comparison between day2/day4. (3. K} Splenic
leukocytes were stimulated with CD40L/IL-10 for 6 days. At the indicated timepoints, cells were analyzed by flow cytometry populations according
to size (J, gated for viable, single leukocytes) or surface marker expression (K, gated from viable, single leukocytes (day 0) and viable, single

proliferating leukocytes (d2-6)). Helper T cells were addressed as CD4" cells, cytotoxic T cells as CD8*/TCR1™ and 19 T cells as TCRL*. Shown are
mean + SD of five animals.
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quarter of the cells presented as proliferating blasts. While small cells
were continuously lost from culture, the number of blasting was
strongly increased at day 4 and day 6 (representing 90% of all cells),
and consequently also the total number of living cells (Figure 2]).

As we started with a mixed culture of splenic B and T cells, we
examined the cultures for the presence of different lymphocyte
populations among the blasting cells. As shown in Figure 2K after 2
days, the blast population contained around 90% B cells and only
few proliferating helper, cytotoxic and 3 T cells were found. From
day 2 to day 4 of culture B cell blasts increased 6fold in number
(from 4x10° to 2,4 x10%) indicating strong proliferation among
these cells.

Strikingly, T helper cell numbers show a 25fold increase
between day 2 and day 4 and hence, these cells exhibit the
highest proliferation rate at this timepoint and at day 6, cultures
contained roughly the same amount of L chain and CD4" cells. In
addition, we also found that cytotoxic and yd T cells start to
proliferate and between day 2 and day 4 their numbers increased
14 and 10-fold, respectively.

Except for certain T helper cell cultures, most cell populations
exhibited a decrease in cell numbers by day 6. In the case of B cell
blasts, this decline was observed across all cultures, although the
extent varied significantly, ranging from 70% to 16% of the cell
count on day 4. This reduction may be partially attributed to
suboptimal growth conditions following the proliferation peak on
day 4.

Hence, extended culture periods after CD40L/IL-10 stimulation
led to an initially strong growth of B and to later timepoints also
induced T cell proliferation.

3.2.4 CD40L/IL-10 induces both increased Ig
production and class switching

To analyze Ig production in CD40L/IL-10 stimulated cultures,
splenocytes were stimulated for 6 days with CD40L or CD40L/IL-10
and antibody production was measured via ELISpot assay (Figure 3A).

Hardly any Ig producing cells were detectable in media controls,
but the addition of CD40L resulted in clearly visible spots for IgM
and IgY while only very few IgA' cells were found. The
combination of CD40L and IL-10 had a strong synergistic effect
on the secretion of all three Ig isotypes and led to a 4fold higher
number of IgM ™ spots and a 5fold increase of IgY™ spots and a 7fold
increase of IgA”™ spots (Figure 3B). The strong synergism of CD40L/
IL-10 was also observed for the total optical density (TOD), the
integral accumulation of area and intensity of each spot, which next
to the number of antibody secreting cells also includes the secreted
amount of antibodies (Figure 3C).

As the ELISpots had revealed the presence of class-switched,
antibody secreting cells in the CD40L/IL-10 stimulated cultures, we
examined whether this was also linked to changes in BCR surface
expression. When cells were analyzed for Ig surface staining by flow
cytometry at different timepoints, IgM remained the dominant
surface immunoglobulin over the stimulation period of 6 days
(93, 75, 73% of the B cells at days 2, 4 and 6, respectively). But in
addition to IgM, a small but clearly defined population of IgA™ cells
was detectable after 4 and 6 days representing 4% of L chain positive
cells. And the culture system worked even better for class switch to
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IgY, as after 4 days about one quarter of the B cells in culture
expressed an 1gY type BCR (Figure 3D). Importantly, class switch
occurred only in the blasting cells of the cultures, the remaining
small B cells maintained a BCR of IgM isotype (Figures 3E, F).

3.3 Phenotype of in vitro generated
plasma blasts

Having established a culture system that induces B cell
proliferation, class switching, and antibody secretion, we next
conducted flow cytometric phenotyping of the differentiating B
cells. Analysis after 2 days had already shown that L chain
expression remained high after CD40L/IL-10 stimulation. More
prolonged examination revealed a constantly increased amount of
surface BCR after 4 and 6 days, though the MFI for L chain staining
on day 6 was slightly lower (Figures 44, J). Thus, L chain staining
picks up all B cells in stimulated cultures and for further phenotyping
of B cell blasts, all samples were gated for large L chain positive cells.

The initially observed downregulation of BAFF-R expression
continued stepwise after 4 and 6 days, resulting in an almost
complete loss of this cytokine receptor at day 6 (Figures 4B, K).
We also detected a further loss of chB6 within the proliferating cells,
but in contrast to BAFF-R after 2 or 4 days two subpopulations
became detectable, one with reduced chB6 expression and a smaller
one which became nearly chB6 negative (Figures 4C, L). Hence,
only a subpopulation of the cells can be considered as marker-
negative/Ig positive cells. The variability between individual animals
in the timing of the appearance of the two populations and their size
resulted in a lack of statistical significance (Figure 4L).

The activation markers CD80 and CD25 showed a similar
staining pattern, with a strong upregulation after 2 days followed
by a strong drop at day 4 and 6. However, they differ in their initial
expression as freshly isolated B cells are all CD80 negative while
approximately one quarter of the cells show a medium CD25
expression. While CD25 expression returned to baseline levels at
0 hours, CD80 expression remained slightly and significantly
elevated (Figures 4D, E, M, N).

The pattern of increased marker expression after two days
followed by a downregulation at later timepoints was in general
also observed for the chemokine receptors CXCR4 and CXCRS.
They differ only in that CXCR4 was hardly found on freshly isolated
cells, whereas all B cells from the spleen were CXCR5 positive
(Figures 4F, G, O, P).

MHC class II expression, as indicator of the antigen presenting
capacity of the cells showed an about 5fold increased expression at
day 2 (Figures 4H, Q) and stayed significantly increased over time.
Interestingly, in most animals we found a transient reduction in
MHCII expression on day 4 followed by a renewed increase on day 6.

CD57 has been proposed as a possible plasma cell marker in
chickens (56). Only a very small fraction of freshly isolated splenic B
cells expresses CD57, but CD40L/IL-10 stimulation induced a
60fold upregulation of CD57 on day 2, and only a small
proportion of cells remains negative. This pattern remained
largely unchanged at day four and six of stimulation, though in
parallel to MHCII, on day 4 a transient reduction of CD57 from a

frontiersin.org



Publikation: Characterization of Class-Switched B cells in Chickens

von La Roche et al.

A B
o
Z 1500 e
£ 1000
8
< o
2 & 500
> Il" ‘ £ e
> - 54 _ . \Q*

IgY

10.3389/fimmu.2024.1484288

B3 Medium o] =3 Medium
rax
3 cD4oL 800 R 3 CDdoL
3 CD4OL + IL-10 3 CDAOL + IL-10
wawt ey
L ~ 600
raak z
[z | o
T
o 400
o
-

200

4 F & 50
¢ 4
<| g [
1P >,
E
,
FSC-A

FIGURE 3

CD40L/IL-10 stimulation induces Ig secretion and class switch. (A-C) ELISpot-assays for total IgM, IgA and IgY from splenic leukocytes after six days
of culture in the presence of the respective cytokines. (A) Representative photos from an ELISpot plate, (B) spot count (B) and (C) total optical
density (TOD): Shown are mean + SD of three independent experiments with *; P<0.5; ****: P<0.0001 by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc
test. (D) Surface expression for IgM, IgA and IgY was determined by flow cytometry on freshly isolated and CD40L/IL-10 stimulated cells after the
indicated times of culture. Blots are gated for viable, single leukocytes. (E, F) Size (FSC) of class-switched cells after six days of CD40L/IL-10
stimulation. Blots are gated on L chain*, viable, single leukocytes. (D—F) Blots are representative for three independent experiments

median MFI of about 5000 below 4000 could be observed
(Figures 41, R). Gating for small and blasting Ig” cells revealed
that CD57 upregulation is largely restricted to blasting cells
(Figure 5A). Relating CD57 and Ig surface expression, showed
that IgA" and IgY" class-switched cells can be found both in the
CD57" and CD57 fraction (Figure 5B). Hence, CD57 expression
accompanies blast formation but CD57 expression and class switch
seem to occur independently.

In summary, CD40L/IL-10 stimulated B cells retain BCR
positivity, exhibit a continuous loss of BAFF-R and chB6 expression,
display a moderate upregulation of MHC class II, and show a marked
upregulation of CD57. For the activation markers and chemokine
receptors analyzed, an initial activation peak at day 2 is followed by a

Frontiers in Immunology

10

subsequent downregulation of these markers, clearly delineating an
early activation phase from later time points in the culture.

3.4 Transient expression of TACI and
CD138 during in vitro B cell differentiation

Though phenotyping of CD40L/IL-10 differentiated B cells
has revealed interesting staining patterns, no specific marker for
those cells was identified among the available mAbs. As human
plasma cells can be addressed by CD138 expression (13, 14) and
both memory B and plasma cells show a switch from BAFF-R to
TACI expression, we generated new chicken specific antibodies
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FIGURE 4

CD40L/IL-10 induced expression of surface markers in prolonged cultures. Splenic leukocytes were stimulated with CD40L/IL-10 for six days and
analyzed for the expression of the indicated surface markers by flow cytometry analysis every second day. Populations are gated for L chain™,
viable, single leukocytes at day O and proliferating (large), L chain®, viable, single leukocytes for the subsequent time points. (A—I) Surface marker
expressions for one representative out of three experiments. (J—R) Mean + SD of the mean fluorescence intensity (MFI; median) for three
independent experiments. Statistics were calculated by two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. Letters indicate significant differences with

p: < 0.05to day O (a). 2 (b), 4 (c) or 6 (d) of culture.

for these molecules (Staining on transfected cells is shown in
Supplementary Figure 4).

Staining of CD40L/IL-10 stimulated cells revealed that freshly
isolated cells are vastly negative for both markers. However, after
two days in the presence of CD40L/IL-10 two thirds of the blasting
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B cells expressed CD138 and one third expressed TACI (Figures 6A,
B). However, distinct expression of both markers declined at
later timepoints.

Analysis of light chain positive, proliferating cells revealed that
at day two, nearly all cells that were positive for chTACI also
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CD57

Increased CD57 expression is restricted to blasting cells in stimulated splenocytes. Splenocytes were stimulated with CD40L/IL-10 and analyzed for
CD57 expression by flow cytometry. Shown data are representative for three independent experiments. (A) Size (FSC) of CD57 expressing L chain®
cells at the indicated timepoints; blots are gated for L chain, viable, single leukocytes. (B) CD57 expression on class-switched cells after six days of

culture; blots are gated on blasting, L chain™, viable, single leukocytes.

expressed chCD138 but the majority of chCD138 positive cells
remained negative for chTACI (Supplementary Figure 7A). As
BAFF-R and TACI are both receptors for the cytokine BAFF, we
examined the co-expression of TACI and BAFF-R, on light
chain positive proliferating cells. After two days, all TACI-
expressing cells were also BAFF-R™. But at later timepoints, when
expression of both receptors decreased, a small proportion of the
cells still expressed a low amount of BAFF-R, but the majority of
light chain positive cells expressing neither of both BAFF receptors
(Supplementary Figure 7B).

Among freshly isolated leukocytes from different lymphoid
tissues below one percent of the cells was positive for CD138 and
TACI. The majority of positive cells were L chain negative/non-B
cells. The only exception were caecal tonsil leukocytes, where the
few CD138" and TACI" cells were L chain® (Figures 6C).

Hence, neither CD138 nor TACI seem to be expressed
throughout the differentiation process to plasma cells but rather
at a short time window after initial cell activation.

3.5 Distribution of CD57 expression on
primary B cells

Since the in vitro system had revealed an interesting staining
pattern for CD57 on proliferating and class-switched cells, we
investigated CD57 expression on primary B cells from different
lymphoid tissues. Only a fraction of B cells from all analyzed organs
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was CD57". The lowest proportion of CD57" cells was found among
unswitched IgM " cells ranging from 4% in spleen up to 7% in the
blood. A much higher percentage of CD57" cells was detected in
cells post class switch to IgA with about 30% of IgA™ cells in blood,
CTs and bone morrow expressing CD57 while around 20% of IgA™
blood B cells expressed CD57. Due to the detection of only a few
IgY" cells, clear evidence is lacking; however, it appears that the
majority of IgY" cells do not express CD57 (Figures 7A-C).

Relating CD57 expression on L chain positive cells to chB6
downregulation demonstrated that in all organs much more
marker-negative cells expressed CD57 (40-67%) compared to the
marker-positive fraction (3-5%) (Figures 7D-F). This could be
indicative of a higher activation level of these cells, but our data
do not show that CD57 expression is indicative of a defined B cell
differentiation stage as memory or plasma cells.

3.6 Influence of age and vaccination

To analyze the influence of bursa involution and frequent
immune responses over time, we determined the frequency of
class-switched cells in blood and spleen of commercial layers at
the age of seven weeks (fully developed bursa), 17 weeks (beginning
bursa involution, before the start of laying), 27 weeks (no bursa,
laying) and 70 weeks (end of laying, before moult).

Overall, in these birds, percentages of both ¢hB6" and chB6
BCR positive cells in the blood were quite low, but we detected more
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FIGURE 6
Time-limited expression of chCD138 and chTACI on activated B cells in splenocyte cultures. (A, B) Splenocytes were stimulated with CD40L/IL-10
and analyzed by flow cytometry for expression of chTACI (A) or chCD138 (B) at the indicated timepoints. Blots are gated for viable, single leukocytes
and either large, blasting cells or small cells are shown. Data are representative of three independent experiments. (C) Expression of CD138 and TACI
on L chain™ cells from different lymphoid organs. Flow cytometry blots were gated for viable, single CD457/L chain™ leukocytes). Shown are mean +
SD of four independent experiments.
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FIGURE 7

CD57 expression in lymphoid tissues. Leukocytes were isolated from the indicated tissues and analyzed for CD57 expression by flow cytometry.
(A-C) CD57 expression on IgM™ and Ig class-switched cells, with blots gated for viable, single leukocytes. (D) CD57 expression on marker-negative
{chB67) and marker-positive (chB6™) L chain positive leukocytes. Blots are gated for viable, single, CD45" cells. Shown are representative blots of
four independent experiments. (E, F) Proportion of CD57" cells among chB67/L chain® (E) and chB6™/L chain™ cells (F). Statistics were calculated by
one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test with **: p < 0.01, n=4
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chB6™ IgA and IgY positive cells (the potentially class-switched
plasma cells) than unswitched chB6/IgM™ cells. Highest
percentages for both chB6™ and chB6" IgM" and IgA™ cells and
chB67/IgY “cells were detected at 17 weeks just before laying. Only
chB67/IgY" cells peaked later at 27 weeks (Figure 8A). The splenic B
cell compartment was characterized by a strong and continuous
increase in chB6™/IgM™ cells over time. For all other populations
only very low and quite constant frequencies where detected
(Figure 8B). Hence, we could not detect a distinct increase of
class-switched cells over time, only the begin of laying seems to
have some effect.

Finally, we assessed whether we could detect an influence of
vaccination on the presence of class-switched cells. Therefore,
chickens were vaccinated with an intermediate virulent IBDV
vaccine strain. This vaccine is reported to induce acute B cell death
in the bursa in the first week p.v. but also high IBDV specific antibody
titers (57). We found that at day 28 p.v. the peripheral B cell system is
recovering, though the fraction of peripheral B cells is still reduced
(Figure 9A). We measured homogenously high antibody titers in all
birds and as the ELISA system detects IgY we could also demonstrate
class switch (Figure 9B). When we analyzed Ig expressing cells in the
blood, we detected a significantly lower percentage of IgM“/BAFF-R*
cells in vaccinated birds, but all other chB6" and chBé6™ Ig”
populations showed a highly significant increase in vaccinated birds
(Figures 9C, D). Thus, IBDV vaccination has led to a substantial
increase in chB6™ cells and a significantly increased fraction of class-
switched cells.

10.3389/fimmu.2024.1484288

4 Discussion

In chickens little is known about class switch, affinity
maturation, live time and location of plasma and memory cells,
but a better understanding of these processes is necessary to develop
more precise and specific vaccination strategies.

Due to the absence of specific differentiation markers for
chicken B cells like CD19, CD20, CD27, CD38 and CD138, our
approach was to discriminate naive from differentiated B cells by
identifying cells that have undergone Ig class switching. Overall, we
found relatively few IgY and IgA positive cells in the analyzed
tissues with frequencies from 1% to 2% of B cells in blood, spleen
and BM. For humans it was shown that about 20 to 25% of blood B
cells are class-switched cells (38, 58, 59), the majority of them
representing memory cells (60). Hence, the frequencies observed for
the chicken were substantially lower.

Only in the caecal tonsils, which are gut-associated secondary
lymphoid structures rich in GCs, we identified a significant
population of IgA™ class-switched cells (7). This had already been
shown by immunohistochemistry (61, 62), now we demonstrate
that it is also possible to detect class switch to IgA by surface
staining for flow cytometry. We could not detect a significant
number of IgY-positive cells in any of the tissues examined,
including the bone marrow, where in mammals long lived IgG'
plasma cells (63-65) reside in specific survival niches. This is in
accordance with observations from De Geus and colleagues, who by
ELISpot also detected no differences in the number of IgY secreting
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FIGURE 8

Impact of age on class-switched cells. Leukocytes were isolated from blood (A) and spleen (B) from chickens of different age and examined for slg
expression on chB6 and chB6" cells by flow cytometry. Frequencies were obtained from viable, single leukocytes; n=5 per group; whiskers show
minimum to maximum; Statistics were calculated by two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. Small letters display significant differences with

p: < 0.05 to week 7(a), 17(b), 27(c) and 70(d)
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FIGURE 9

Impact of IBDV vaccination on class-switched cells. Six week old birds were vaccinated with a IBDV live vaccine and blood samples were analyzed
28 days post vaccination in comparison to unvaccinated controls. (A) Frequency of B cells (chB6"); (B) IBDV specific IgY antibody titer in sera were
quantified by ELISA. (C, D) Percentage of Ig surface expressing cells from marker-positive (L chain™/BAFF-R™) (C) and marker-negative (L chain*/
BAFF-R") (D) B cells. n=5 in vaccinated group and n=3 in control group; whiskers show minimum to maximum, Frequencies were obtained from
viable, single CD45" lymphocytes (A) and L chain® viable, single CD45" lymphocytes (C, D). (A=D) *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****. p <

0.0001 by unpaired t-test

cells between blood, spleen and bone marrow (66). However, given
the very low frequency of plasma cells in human bone marrow
preparations, which is reported to be below 0.5% (67, 68) our
observations do not exclude the possibility of similar survival niches
for IgY plasma cells in the chicken bone marrow.

4.1 B cell differentiation in vitro

To enable the detailed characterization of a larger number of cells,
we aimed to establish a culture system for chicken B cells that supports
B cell differentiation and immunoglobulin class switching. We had
already shown that trimerized soluble CD40L induces strong
proliferation and long-term survival of chicken B cells (23). Based on
reports that the addition of IL-10 to CD40 activated human B cells
induced antibody secretion and class switch to IgG (50, 69) and the
description of a functional chicken IL-10-homologue (51), we
combined CD40L and IL-10 in cultures of mixed chicken spleen
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leukocytes. We found a strong synergistic effect of CD40L and 1L-10
on cell proliferation, which in the first days of culture was almost
completely composed of B cells. Transcription factor analysis after two
and four days of culture revealed very different profiles in small and
blasting cells and demonstrated differentiation of the blasting cells
toward plasma cells with a strong decrease in Pax5 and increase in
Blimp1 expression (70). This was also supported by the upregulation of
uS (the soluble form of IgM) (71). These ASCs were indeed detected in
ELISpot assays with highly significant increases of spot numbers of all
Ig isotypes. Compared to the Ig isotype distribution in freshly isolated
cells, CD40L/IL-10 stimulation clearly changed the ratio toward
isotype-switched cells with almost as many IgY and TgA ASCs than
TIgM secreting cells. In addition, we found strongly increased numbers
of class-switched cells to both IgA and IgY by flow cytometric staining.
This increase could be caused either by increased survival of the few
class-switched cells in the starting population or the induction of class
switch recombination (CSR). Supportive of the latter is the found
upregulation of AICDA, the essential enzyme for CSR (72, 73), that we

frontiersin.org



Publikation: Characterization of Class-Switched B cells in Chickens

43

von La Roche et al.

observed in both small cells and blasts, and which was also reported for
equally activated human B cells (50).

Thus, by stimulating splenic leukocytes with CD40L and TL-10,
we established culture conditions leading to B cell proliferation,
antibody secretion and an increased number of isotype-switched,
preferentially IgY™, cells, which provide enough cells for a more
detailed phenotypic analysis.

4.2 Phenotype of activated B cells

Surface staining for L chain expression on CD40L/IL-10
activated B cell blasts showed that development of ASCs did not
induce BCR downregulation for any Ig isotype. This contrasts the
long-time dogma for mammalian plasma cell differentiation, that
cells switch from membrane-bound to secreted Ig expression (74—
76), resulting in the loss of surface BCR expression. However, more
recent data show an isotype dependent BCR loss. While IgG
expressing plasma cells lose membrane bound Ig during their
differentiation toward long lived plasma cells (77), IgM and IgA
expressing plasma cells keep a functional BCR on their surface (77,
78). In vitro generation of plasma cells from human memory cells
resulted in a similar picture with a reduction of BCR expression for
IgM and IgA and a complete switch to intracellular Ig for IgG
expressing cells (79). Our cultures were not extended beyond 6 days
and culture conditions were not optimized for a terminal
differentiation, which would require the withdrawal of CD40L
(46, 79). Therefore, we cannot rule out that longer time of culture
and different conditions could lead to BCR downregulation on
chicken plasma cells. However, at least for this first phase of
activation and ASC induction membrane expression of all BCR
isotypes remained high, suggesting a different regulatory
mechanism for IgY compared to IgG expression.

Beside the possible functional implications of this observation,
like the continuous ability of these cells for antigen recognition,
prolonged BCR expression was also of technical importance. In the
absence of specific markers, it allowed us to gate the mixed
leukocyte cultures for L chain' cells for a detailed phenotyping of
differentiating B cells.

Like the BCR, MHC class I expression increased rapidly and
remained at a very high level, demonstrating that B cells generated
in our system keep both their capability to recognize antigen by the
BCR and present antigen to T helper cells by MHC class II. Human
B cells retain MHC class II expression in the GC and on memory
and short-lived plasma cells and lose it only when differentiating
into long-lived plasma cells (80), suggesting that this final
differentiation step is not induced in our present system.

We found a reduced abundance of chB6 mRNA and a
continuous reduction of surface expression from cell isolation to
day six of CD40L/IL-10 stimulated cultures. This is in line with
downregulation of chB6 on CD40L induced plasmablasts (23) and
lack of chBé6 staining on plasma cells detected by less-sensitive
immunohistochemistry (21) and collectively suggests that chB6
expression is lost during the final differentiation of chicken B cells.
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Interestingly, after two to four days of CD40L/IL-10 activation,
chB6 expression became biphasic, with only part of the L chain®
blasts showing a complete loss. This can either argue for an ongoing
process toward a complete loss or indicates differentiation of
different subpopulations and may represent a plasma and
memory cell pathway, though BCL-6, the memory cell associated
transcription factor was strongly upregulated in small cells.

BAFF-R, exclusively expressed on B cells and one of the chicken’s
two receptors for the B cell survival cytokine BAFF (25) was gradually
and almost completely lost over the time of culture. In human B cell
differentiation, only the plasma cell pathway (plasmablasts, short-
and long-lived plasma cells) loses BAFF-R (81), while memory cells
remain BAFE-R positive (82). This would argue against a possible
memory B cell development in CD40L/IL-10 stimulated cultures.
However, early prebursal and bursal chicken B cells (26) express
BAFEF-R, which is in contrast to BAFF-R expression only from the
transitional B cell stage on in mammalian B cells (83, 84). This
demonstrates significant differences in the expression profile of BAFF
receptors between avian and mammalian B cells, which could also
account for memory B cells.

Both, chB6 and BAFF-R are B cell markers which are expressed
throughout chicken B cell development from the prebursal B cell
stage onwards (85, 86). Their loss on differentiating culture cells
along with consistent Ig surface expression makes it very likely that
the observed population of BAFF-R/chB6™ (marker-negative) and
Ig+ cells, which we found ex vivo, represents further differentiated B
cell stages and could contain plasma cells. But while in cultures a
gradual loss of chB6 and BAFF-R was visible, cells in blood and
tissues cells were mostly either marker-positive or marker-negative,
with only few Ig" cells in spleen and CT showing an intermediate
chB6 expression.

About one third of freshly isolated spleen B cells expressed
CD25, the high-affinity chain of the IL-2 receptor. Among human
blood B cells, the majority of memory B cells expresses CD25, while
only 10 to 20% of naive B cells and ASCs are CD25" (87). Another
report describes the number of CD25" B cells in the blood with 2%
and 7% in the spleen (88). Hence, the detected number of CD25" B
cells in chickens was substantially higher and strongly enhanced by
CD40L/IL-10 activation in the first days of culture. Interestingly, it
vanished almost completely at later timepoints, highlighting that i)
despite the continuous presence of both CD40L and TL-10 two
distinct phases of activation and differentiation exist in these
cultures and ii) either no memory cells are induced in these
cultures or chicken memory cells do not express CD25.

CD80 expression also peaked on day two but lower levels of
CD80 expression persisted at later time points. For human and
murine B cells a strong upregulation of CD80 expression is
associated with GC B cells (89, 90), it is partially retained on
memory cells but lost during the differentiation of plasma cells
(91). On the assumption that expression during chicken B cell
differentiation is regulated similarly, that would imply an ongoing
GC like differentiation process in our culture system.

The observed initial CXCR4 upregulation with a subsequent
rapid loss of its expression is also in favor of a GC-like activity in
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our culture system. Proliferating mammalian GC B cells upregulate
CXCR4 to retain them in the CXCLI12 high dark zone of the GC
(92-94). Upon their final differentiation, memory and plasma cells
then downregulate CXCR4, to allow them to leave the GC.

4.3 Applicability of CD57, CD138 and TACI

In mammals, CD57 is used as marker for cells of neural crest
origin (95-97), and different NK (98, 99) and T cell subpopulations
(100) (101). CD57 is a terminally sulfated carbohydrate epitope
(glucuronic acid 3-sulfate) (102-104), but to date little is known on
which molecules the CD57 epitope is actually expressed. Our
analysis of chicken leukocytes from different tissues showed that
the majority of non-B cells are CD57". Since CD57 was reported as
activation marker for chicken T cells (105), this suggests a similar
expression pattern for mammalian and chicken T cells. In contrast,
CD57 expression on human B cells is a rather rare event and only
few B cells in the blood are CD57" (106), though a higher CD57
expression on B cells has been shown in patients with relapsing-
remitting Multiple Sclerosis (106).

We investigated CD57 expression, as it was described as marker
of chicken B cell activation and plasma cells (56) and could indeed
detect a continuous upregulation of CD57 on most blasting cells
post CD40L/IL-10 activation. Interestingly, throughout the whole
culture period, a quarter of B cell blasts remained negative for CD57
and its expression was independent of Ig class switch. This
distinguishes CD57 from other activation markers like CD25 and
CD80, which were homogenously up- and downregulated on all
blasts. In freshly isolated leukocytes from different tissues, only a
small fraction of B cells was CD57". However, more class-switched
IgA™ cells (up to 30%) expressed CD57 than unswitched cells and
tissue dependent, more marker-negative/Ig* cells (up to 60%) than
marker-positive/Ig* cells, which indicates a higher activation state
in these subpopulations.

Analyzing CD57/chB6 expression by flow cytometry, Mast and
colleagues identified three different B cell populations in spleen and
cecal tonsil, describing them as CD57 /chB6™#" resting B cells, CD57'/
chB6™" GC B cells and CD57'/chB6" plasma cells (56). This
classification was based the observation that immunohistochemistry
showed weak CD57 staining in GCs and a lack of CD57 on B cells in
the periellipsoidal white pulp. However, this interpretation of flow data
is not supported by data. At least in the spleen, standard leukocyte
preparations do not contain GC B cells as the encapsulated GCs stick to
the artery tree (107) and are not included by regular isolation protocols.
In addition, some chB6 expression can also be found on macrophages
(108) but no further characteristics of the CD57*/chB6™ population
were described. Though we also found these populations, we think
designation of these two populations as GC and plasma cells seems not
really supported.

The observed, frequent CD57 expression on chicken B cells is in
contrast to mammalian data and no parallels can be drawn from
human and mouse B cells. In chickens, CD57 can be considered as a
marker for a specific kind of B cell activation. Interestingly, bursal B
cells, which proliferate and undergo BCR diversification, are all
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CD57", while the majority of blood B cells are negative. Hence, it
seems justified to consider CD57" B cells as non-resting cells
undergoing differentiation, though we currently cannot link its
expression to a specific stage of B cell differentiation like GC,
memory or plasma cells.

With the intent of getting plasma/memory cell specific markers,
we generated two new mAbs directed against the chicken
homologues of CD138 and TACL Even though CD40L/IL-10
stimulation induced expression of TACI and CD138 on blasting
cells, both molecules were downregulated post day two and only a
very weak surface staining remained. Hence, in contrast to mice and
humans (14, 16, 109) neither of them seems to be a marker for
further differentiated B cells but rather indicates a form of B cells
activation, like the processes which occur in GCs. This could also be
an explanation for the very low frequency of CD138 or TACI
positive cells in spleen and cecal tonsil as GC B cells are probably
absent (spleen) or present in unknown numbers (CT). As only a
fraction of B cell blasts becomes clearly CD138 and TACI positive, it
will be interesting for future studies to characterize these positive
and negative cells in more detail.

4.4 Improvement of the biphasic
culture system

Surface marker and transcription factor analysis of
differentiating B cells in our culture system revealed a biphasic
process in CD40L/IL-10 stimulated mixed cultures of splenic
leukocytes. We see an initial phase of cell activation (e.g.
upregulation of CD25, CD80, TACI, CDI138) followed by a
second phase of increased cell differentiation (high BLIMP-1I
expression, loss of chB6 and BAFF-R, class switch). As mentioned
above, this system was not optimized for final B cell differentiation.
For cultures of both naive and human GC B cells it was shown that
termination of CD40L co-stimulation stops proliferation and
promotes differentiation into antibody-secreting cells (110), while
the continued presence of CD40L in GC cultures induced memory
cells (46). Hence, in the future the removal of CD40L from the
culture could help to induce further differentiation. In analogy to
processes in mammalian GCs, addition of other cytokines could be
necessary to generate more defined B cell phenotypes. A promising
candidate is TL-21, which in mammalian GCs is produced by
follicular T helper cells and strongly increases the percentage of
CD38"E"/CD138"¢" plasma cells as well as antibody production of
CD40L activated human B cells (111). We cannot rule out that some
IL-21 was already present in our mixed cultures as the large amount
of proliferating T helper cells detected at later timepoints could be a
source of IL-21.

Another cytokine, which is often included in mammalian B cell
cultures is TL-2 (46, 112). The strong and rapid upregulation of
CD25, the TL-2 receptor alpha chain, on CD401/IL-10 stimulated B
cells suggests that these chicken B cells may also respond to IL-2
and possibly, IL-2 was already present in the cultures: The
emergency of a large 'I' helper cell population in CD40L/IL-10
stimulated splenocyte cultures is unlikely to be a direct effect of
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CD40L/IL-10, as IL-10 itself is known to suppress proliferation of T
helper cells (113) instead of inducing it. However, it was shown that
CD40 activated human and rabbit B cells can produce IL-2 (114,
115). If a similar reaction occurs in chicken B cells, this could be one
possible explanation for the observed differentiation processes and
cellular composition in our culture system. To identify the exact
effects of individual cytokines, cultures of sort purified cells will be
helpful in the future.

4.5 Age and antigen exposure

Though, we had not identified a specific marker for plasma or
memory cells from analysis of in vitro stimulated B cells, the
cultures had demonstrated that during the induced differentiation
processes BCR surface expression, regardless of the Ig isotype, is not
reduced and proven that BAFF-R and chB6 are lost during B cell
differentiation. As all B cells, which emigrate from the bursa are
chB6/BAFF-R positive, this allows the discrimination of marker-
positive B cells from marker-negative B cells, which have undergone
further differentiation. Based on these findings, we have examined
the presence of marker-positive and marker-negative class switched
cells under the influence of bursal involution and antigen exposure.

Loss of the bursa as primary B cell organ at the age of sexual
maturity means a dramatic switch in the composition of the
peripheral B cell pool. In birds with a productive bursa, about
60% of blood B cells are recent bursal emigrants with a half-life time
of 30 hours (116), a population which misses post involution. In
addition, frequent immunization and environmental antigen
exposures add up over a chicken’s lifetime, hence one could
expect an increase in class-switched cells over time.

Surprisingly, bursa involution does not reduce the frequency of
B cells in blood and spleen. In contrast, IgM™ unswitched, marker™
cells increased in both blood and spleen. We observed an increase in
and marker-negative cells around the beginning of bursa involution
(17w; IgA™) or in the middle of the laying period (27w; IgY™).
However, this was no continuous change until the end of the laying
period (70w) and can more likely be attributed to the vaccination
scheme before the beginning of the laying period than an increase
due to lifetime. Interestingly, in human blood, plasma cells
represent age dependent around 1-2% of circulating B cells (60),
which fits very well with our data and supports the staining strategy.

Another strong intervention into the B cell system was the
application of a live IBDV vaccine, leading to B cell depletion in the
bursa, which is followed by recovery of the organ (117). At the same
time, the vaccine induces a strong anti-IBDV antibody response,
which we thought could be associated with an increase of marker-
negative and class-switched B cells. Four weeks post vaccination the
proportion of the different fractions had completely changed,
though it has to be considered that the B cell numbers were still
quite low. Both, marker-positive and marker-negative class-
switched as well as marker-negative unswitched IgM™ cells, which
are all correlates of differentiated cells, were significantly increased
in vaccinated birds. This effect could be elicited either by an
increased resistance of differentiated cells to IBDV infection or an
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increased generation of new IBDV specific cells. To address the
causation, further studies with the determination of absolute cells
counts and the identification of IBDV specific cells would be
helpful. As memory cells should increase after vaccinations, the
observed increase in class-switched cells in this first experiment
showed that a more detailed comparison of marker-positive and
negative class-switched cells post vaccination can be a very
promising approach.

Overall, we have for the first time shown, that IL-10 together
with CD40L induces strong activation of B cells in cultures of total
chicken splenocytes, which includes proliferation, Ig class switch
and increased antibody secretion. Characterization of these cells
revealed an early GC (CD80, CD25, MHC class IT high) and a later
plasmablast-like (loss of chB6/BAFF-R, CD25 and CXCR4)
phenotype. Importantly, we found that BCR surface expression
remains high during the observed differentiation processes. Based
on this, we discriminated in vivo two populations of class-switched
cells: chB6" and BAFF-R" marker-positive and likely plasma cells
containing chB6™ and BAFF-R™ marker-negative cells, whose
presence was less affected by age than by vaccination.

These results can now serve as a starting point to identify
further differentiation factors in vitro, perform next generation
sequencing of the cells for the identification of specific memory
and plasma cell markers and evaluate the effects of different vaccines
on their presence to obtain a better understanding into the chicken’s
antibody response.
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4.2 Supplementary Material

Im Folgenden ist das Supplementary Material zur Publikation “Characterization of class-
switched B cells in Chickens”, erschienen am 21.11.2024 in Frontiers in Immunology,

Section B cell Biology, Volume 15 -2024, wiedergegeben.
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1

Table S1. Frequencies of slg” /BAFF-R™ and sIg” /BAFF-R" leukocytes from different lymphoid

organs based on Figure 1 (mean = SDM; n=5)

IegM

IgA

IgY

BAFF-R - BAFF-R +

BAFF-R -

BAFF-R +

BAFF-R - BAFF-R +

PBLs

0.20+0.14 | 19.00 +4.55

0.20 £ 0.08

0.64+0.37

0.09+0.07 | 0.18+0.10

Spleen

0.13+£0.05 | 32.18 +5.80

0.10+0.07

0.48+0.21

0.07£0.06 | 0.15+0.08

Caecal tonsil

0.11+£0.07 51+9.90

048 +0.17

7.18 £0.89

0.07+0.09 | 0.15+£0.05

Bone marrow

0.12+0.06 | 19.25+6.99

0.05 +0.04

0.33+0.17

0.10+£0.07 | 0.06=+0.04

Supplementary Table 2

Table S2. Leukocytes from different lymphoid organs were stained for CD57 and the respective
surface Ig (IgM, IgA or IgY). Frequencies of the different subpopulations shown in Figure 7 (mean +

SD; n=5)

IgM

IgA

IgY

CD57+ Ig-

CD57+/1g+

CD57-/1g+

CD57+/ Ig-

CD57+/1g+ | CD57-/Ig+

CD57+Ig- | CD57+/1g+

CD57-/1g+

PBL

4095+5,7 | 1,49+0,9

19,35+ 4,9

4145+3,5

0,47+0,1 | 096=+0,3

3598+3,7 | 032+04

0,46 +0,1

spleen

20,6848 | 1,35+0,5

32,28+5,8

23,80 6,4

0,16 £0,1 0,72 +0,1

22,5+7,7 | 0,12+0,1

0,35+0,2

Caecal tonsil

21,05+2,7 | 2,74+13

4748 +8,9

23,1828

233+0,6 6,54+1

2345+£22 | 043+01

0,86 +0,4

BM

23,59+23 | 1,15+0,5

19,35+35,8

23,23+5,1

0,19+0,03 | 0,51+0,2

22,68+4,7 | 0,09+01

0,23+0,2
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Supplementary Table 3

Table S3. Proportion of CD57" cells among the Ig" cells from different lymphoid organs based on
the staining in Figure 6; (mean + SD; n=5).

IeM IgA IgY
PBL 7,1 +£3,3 33,4+3,9 292+ 1799
spleen 4,1+1,6 190+ 7,9 21,4+88
Caecal tonsil 5.2.*13 263+59 349+58
BM 58+22 292+ 104 250+6,9
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Supplementary Figure 1
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Figure S1 Gating Strategies and Isotype controls

In general, gating on CD45-positive cells was applied when analyzing different lymphoid organs
(Figure 1 and 7). This approach was used because isolated cells from certain organs, particularly the
bone marrow, typically contain a large proportion of non-leukocytes.

As splenocyte preparations usually consist almost exclusively from leukocytes, CD45 staining was
omitted with the exception of IBDV vaccinated birds (Fig. 9) as the strong reaction to the applied live
vaccines often leads to a higher content of nucleated erythrocytes in leukocyte preparations from spleen
and blood.

As we could show that during differentiation B remain L chain positive, additional gating for L chain
positive cells was applied to phenotyping experiments of splenocyte cultures.

(A) Gating strategy employed for Figure 1. Initially, a gate was established for CD45-positive cells,
followed by subsequent gating for leukocytes in the scatter plot, exclusion of dead cells, and finally,
gating for single cells. For PBMCs, an additional exclusion step for monocytes by size was included.
(B) Demonstrates the gating strategy utilized for splenic cell culture. Initially, the gate was set for
leukocytes, followed by exclusion of dead cells and gating for single cells. Subsequently, single cells
were further categorized into small and proliferating cells. Within the proliferatig cell population, an
additional gate was established for light chain-positive cells. This gating strategy is depicted on cells
stimulated with CD40L and IL-10 after 96 hours of stimulation. For the assessment of unstimulated
splenic leukocytes, the fourth step of this strategy was omitted, as no proliferating cell population was
observed.

(C) Depicts the gating used in the vaccination trial (Fig. 9). The first gate was set on leukocytes
followed by dead cell exclusion, single cell gating, and exclusion of thrombocytes by their lower
expression of CD45. Monocytes were excluded via cell size. Additional gating for light chain-positive
cells was added when needed.

Isotype controls for slg staining (IgG1, 1gG2b) and CD57 (IgM) staining are displayed for bone marrow
(D), spleen (E), and PBMCs (F). Blots are gated for viable single cells.
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Figure S2 L chain expression against chB6

Leukocytes from the respective tissues of a young adult chicken (5,5 month) were stained with
antibodies for L chain and chB6 and analyzed by flow cytometry.

Blots were gated for viable single lymphocytes. Data are representative for four independent
experiments.
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Supplementary Figure 3
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Figure S3 Dose dependent effect of 1L.-10

Leukocytes were isolated from spleen and incubated for 48h in the presence of CD40L, IL-10, a
combination of both cytokines as well as medium only. In the combined stimulation, CD40L
concentration was kept constant at 0,5ug/ml, while IL10 was serially diluted. After 16h cells were
labeled with [*H]-Thymidine and harvested 24h later. Shown are mean + SD of three experiments.
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Figure S4 Clone testing on transfected 293 cells

(A) Ilustrates the evaluation of the preselected TACI clone on stably transfected 293 cells; with the
negative control depicted on the left and the preselected clone tested on a mixture of 293 and stably
transfected 293-TACI cells. The dot blot on the right displays the staining of the selected clone on
splenic leukocytes stimulated for 48 hours.

(B) Ilustrates the testing of the preselected CD138 antibody clone on a mixture of 293-chCD138GFP
cells with untransfected 293 cells, with the negative control shown on the left. The dot blot on the
right displays the staining of the selected clone on splenic leukocytes stimulated for 48 hours.

Blots are gated for viable single cells.
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Figure S5: TACI and CD138 expression in leukocytes
Blots exemplify the expression of chCD138 (A) and chTACI (B) on CD45" viable single cells

isolated from different organs.
Bar graphs depict the frequency of chCD138 (C) and chTACI (D) on CD45" viable single cells.
Shown are mean £ SD of four experiments.



Publikation: Characterization of Class-Switched B cells in Chickens 58

Supplementary Material

Supplementary Figure 6
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Figure S6 Blast induction by different cytokines

Depicts live single cells of 72h stimulated splenic leukocytes (shown in Figure 1A). Size of the cells
is shown against their surface light-chain (A) and CD3 (B) expression. Blots are gated for viable
single cells.
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Supplementary Figure 7

A 2d

chCD138

Figure S7 Coexpression of TACI and CD138/BAFF-R

Co-expression of TACI and CD138 (A) and of TACI and BAFF-R on splenic leukocytes, stimulated
with CD40L and IL-10 is displayed.

Blots are gated for proliferating viable single cells.
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5 unveroffentlichte Daten

Im Folgenden sind die bisher unveréffentlichten aus den Untersuchungen der

Harderschen Druse in Form eines Manuskripts dargestellt.



unveroffentlichte Daten 61

Characterization of HALT-derived plasma
cells in chicken

D.von La Roche’, I. Naumann', E. Sz6cs?, M. Kohn', N. Nagy?, S. Hartle'

'Department of Veterinary Sciences, AG Immunology, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen,
Planegg, Germany
’Department of Anatomy, Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Semmelweis
University, Budapest, Hungary

Abstract

While the protective effect of most vaccines in chickens is primarily mediated by antibodies, the
understanding of plasma cells (PC) in this species remains limited and PC-specific markers
have been lacking. Additionally, given the fundamental differences in B cell development
between birds and mammals, the potential to extrapolate mammalian data to chickens is highly
restricted.

The Harderian gland (HG), a lacrimal gland in the eye orbit, had been described as leukocyte rich
mucosa associated tissue, in which histologically many cells with PC-like morphology could be
detected. Therefore, we have established an isolation protocol for HG leukocytes and by flow
cytometry identified large CD45™"™ cells. Transcription factor profiling (Pax5"¢, Blimp-1"¢") and
microscopic examination of sort purified cells confirmed the plasma cell identity of this
population.

These HG PCs had lost expression of BAFF-R and the chicken B cell marker chB6 but were all
BCR positive. Immunoglobulin isotyping revealed a predominant class switch towards IgA, but
also a subset of IgYP** cells. The PCs are homogenously positive for the (chicken B cell)
activation marker CD57, which is in line with cell cycle analysis demonstrating that
approximately 10% of the cells were dividing. High CXCR4 and switch from BAFF-R to low TACI
expression of HG-PCs suggests the existence of survival niches like those known for mammalian
PCs.

This study successfully isolated chicken plasma cells, confirmed their identity and
characterized their phenotypes as CD45™/s|g"/CD57*'/CXCR4"" large cells. It revealed both
conserved and species-specific aspects of mucosal plasma cell biology and establishes a
valuable source for future functional studies.
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1 Introduction

The mucosal immune system is a critical component of the body's defense mechanisms,
protecting against pathogens that enter through mucosal surfaces such as the respiratory,
gastrointestinal, and urogenital tracts (1). In chickens, plasma cells within mucosal tissues play
avitalrole in producing immunoglobulins (Ig) that contribute to mucosal immunity (2). These
immunoglobulins are essential for neutralizing pathogens and preventing infections at mucosal
surfaces. Despite their importance, chicken plasma cells have traditionally been identified
microscopically due to the lack of specific surface markers (3).

To understand plasma cell development and function, insight into B-cell biology is required,
shaped by the unique architecture of the chicken immune system.

Plasma cells, which represent terminally differentiated B cells, arise from a developmental
process that begins with B-cell generation in the bursa of Fabricius, a unique lymphoid organ
located near the cloaca (4).

During late embryonic development, a wave of prebursal stem cells committed to the B-cell
lineage colonizes the bursa, where B cells proliferate and undergo somatic gene conversion to
generate a diverse repertoire of antibodies (5). Once mature, B cells migrate from the bursa to
peripheral lymphoid organs where they can encounter antigens.

Upon antigen exposure, B cells can form germinal centers (GCs) but in contrast to mammals
where they form within splenic B-cell follicles, they form in arterial branchings within the T-cell
zones (6). Although the GCs of the chicken seem to be more homogenous then the GCs of
mammals with their clear separation between dark and light zone (7) there seems to be a spatial
compartmentalization in the chicken (8).

Despite these differences, the function of chicken GCs is likely comparable to mammals,
encompassing B-cell proliferation, affinity maturation, and immunoglobulin class switching.

One of the key mucosal tissues in chickens containing a substantial number of GCs is the
Harderian gland (HG). This exocrine tubuloacinar gland of ectodermal origin is located within
the orbit of the eye. Its primary function is to lubricate and maintain the nictitating membrane,
but it also has significant immune functions. Structurally, the gland can be divided into a head
and a body part based on differing lymphoid organization and surface epithelium (9).
Histological studies have shown that the head region's lymphoepithelial tissue contains
clusters of dendritic cells, macrophages, lymphocytes, and GCs, while the larger body part (9)
contains numerous chB6" B cells and plasma cells that stain positive for the EIV-E12 antibody
(10). The Harderian gland's immune functions extend beyond immunoglobulin production,
playing a role in the development and maintenance of mucosal immunity. The presence of
lymphoid infiltration in germ-free chickens and the concentration of heterophils in the gland of
chicken embryos suggest an antigen-independent or even an in-ovo stimulus for the induction
of these structures (11). This indicates that the Harderian gland may have a role in the early
development of the immune system in chickens.

Despite its critical role in producing immunoglobulins for the eye and upper respiratory tract and
housing a substantial population of plasma cells, the Harderian gland remains relatively
underexplored compared to other avian immune organs. Currently, plasma cell mechanisms
cannot be precisely studied due to the lack of specific markers in chickens (3, 12).

Given the current situation, where Avian Influenza viruses continue to pose significant risks to
both animal and human health, it is imperative to study the exact mechanisms by which these
vaccines elicit immune responses, particularly in antibody-producing PCs (13-15). This
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knowledge will enable the development of more effective vaccines that can be rapidly deployed
to mitigate potential outbreaks.

Intraocular vaccines play a role not only in vaccination against avian influenza (16) but also but
also in other viral diseases of chickens, like Newcastle virus. The Harderian gland, as a local
immune organ, represents an important area of research in avian biology.

This paper will focus on the anatomical, histological, and immunological aspects of plasma cells
within the Harderian gland, highlighting potential similarities in immune mechanisms between
chickens and mammals, and instances of convergent evolution. Additionally, the study will
develop a marker-based isolation protocol for characterizing plasma cells within the Harderian
gland.

2 Results

2.1 Leukocyte Distribution in the Harderian gland

The Harderian Gland was isolated from a three-month-old chicken and prepared for histological
examination. Consecutive sections of the plasma cell-rich head region (Figure 1A) were taken for
immunohistological examination. Stainings revealed lymphoid tissue beneath the secretory duct
epithelium composed of CD45" cells (Figure 1B). Within this tissue, chB6" and BAFF-R* B were
primarily located just beneath the epithelium (Figure 1D, F). IgM, IgA, and IgY expressing plasma
cells are diffusely distributed throughout the lymphoid tissue (Figure 1F-1). CD4" T helper cells are
also broadly distributed but form distinct areas of higher cell density, suggesting localized
aggregation (Figure 1J). Macrophages, identified by TIM4 expression, were uniformly dispersed
throughout the lymphoid tissue (Figure 1K).

2.2 ldentification of distinct leukocyte subpopulations by flow
cytometry

Histology did not allow discrimination between cell sizes, so further analysis was carried out by
flow cytometry using the CD45 pan-leukocyte marker.

The representation of CD45" cells versus cell-size (Figure 2A) revealed three distinct populations
that can be described as small CD45™"™ cells, small CD45"¢" cells and large CD45me@umhigh cg|ls.

Staining for B (chB6) and T cell (CD3) lineage markers showed that 90% of the small CD45medium
cells were surface immunoglobulin (slg) positive and 76% were chB6", classifying them as B cells,
with 6% CD3* T cells in this population (Figure 2B, E). Conversely, 84% of the small CD45"¢" cells
were CD3", identifying them as T cells (Figure 2C, F). Detailed subtyping of the T lymphocyte
subpopulation is in Supplementary Figure 2.

In contrast, the large cell population had low percentages of chB6* (2%) and CD3" (1%) cells
(Figure 2D, G). However, 92% of these cells expressed slg, a characteristic of in-vitro generated
chicken plasmablasts/-cells (17) and consistent with a plasma cell phenotype in mammalian
literature (18, 19). This population also contained about 6% MRC1L-C* macrophages (Figure 2D,
G).
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2.3 Flow cytometric profile of putative HG plasma cells

To investigate whether the flow cytometric marker profile of ex-vivo plasma cells aligns with in-
vitro generated plasma cells (17), additional markers were compared between chB6* B cells and
putative plasma cells, defined as large CD45°/MRC1L-C- cells (Figure 3A).

As chB6 expression was completely reduced (Figure 1D) we examined the BAFF receptor, which
showed a similar pattern. TACI, another receptor for BAFF expressed on both plasma and memory
B in mammals (20-22), showed transient expression in in-vitro generated PCs (17) but, in contrast
to B cells, was expressed, partly low, on all putative PCs isolated from the HG (Figure 3A).
chCD138, which showed transient expression in in-vitro data (17), was present in only very few
PCs and not atallon B cells. Compared to B cells, there was a clear reduction in MHCII expression
in the large cell population.

CD57, a marker of B cell activation and potentially staining chPCs (17, 23) stained almost all
putative PCs isolated from the HG (Figure 3A). This underscores the importance of including it in
future PC-specific flow cytometric panels. Conversely, CD25, another activation marker, was
presentin nearly all B cells but only in a few large cells.

In mice, changes in responsiveness to chemokine receptor ligands, especially CXCL12 and
CXCL13 (24, 25) prompted investigation of CXCR4 and CXCR5 expression in HG cells. CXCR4 was
positive in most cells of both populations, with stronger staining in putative plasma cells. CXCR5
showed a contrasting pattern: all B cells stained strongly positive, while putative plasma cells had
distinct positive and negative populations.

Initial stainings in CD45" cells for slg revealed a 10% discrepancy when individual Ig-isotypes were
compared to Ig light chain-expressing cells (Supplementary Figure 3). This discrepancy was not
observed with CD57 expression (Figure 3B; Gating: Supplementary Figure 4A). This approach
revealed more IgY-expressing cells, suggesting steric hindrance between CD45 and IgY antibodies
during surface staining. This hypothesis was supported by the absence of the gap when cells were
permeabilized after CD45 staining and before Ig staining (Figure 3C).

2.4 Microscopic phenotype and cell cycle analysis

As the large cells, except for CXCR5, exhibited a uniform staining pattern for all markers analyzed
by flow cytometry indicating a plasma cell-like phenotype, we investigated their microscopic
appearance. This investigation revealed cells with a diameter of 6-10 um, a decentralized nucleus,
and a cartwheel structure (Figure 4). Cell-cycle analysis showed a heterogeneous population with
10% of large cells in S-phase and 1.6% in G2/M phase, indicating ongoing cell division. The B cell
population, on the other hand, was homogeneous with 99% of cells in G1 phase (Figure 5; Gating:
Supplementary Figure 4B).

2.5 Transcriptomic differences between leukocyte subpopulations

Flow cytometric data (Figure 2B-D, 3) and microscopic analysis of sort-purified large CD45"
subpopulations revealed them to be B- and T lymphocytes and cells with an expected plasma
cell phenotype (Figure 4).

To investigate whether transcription factors are conserved between mammals and chickens,
alongside the downregulation of B cell lineage markers and surface expression of different
BCRs, we analyzed their profiles focusing on B- and plasma cell-specific factors and
immunoglobulins by gRT-PCR. CD45" subpopulations were sort-purified, excluding
monocytes/macrophages via MRC1L-C" staining.
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The B cell-specific transcription factor PAX5 was exclusively detected in the B cell population
(Figure 6A). In contrast, BLIMP1, associated with plasma cells and an antagonist of PAX5, was
predominantly expressed in plasma cells, with minimal levels in B cells (Figure 6B).

Regarding immunoglobulins, we analyzed pS (soluble form of the IgM heavy chain) and IgA. Both
were present in B cells and plasma cells. However, uS expression was four times higher in plasma
cells compared to B cells, while IgA expression was elevated by a factor of two in plasma cells
relative to B cells (Figure 6 C and D).
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3 Discussion

To optimize vaccine design in chicken, detailed knowledge of intracellular processes within B
cells and specially the antibody-producing plasma cells is essential. Unfortunately, due to the
lack of specific markers isolation of those cells in chicken has not been possible so far.
Therefore, other strategies must be applied to isolate these specific cells.

Within leukocytes isolated of the chickens Harderian gland, by flow cytometry, we were able to
detect cells that were substantially larger than classical B- and T lymphocytes and did express
neither BAFF-R nor chB6 as B cell lineage markers, whilst strongly staining positive for surface
BCR. The loss of chB6 in chicken PCs has already been described in histology (26) and was also
seen in in-vitro data (17).

In terms of surface BCR expression we were able to detect all three isotypes of the chicken, IgM,
IgA and IgY. This is in parts similar to mammalian data, where the expression of surface IgM and
IgA has been described in plasma cells (18, 19) and contradicting the long time dogma that PCs
do not express a surface BCR (27-29). However, we were able to find surface-bound IgY, the
chicken analog for IgG, whereas IgG in human PCs seems to be intracellular only (30).

Interestingly, the observed isotype frequency distribution (IgM = IgA > I1gY) does not correspond
to the immunoglobulin concentrations reported in tear fluid, where IgY is found at 2.3 mg/ml,
IgM at 0.8 mg/ml, and IgA at 0.2 mg/mL(31). In contrast, Baba et al.(32) reported that in HG cell
culture supernatants, IgA is the predominant isotype, followed by IgY, with only trace amounts of
IgM. Based on these findings, the authors concluded that IgY and IgM in tear fluid must originate
from sources other than the Harderian gland. While the observed isotype hierarchy in their study
aligns with the sequential order of immunoglobulins in human tear fluid (33, 34), it is important
to consider that no cytokines or other factors were added to the culture system. In mammalian
plasma cell cultures, the addition of such factors has been shown to be critical for plasma cell
survival (35, 36). Preliminary data from our laboratory (data not shown) suggest that this may
also apply to HG plasma cells, as they did not survive beyond four days. Consequently, a decline
in isotype-specific plasma cells may have influenced these results, underscoring the need for
their reassessment.

Recently published potential plasma cell markers, chTACI and chCD138, have been shown to
exhibit only transient expression in-vitro (17). However, in HG plasma cells, the entire population
shifts toward TACI positivity, suggesting that all cells express chTACI, albeit some at low levels.
The observed switch from BAFF-R to TACI as the primary BAFF receptor in chicken plasma cells
is consistent with findings in humans (20, 37, 38). In contrast, only a small subset of HG plasma
cells was positive for chCD138. Given the limited number of cells in active phases of the cell
cycle, this supports the hypothesis that CD138 expression in chickens is more indicative of a
specific activation state rather than serving as a constitutive marker of terminally differentiated
cells.

Consistent with our in vitro findings (17) and previously published data (23), CD57 proved to be a
reliable marker for plasma cells. However, since CD57 is not exclusively expressed on plasma
cells, additional factors such as other markers or cell size should be considered in combination
with CD57 for accurate identification.

The analysis and comparison of the chemokine receptor CXCR4 in plasma cells revealed
expression patterns like those observed in humans (24, 25). Specifically, CXCR4 was



unveroffentlichte Daten 67

upregulated in plasma cells, which in humans—together with its binding partner CXCL12,
produced by stromal cells in the bone marrow—is essential for the homing of long-lived plasma
cells (LLPCs) into bone marrow niches. The present findings suggest that the HG may serve as a
potential plasma cell survival niche, a hypothesis that is also supported by the high expression
of the chemokine ligand CXCL12 in the gland that was detected by qRT-PCR (data not shown).
However, the longevity of plasma cells in the HG, as well as chicken plasma cells in general,
remains unknown.

The expression profile of chemokine receptor CXCR5 on the other hand differed from humans
where it is known to be generally downregulated (24). Within the HG plasma cells we found two
distinct populations (CXCR5*"). This prompts the following question: to what extent do the two
populations differ in terms of functionality?

The comparison of RT-qPCR results between B cells and plasma cells yielded expected findings,
with significantly higher immunoglobulin expression levels in plasma cells. Even more
pronounced were the differences in cell type-specific transcription factors, PAX5 and BLIMP1.
The downregulation of Pax5, accompanied by the simultaneous upregulation of BLIMPT in
plasma cells, is consistent not only with in vitro data from chickens (17) but also with findings in
humans (39-41), highlighting another conserved mechanism in the differentiation process from
B cells to plasma cells.

In conclusion, this study not only enabled the isolation of plasma cells from the chicken HG
using a combination of cell surface markers (large CD45'/CD57*/BCR*/lineage marker cells) but
also provided evidence for conserved mechanisms in plasma cell differentiation. These include
the up- and downregulation of specific cell surface markers, alterations in chemokine receptor
profiles, and shifts in transcription factor expression. This deeper understanding allows for a
more targeted approach to studying plasma cells and their underlying mechanisms in the future,
particularly in the context of antibody responses and vaccine development.

4 Data limitations and perspectives

Within the small CD45™™ cells, we found around 14% expressing surface immunoglobulin but
not chB6. As this population partly consisted of class-switched cells, they could represent
memory cells. However, virtually nothing is known about this cell type in chickens. Evidence for
their existence comes from their involvement in antibody recall responses following prime-
boost vaccinations (42). A detailed characterization of this population was beyond the scope of
this study but will be addressed in future investigations.

Having identified several conserved mechanisms in plasma cell development between human
and chicken plasma cells, our next step will be to adapt plasma cell culture approaches from
mammalian systems to chickens. This will enable us to investigate the antibody production of
Harderian gland-derived plasma cells in greater detail.
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5 Material & Methods

5.1 Immunohistochemistry

Tissue samples were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 1 hour at room temperature,
incubated in 15% sucrose overnight at 4°C, then infiltrated with phosphate buffered saline (PBS)
containing 7.5% gelatin and 15% sucrose for 2 hours at 37°C. The impregnated tissue samples
were embedded in the same 7.5% gelatin medium then rapidly frozen at -50°C in 2-methylbutane
(Sigma, 78-78-4). 12 uym cryosections were collected on poly-L-lysine (Sigma, P8920) coated
slides and incubated with primary antibodies (Table 1) for 1 hour at room temperature, followed
by biotinylated goat anti-mouse IgG (Vector Laboratories, BA-9200) secondary antibody and
avidin-biotinylated peroxidase complex (ABC; Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, PK-
6100). Endogenous peroxidase activity was quenched by 3% hydrogen-peroxide (Sigma, H1009)
in PBS for 10 minutes. The binding sites of the primary antibodies were visualized by 4-chloro-1-
naphthol (Sigma, C8890).

For double immunofluorescence, sections were incubated with primary antibodies (Table 1) for 1
hour at room temperature followed by Alexa-conjugated fluorescent secondary antibodies (Table
2).

Cell nuclei were stained with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Labs, Burlingame,
California) and sections were covered by aqueous Poly/Mount (Polyscience Inc. Warrington, PA,
18606).

Section images were recorded using a Nikon Eclipse E800 fluorescence microscope and Zeiss
LSM 710 confocal microscope. Image processing was performed using CellSens, ZEISS ZEN
Imaging proprietary software and ImageJ. Images were compiled using Adobe Photoshop 7.0..

5.2 Animals

Fertilized eggs of M11 white layer chicken (B2/B2 haplotyp) were provided by Prof. Dr. Steffen
Weigend (FLI Mariensee) and incubated and hatched at the Faculty of Veterinary Medicine, LMU
Munich. Animals did not receive vaccinations and were housed in groups under conventional
conditions and received both food and water ad-libitum.

Experiments with M11 birds were performed at the age of 12-24 weeks.

5.3 Cell preparation

The animals were euthanized through exsanguination following anesthesia. The glands were
aseptically dissected and placed in transport media (RPMI 1640, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) supplemented with 1% Penicillin-Streptomycin (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) at room temperature (RT) until further processing.

Single cell suspensions were obtained by mechanical dissociation of the tissue through a
stainless-steel. Subsequently single cell suspensions were filtrated through one-time folded lens
paper (THORLABS GmbH, Bergkirchen, Germany) and leukocyte separation was accomplished
by density gradient centrifugation with Lymphocyte Separation Medium (Capricorn Scientific
GmbH, Ebsdorfergrund, Germany).

5.4 Flow cytometry and cell sorting

Staining of cells for flow cytometric analysis was performed according to standard procedures.
Briefly, 10%° cells were transferred to a 96-well plate and incubated with Fixable Viability Dye
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eFluor™ 780 dilution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Subsequently, cells were stained
with 50ul of monoclonal antibody (mAb) mixture. mAbs were either directly conjugated or
detected by fluorochrome conjugated secondary antibodies (Supplementary Table 1 and 2). If
necessary, when the unconjugated primary antibodies and the direct conjugates were of the same
isotype, a blocking step with normal mouse serum (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)
was interposed before applying the directly conjugated antibody.

All incubation steps were carried out for 20 minutes in the dark on ice. In between the incubation
steps, cells were washed with 200ul of staining buffer (PBS pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA), 1% bovine serum albumin and 0.1% NaN; (ITW Reagents, Castellar del Valles,
Spain)).

For intracellular staining, cells were first subjected to surface staining, followed by fixation with
eBioscience™ IC Fixation Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) for 20 minutes on ice.
The cells were then washed three times, each for one minute, using eBioscience™
Permeabilization Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Intracellular staining
antibodies were diluted in the same permeabilization buffer, and the cells were incubated with
these antibodies for 30 minutes. Following this, the cells were washed three times for one minute
before proceeding with staining using fluorochrome-conjugated secondary antibodies.

The anti-chicken L chain mAb (Supplementary Table 1) was conjugated to CF405M using the Mix-
n-Stain™ CF™ 405M Antibody Labeling Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

The anti-chicken CD45 mAb was conjugated to FITC, APC or PerCp using the corresponding LYNX
Rapid conjugation kit (Bio-Rad Laboratories Ltd., Watford, UK).

Flow cytometry was performed with a FACSCanto Il (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) and
data were analyzed using FACSDiva (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) and FlowJo (FlowJo
LLC, Oregon, USA) software, version 10.10.0.

Sort purification of cells was performed on a FACSAria Illu (Becton Dickinson, Heidelberg,
Germany) with FACS DIVA software. Cells that were subjected for later gRT-PCR analysis were
sorted directly into the lysis buffer of the ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems kit (Promega,
Madison, USA).

5.5 Cytospin

Sort purified cells were washed resuspended in 200pl PBS.

The resuspended cells were added to cytofunnels (Epredia™ Shandon™ Single Cytofunnel™;
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany) and centrifuged on SuperFrost® Plus glass slides
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) using a Cytospin 4 cytocentrifuge (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) for 10 minutes / 500g.

Afterwards cells were fixed with methanol and stained with Giemsa staining solution (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany).

5.6 Cell cycle analysis

After staining for CD45 and MRC1L-C cells were fixed and permeabilized in cold 70% ethanol for
2 hours on ice. Then cells were centrifuged and washed with PBS. The cell pellet was then
resuspended in 1ml staining buffer (500l propidium iodide (Pl) solution (100pg/ml) (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) + 490ul PBS pH 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) + 10pl
RNAseA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)) and the cells were incubated for 15 minutes
at 37°C in a water bath.

Pl linear fluorescence was measured immediately afterwards with a FACSCanto |l (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) and the data was analyzed using FlowJo (FlowJO LLC, Oregon,
USA) software, version 10.10.0.
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5.7 qRT-PCR

For gRT-PCR, RNA of sort purified CD45" subpopulations and CD45" viable single cells, was
prepared using the ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems kit (Promega, Madison, USA) following the
manufacturer’s instructions.

The RNA was quantified on a NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
as well as on a Quantus™ Fluorometer (Promega, Madison, USA) and RNA quality was determined
on a 2100 Bioanalyzer (RIN > 9) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). cDNA was prepared
using the GoScript™ Reverse Transcriptase kit (Promega, Madison, USA) according to
manufacturer’s instruction and analyzed for the relative abundance of RPL13, uS, IgA, PAX5, and
BLIMP1 using primers from Eurofins Genomics Germany GmbH (Ebersberg, Germany) specified
in Supplementary Table 3 and the GoTaq® qPCR MasterMix (Promega, Madison, USA).
Quantitative RT-PCR was performed using a 7300 Real-Time PCR System’ (Applied Biosystems,
Warrington, UK) with SYBR-green.

Relative expression fold change for the respective genes was assesses using normalized cycle
threshold values (ACT). Normalization was carried out against the expression in sort purified
CD45 viable single cells.
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12 Figures

Figure1 Leukocyte distribution in the Harderian gland.

(A) Freshly dissected HG, the line indicating the orientation of histological sections. (B) Localization of CD45”
leukocytes. (C) Visualization of a plasma cell nucleus and endoplasmic reticulum by electron microscopy. (D, E)
Expression patterns of B cell markers chB6 and BAFF-R (F-1) immunoglobulins. (J) CD4 “T helper cells and. (K) TIM4 "
macrophages. Scale bar indicates 2mm (A) 200 um (B), 6 um (C), 140 um (D), 100 um (E), 85 um (F), 50 um (G-1), 60
pum (J) and 80 um (K).
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Figure 2: Identification of characteristic CD45'/FSC based leukocyte subsets in isolated HG cells.

(A) Gating strategy to identify different leukocyte subsets in HG preparations according to FSC and CD45 expression.
(C-D) Representative lineage marker expression within CD45" subsets indicated by the letters next to the gates in A.
(E-G) Cellular composition in gates indicated in A; mean + SD from nine independent experiments.



unveroffentlichte Daten

76

1004
.
5
0 —_—
.
o]
od
w o 10’ 0 "0
100
o
100
.
i
o
N j
ENAWY W
-IO’ o 10, |0‘ 105
BAFF-R (APC)
1004
] 5
. R S
.
o]
od
0w o IO’ "0 L)
100
<1
92
l
o
]
0 —r r—r
AIO’ o |°, |°‘ |0’
©D25 (APC)

L chain (APC)

1004
o]

54
o
.
o
od

3
"0 o 10 0 0

1009
o

03

60 )
o
o
o —r —r
.10, [ |0’ |0‘ |°s
chTACI APC)

1009

3 97
]
o
o]
od

lo’ 0 IO, "0 "0

CD57 (APC)

107
o w“]
= '

100 100
%01 &4
17 4
0 —_— 09 [N
09 o
209 204
od 0d
3 3
0w 0 "0 10 0 10 0 10 "0 "0
1004 1009
009 o
99 05
o o e
40 e
20 \ 201
ol J = ol 4 R
'oa 0 ‘o’ 'D‘ |°s -|°’ ] ‘o, |°‘ ‘05
MHCII (APC) chCD138 (APC)
1004 1009

100 1009
0] %04
100
%09 %04
401 204
207 207
0 0 /_ > S
a0 w0 w0 o W w0
CXCR4 (PE) CXCRS (FITC)

40

Figure 3: Comparison of small and large sig’ cells

(A) HG leukocytes were gated for viable, single small CD45m4“"/chB6" cells (blue) and large, CD45™*" /MRC1L-C

FSC-A

cells (red) and analyzed by flow cytometry for expression of the indicated surface markers (dotted line indicate

respective isotype controls).(B,C) Comparison of surface (B) and surface plus intracellular (C) Ig expression on large
CD45'/CD57" cells.. Data shown are representative for three independent experiments.
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Figure 4: Plasma cell morphology of large CD45™*/MRC1L-C cells
(A) Gating for putative plasma cells in HG leukocytes (blot shows viable, single large CD45med cells),(B) Giemsa
stained Cytospin of sort purified CD45m°#m/MRC1L-C" cells. (scale bar = 10um).
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Figure 5 Cell division in the plasma cell gate

(A)Representative histogram of Pl staining for DNA content / cell cycle analysis of B cells and plasma cells using the
FlowJo 10.70.0 cell cycle tool. (B) Mean + SD of cell cycle phases from four independent experiments. with *: p < 0.05
and **: p < 0.01. HG leukocytes were gated for viable, single small CD45™™ cells (b cells) and large, CD45medvm
/MRC1L-Ccells (plasma cells).
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Figure 6: : Distinct transcription factor and Ig expression profile of HG plasma cells
HG cells were sort-purified as B cells (small CD45™%™) and plasma cells (large CD45m%"/MRC1L-C’) and

expression of the respective genes was determined by gRT-PCR and normalized against CD45"%%%"¢ cells. Statistics
were calculated on ACT values by Tway ANOVA with: *: p £0.05, **: p£0.01, *: p<£0.007 and ****: p < 0.0001. Shown

are mean = SD of five independent experiments with pooled tissue of four animals per experiment.
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Supplementary Table 1

Primary mAbs and directly conjugated mAbs.

Antigen Clone Species Isotype Fluorchrome | Source of antibody
chB6 AV20 Mouse 18G1 Southern Biotech
chB6 AV20 Mouse 1gG1 Pacific blue Southern Biotech

chBAFF- 2C4 Mouse 18G1 (1)

receptor

chMHCII 2G11 Mouse 18G1 Southern Biotech

IgY G1 Mouse 1gG1 Southern Biotech
chCXCR5 6A9 Mouse 18G1 (2)

TCRyd TCR1 Mouse 1gG1 Southern Biotech
TCRaB-1 TCR2 Mouse 1gG1 FITC Southern Biotech
TCRaB-2 TCR3 Mouse 18G1 FITC Southern Biotech

chCD4 CT4 Mouse 18G1 FITC Southern Biotech

chCD138 7G10 Mouse 18G1 (3)

MRC1L-C Kul01 Mouse 18G1 Southern Biotech

chE-cadherin 7D6 Mouse 1gG1 DSHB

chL chain 2G1 Mouse 1gG1 CF405M BioRad

chL chain 2G1 Mouse 1gG1 BioRad
IgA K3 Mouse 1gG2a (4)
chCXCR4 9D9 Mouse 1gG2a (5)

chCD28 2-4 Mouse 1gG2a (6)

chCD45 16-6 Mouse 1gG2a (7)

chCD45 16-6 Mouse 1gG2a FITC (7)

chCD45 16-6 Mouse 1gG2a APC (7)

chCD45 16-6 Mouse 1gG2a PerCP (7)

unknown K1 Mouse 1gG2a (8)

1gM M1 Mouse 1gG2b Southern Biotech
IgA Al Mouse 1gG2b Southern Biotech

chCD8 3-298 Mouse 1gG2b (9)

chTACI 1H4 Mouse 1gG2b (3)
chCD25 28-4 Mouse 1gG3 (10)

Human CD57 NK1 Mouse 1M APC BD-Bioscience
TIM4 JH9 Mouse 18G1 Roslin Institute (11)
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Supplementary Table 2

Fluorochrome conjugated secondary antibodies.

Antigen Fluorchrome Source of antibody
Mouse-IgG1 PE Jackson Laboratories
Mouse-1gG1 APC Jackson Laboratories
Mouse-1gG1 FITC Southern Biotech
Mouse-1gG1 Brilliant Violet421 Jackson Laboratories
Mouse-IgG1 AF488 ThermoFisher Scientific
Mouse-lgG2a FITC Southern Biotech
Mouse-1gG2a Alexa Fluor 647 Invitrogen
Mouse-1gG2a AF594 ThermoFisher Scientific
Mouse-1gG2b RPE Southern Biotech
Mouse-1gG2b APC Southern Biotech
Mouse-1gG2b AF488 ThermoFisher Scientific
Mouse-1gG3 FITC Southern Biotech
Mouse-1gG3 Alexa Fluor 647 Southern Biotech
Streptavidin APC Jackson Laboratories

Supplementary Table 3

Forward and reverse primers used for gRT-PCR

Gen Forward primer Reverse Primer
RPL 13 5’- GAGGTGCCCGACTGTCAGAT-3’ 5’- ATCGTCCGAGCAAACCTTTTGT-3’
Pax 5 5’- CCAGCAGCAGTTGGAAGTGTT-3’ 5’- CTCTGGTTTGATGGGCTCTGTT-3’
Blimp1 5’- GTGGTATTGCCGAGACTTTGC-3’ 5 -GGGTTTGTGTGAGGTTCATCATT-3’
HS 5’- GGAGAACCCCGAAAATGAGT-3’ 5’- GCCAACACCAAGGAGACATT-3’
IgA 5’- CGCCCCTTCCGTCTACGT-3’ 5’- CGAAATCGGTTGGTTTTGTTG-3’
1. Jax E, Werner E, Muller |, Schaerer B, Kohn M, Olofsson J, et al. Evaluating Effects of AIV

Infection Status on Ducks Using a Flow Cytometry-Based Differential Blood Count. Microbiol
Spectr. 2023;11(4):e0435122.

2; Haertle S, Alzuheir |, Busalt F, Waters V, Kaiser P, Kaufer BB. Identification of the
Receptor and Cellular Ortholog of the Marek's Disease Virus (MDV) CXC Chemokine. Front
Microbiol. 2017;8:2543.

3. von La Roche D, Schumacher M, Kohn M, Trapp J, Schusser B, Rautenschlein S, et al.
Characterization of class-switched B cells in chickens. Front Immunol. 2024;15:1484288.
4. Erhard MH, Von Quistorp |, Schranner |, Jungling A, Kaspers B, Schmidt P, et al.

Development of specific enzyme-linked immunosorbent antibody assay systems for the
detection of chicken immunoglobulins G, M, and A using monoclonal antibodies. Poult Sci.
1992;71(2):302-10.

) Escot S, Blavet C, Hartle S, Duband JL, Fournier-Thibault C. Misregulation of SDF1-
CXCR4 signaling impairs early cardiac neural crest cell migration leading to conotruncal defects.
Circ Res. 2013;113(5):505-16.

6. Arstila TP, Vainio O, Lassila O. Evolutionarily conserved function of CD28 in alpha beta T
cell activation. Scand J Immunol. 1994;40(3):368-71.

7. Viertlboeck BC, Gobel TW. Chicken thrombocytes express the CD51/CD61 integrin. Vet
Immunol Immunopathol. 2007;119(1-2):137-41.
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8. Kaspers B, Lillehoj HS, Lillehoj EP. Chicken macrophages and thrombocytes share a
common cell surface antigen defined by a monoclonal antibody. Vet Immunol Immunopathol.
1993;36(4):333-46.

9. Norup LR, Dalgaard TS, Pedersen AR, Juul-Madsen HR. Assessment of Newcastle
disease-specific T cell proliferation in different inbred MHC chicken lines. Scand J Immunol.
2011;74(1):23-30.

10. Gobel TW, Kaspers B, Stangassinger M. NK and T cells constitute two major, functionally

distinct intestinal epithelial lymphocyte subsets in the chicken. Int Immunol. 2001;13(6):757-62.

11. Hu T, Wu Z, Bush SJ, Freem L, Vervelde L, Summers KM, et al. Characterization of

Subpopulations of Chicken Mononuclear Phagocytes That Express TIM4 and CSF1R. J Immunol.
2019;202(4):1186-99.
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Supplementary Figure 2

Histograms showing the proportions of specific markers within the T cell population. The data shown is representative

of three independent experiments.
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Shares of surface light chain® and surface immunoglobulin® fractions within plasma cells defined as large CD45" are

depicted.



unveroffentlichte Daten

86

] 250K 5
= 10 10 1
B
10'1 O '
< 5 g
o ] p £
2 i [10°7 5| ©°1
° a
o [3)
K E 'k
SOK 100K 150K 200K 250K 0 56« H.)'Qk |5'0k ZO'OK 25{')0( 0 5(')k |0'0h |.‘>'Oh ‘.‘O'Oh Zﬁah 0 54'l< IO'OH !5'0’\ L‘D'N\‘ '.’5(;0\
>
FSC-A
105”
- g -
~ g ~ 150K
3 H 104‘ 3
< 5 S < .
o 2| . md{ R ]
3 % 10 3 E 10
o K ol o s0k]
'S 3 34
107 3 T— o v - 0]
50K 100K 150K 200K 250K 0 5(;0( |0'G\ V.’:Ol\ 10'0)\ 254'”\' 0 H)3 YOA |05 0 S0K 100K 150K 200K 250K
»  E— B
FSC-A Kulo1 (PB) PI-W
v
|05" m@ 3
E 10y ] -
b gl v 1 S5 cam
g . -y 3 R 32
3 10 3 O 404 —
Q F
ol ¢ 204
33
Gl T T T T T 0 T T T
0 S0K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K
_—
FSC-A PI-A
Supplementary Figure 4

(A) Depicts the gating strategy employed for surface Ig staining, defining plasma cells as large CD57" cells (Figure 4C),
beginning with an initial gate on leukocytes, followed by the exclusion of dead cells and the selection of single cells.
Subsequently, cells were displayed as CD57" plotted against size. (B) Shows the gating strategy for cell cycle analysis,
starting with a gate on CD45-expressing leukocytes, followed by the exclusion of dead cells and
macrophages/monocytes. In the final step, doublets were excluded. The gate for subpopulations was set in a CD45
vs. FSC-A plot, and cell cycle phases were determined using the FlowJ/o 10.10.0 cell cycle tool.
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6 Diskussion

Trotz ihrer zentralen Rolle als antikdrpersezernierender Arm in der humoralen
Immunantwort lagen bislang nur wenige Erkenntnisse zu Plasmazellen beim Huhn vor.
Ein besseres Verstandnis dieser Zellen ist aber essentiell zur gezielten Entwicklung neuer
und Modulation vorhandener Impfstoffe um die Impfantikérperantwort steuern und
verbessern und die Tiere so besser schiutzen zu kdénnen. In dieser Arbeit wurden daher
Isolationsprotokolle fur Huhner-Plasmazellen entwickelt und diese Zellen naher

charakterisiert.

Nachdem eine markerbasierte Isolation der Zellen mangels spezifischer Antikorper
bisher nicht mdglich war und histologischen Untersuchungen lediglich Hinweise
lieferten, dass Plasmazellen den Huhner-B-Zell-Marker chB6 herunterregulieren (240)

wurden daflr zwei verschiedene Ansatze, ein in-vitro und ein ex-vivo Ansatz, gewahlt.

6.1 Versuchsansatze

Zunachst wurde ein Kultursystem mit Milzleukozyten entwickelt, um B-Zellen mittels

Stimulation mit CD40L und IL-10 in Kultur zu Plasmazellen auszudifferenzieren.

Als Grundlage dienten hierbei vorliegenden Daten, welche zeigen, dass eine Stimulation
von Huhner B-Zellen mit CD40L alleine Proliferation, sowie Klassenwechsel von IgM zu
IgY, den Verlust von chB6 und eine allgemein hohere Antikorpersekretion induziert (242),

alles Zeichen eines Differenzierungsprozesses Richtung Plasmazelle.

Zusatzlich stand fur das Huhn inzwischen rekombinantes IL-10 zur Verfligung, far
welches aus der Saugerliteratur bekannt ist, dass eine Kombination mit CD40L eine

Differenzierung von B-Zellen Richtung Plasmazelle induziert (151).

Bei Milzzellen des Huhnes zeigte die Kombination von CD40L und IL-10 einen starken
synergistischen Effekt auf die Zellproliferation, wobei in den ersten Tagen der Kultur fast
ausschlieBlich B-Zellen proliferierten. Zusatzlich konnte bereits nach zwei Tagen ein
Verlust der Expression von chB6, sowie des BAFF-R festgestellt werden und nach vier

Tagen ein deutlicher Immunglobulinklassenwechsel, vor allem zu IgY, aber auch hin zu
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IgA. Das Kultursystem mit einer Kombination von CD40L und IL-10 ist folglich in der Lage,

B-Zellen des Huhns wie beim Sauger zu Plasmazellen auszudifferenzieren.

Da es jedoch wichtig ist zu wissen, wo Plasmazellen im Huhn lokalisiert sind und auch
unklar ist, inwieweit in-vitro generierte Zellen den im Gewebe entstehenden entsprechen,
wurden Leukozytenpopulationen verschiedener Organe analysiert. Aufgrund fehlender,
zellspezifischer Marker, wurde hierbei gezielt nach klassengewechselten Zellen gesucht,

da diese bereits ein Differenzierungsprogramm durchlaufen haben mussten.

In Leukozyten aus Milz, Blut und dem Knochenmark konnten nur wenige
klassengewechselte Zellen gefunden werden. GroBere Mengen fanden sich aber in den
untersuchten mukosalen Immunorganen, den Caecaltonsillen und der Harderschen
Druse. Dabei war auffallig, dass die zu IgA klassengewechselten Zellen der Caecaltonsille
mit chB6 und dem BAFF-R noch B-Zell-Marker exprimierten, also einem fruheren oder
anderen Differenzierungsstadium entsprachen. Die klassengewechselten Zellen der
Harderschen Driuse hingegen waren mehrheitlich wesentlich groBer als die im Organ
gefundenen nicht-klassengewechselten B-Zellen und exprimierten weder chB6 noch den

BAFF-R.

Nachdem fur die Hardersche Drlse bereits Beschreibungen zu einer mdglichen Isolation
mittels Dichtegradienten-Zentrifugation vorlagen (293) und die durchflusszytometrisch
untersuchten klassengewechselten Zellen als groBe, B-Zell-Marker-negative,
Immunglobulin-positive Zellen einem erwarteten Plasmazellphanotyp entsprachen,

wurde fur diese ein markerbasiertes (FSC-AM&"/slg*/CD45") Isolationsprotokoll etabliert.

Somit standen nun zwei Quellen zur Verfligung, die eine nahere Charakterisierung von

Plasmazellen ermdglichten.

6.2 Phanotyp der in-vitro generierten Plasmazellen

Zunachst wurden die in Kultur proliferierenden Zellen hinsichtlich ihrer Expression der
Aktivitatsmarkern CD25, als hoch-affine Kette des IL-2 Rezeptors und CD80, als
B-Zell-assoziiertes Aktivierungsantigen (294), untersucht. Im Verlauf der Kultivierung
konnte flr beide Marker eine initial deutliche Steigerung der Expression mit anschlieBend
starker Abnahme gezeigt werden. Wahrend bei frisch isolierten Zellen der Anteil von

CD25-exprimierenden Zellen etwa ein Drittel der B-Zellen ausmachte und CD80 kaum zu
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detektieren war, zeigte sich nach zwei Tagen in Kultur eine deutliche Hochregulation
beider Marker. Zu spateren Zeitpunkten verschwand die Expression von CD25 fast

vollstandig und die Expression von CD80 wurde deutlich herunterreguliert.

Da CD25 beim Sauger nur auf einem geringen Anteil der naiven B-Zellen vorkommt und
seine Expression ansonsten hauptsachlich mit B-Gedachtniszellen assoziiert ist (295),
legt die biphasische Expression von CD25 auf stimulierten Hihner-B-Zellen nahe, dass
es trotz der durchgehenden Stimulation mit CD40L und IL-10, entweder zwei klar
abgegrenzte Phasen der Aktivierung gibt oder dass durch die Stimulation beim Huhn
keine B-Gedachtniszellentwicklung induziert wird, sofern diese, wie die Gedachtniszellen

beim Menschen (296), auch positiv fir CD25 waren.

CD80 hingegen steht beim Sauger mit B-Zellen in der GC-Reaktion in Verbindung und wird
auf Gedachtniszellen zum Teil und auf Plasmazellen nicht mehr exprimiert (297, 298).
Wird also angenommen, dass dieses System vom Sauger auf das Huhn Ubertragbar ist,
spricht dies daflr, dass das Kultursystem eine fortlaufende, sich abschwachende,

GC-Reaktion nachstellt.

Zusammenfassend zeigen die Daten fur CD25 und CD80, dass es im Kultursystem zu
einer initialen Aktivitatsphase kommt, die mit der GC-Reaktion oder der intitialen
extrafollikuldaren Immunantwort vergleichbar ist und der eine Phase der

Ausdifferenzierung folgt.

Anhand der Farbung mit einem Antikdper gegen die leichte Kette der Immunglobuline
konnte unabhéangig vom Immunglobulin-Isotyp nachgewiesen werden, dass die B-Zellen
in Kultur durchgehend Oberflachenimmunglobulin exprimieren. Wahrend dabei zu
Beginn hauptsachlich Zellen vom IgM-Isotyp nachgewiesen wurden, zeigten sich zu
spateren Zeitpunkten deutliche Populationen von zu IgA und IgY klassengewechselten
Zellen, was die Zweiphasigkeit des Systems hinsichtlich einer initialen Aktivierungs- und

spateren Differenzierungsphase, zusatzlich unterstreicht.

Ein weiterer Beleg fur die durch das Kultursystem induzierte Plasmazelldifferenzierung ist
die signifikante Zunahme der Anzahl antikdrpersezernierender Zellen jedes Isotyps, die
mittels ELISpot-Assay nachgewiesen wurden, sowie der deutliche Anstieg von uS, der

l6slichen Form von IgM, die durch qRT-PCR detektiert wurde.
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Zudem zeigten Analysen der exprimierten Transkriptionsfaktoren innerhalb der
proliferierenden Zellen eine starke Abnahme des flr B-Zellen typischen
Transkriptionsfaktors Pax-5, bei einer gleichzeitigen massiven Steigerung der Expression

von Blimp-1, dem fur Plasmazellen charakteristischen Transkriptionsfaktor (129).

Die durchflusszytometrische Charakterisierung der Expression von chB6 und BAFF-R,
einem der beiden Rezeptoren fur BAFF im Huhn, die beide bereits ab dem prabursalen
Stadium auf Huhner-B-Zellen exprimiert werden und als Marker fur ihre Identifizierung
herangezogen werden, zeigte im Verlauf der Stimulation eine deutliche bis hin zur nahezu
vollstandigen Reduktion. Folglich kdnnen diese Zellen als ,markernegativ“ bezeichnet
werden. Die Reduktion der Expression von chB6, die auch mittels gRT-PCR nachweisbar
war, bestatigt damit die bereits in deutlich weniger sensitiven histologischen
Untersuchungen flur Plasmazellen beschriebe fehlende chB6 Farbung (240). Die
Reduktion der Expression von BAFF-R entspricht einem im Vergleich zum Sauger
konservierten Mechanismus der Differenzierung, da auch dort die Reduktion im Rahmen

der Differenzierung beschrieben ist (299).

Ein weiteres im Rahmen der durchflusszytometrischen Analysen untersuchtes Molekul
ist CD57. Dieses, auch als HNK-1 bezeichnete, Glycoprotein wurde fur das Huhn bereits
als Aktivierungsmarker von T-Zellen (300) beschrieben. Zudem gab es erste Berichte, dass
es sich auch um einen Aktivierungsmarker fur B-Zellen und moglichen Plasmazellmarker
handeln kdnnte (262). Mittels eines kreuzreaktiven humanen Antikorpers konnte, ahnlich
wie in humanen B-Zellen (301), auf unstimulierten B-Zellen kaum CD57 nachgewiesen
werden. Im Verlauf der Stimulation kam es jedoch zu einer deutlichen
Expressionssteigerung, wobei ein Teil der Zellen interessanterweise durchgehend negativ
blieb. Dieses Expressionsmuster war unabhangig vom Immunglobulinklassenwechsel

und grenzt CD57 deutlich von anderen Aktivierungsmarkern wie CD25 oder CD80 ab.

Die in einem Kandidatengen-Ansatz in unserem Labor generierten Antikdrper gegen
huhnerspezifisches CD138 und TACI, beides Marker, die bei Mensch und Maus zur
Identifizierung terminal differenzierten B-Zellen eingesetzt werden (100, 198, 302),
zeigten initial eine starke Induktion der Expression. Im Verlauf der Stimulation nahm die
Expression jedoch deutlich ab. Gegen Ende der Stimulationsperiode wurde fur TACI nur

noch sehr schwach und CD138 nur noch von wenigen Zellen exprimiert. Vor allem CD138
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scheintsich daher, im Gegensatz zum Sauger, eher als Marker von Aktivierungsprozessen,

wie sie zum Beispiel im GC stattfinden, als fur terminal differenzierte Zellen zu eignen.

Far den Chemokinrezeptor CXCR4, der auf Plasmazellen von Saugern exprimiert ist und
in Interaktion mit seinem Liganden CXCL12 fur das ,,homing” in Plasmazellnischen des
Knochenmarks verantwortlich ist (303), zeigte sich eine deutliche Zunahme der
Expression zu Beginn der Stimulation, die nachfolgend aber rasch anndhernd auf das
Ausgangsniveau unstimulierter B-Zellen zurilckging. Dies spricht ebenfalls fur eine
Keimzentrums-ahnliche Aktivitat in unserem Kultursystem, da beim Sauger gezeigt
werden konnte, dass proliferierende Keimzentrums-B-Zellen CXCR4 hochregulieren, um
in der CXCL12-reichen dunklen Zone des Keimzentrums zuruckgehalten zu werden (51).
Im Zuge ihrer finalen Differenzierung verlieren Plasmablasten anschlieBend CXCRA4,

wodurch ihnen das Verlassen des Keimzentrums ermdglicht wird.

6.3 Plasmazellen der Harderschen Driise

Im Rahmen der Etablierung des Isolationsprotokolls von Plasmazellen aus der
Harderschen Drise wurden die Zellen zunachst mit dem Pan-Leukozyten-Marker CD45
angefarbt. So konnte eine Population CD45 exprimierender Zellen identifiziertwerden, die
deutlich groBer als die enthaltenen B- und T-Lymphozyten war. Allerdings enthielt diese
Population auch einen kleinen Anteil Makrophagen, die aber fur weitere Analysen,

markerbasiert ausgeschlossen werden konnten.

Zytospinpraparate von durchflusszytometrisch aufgereinigten Zellen konnten fur diese
Population den plasmazelltypischen Phanotyp (53) von groBen Zellen, die einen
dezentralen Nucleus mit Wagenradstruktur, sowie basophiles Zytoplasma besitzen,
nachweisen. Analysen des Transkriptionsfaktorprofils zeigten, dass diese Zellen hohe
Spiegel des plasmazellspezifischen Blimp-1 enthalten. Somit konnte fur die Population
groBer, CD45 exprimierender Zellen nachgewiesen werden, dass es sich, sofern
Makrophagen ausgeschlossen werden, um Plasmazellen handelt. Die Expression von
CDA45 auf der Zelloberflache der Plasmazellen stellt einen weiteren Unterschied zum
Sauger da, bei dem fur LLPCs in den Nischen des Knochenmarks und Darms

CD45-Populationen beschrieben werden (304-306).
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Weitere durchflusszytometrische Analysen, mittels Farbung der leichten Kette, konnten

zeigen, dass alle Zellen immunglobulinpositiv waren.

Die Zuordnung der Isotypen gestaltete sich zunachst schwierig, da die Summe der
einzelnen Isotypen, hauptsachlich IgM und IgA bei nur wenig IgY, zunachst nicht den
Anteil der Zellen ergab, der sich fur die leichte Kette anfarben lieB. AuBerdem hatten
immunhistologische Farbungen neben IgM und IgA positiven Zellen auch eindeutig einen
groBeren Anteil IgY exprimierender Zellen ausgewiesen, der in der Durchflusszytometrie
zunachst fehlte. Interessanterweise zeigte sich diese Diskrepanz aber nicht, wenn die
Zellen nach der CD45-Farbung permeabilisiert und die Immunglobuline intrazellular
angefarbt wurden. Hierbei lieBen sich deutlich mehr IgY positive Zellen anfarben und die

Summe aus IgM, IgA und IgY entsprach dem Anteil an L-Ketten positiven Zellen.

Da weitere Untersuchungen der Plasmazellpopulation zeigten, dass diese auch mit dem
in der Kultur zuvor erfolgreich getesteten CD57 Antikorper anfarbbar waren, wurden in
einem weiteren Versuchsansatz die Plasmazellen statt mit CD45 als groBe CD57
exprimierende Zellen angesprochen. In dieser Farbung gelang es, auch in der
Oberflachenfarbung deutlich mehrIgY positive Zellen nachzuweisen. sodass, die Summe
der einzelnen Isotypen den L-Ketten positiven Zellen entsprach und die Ergebnisse in
Ubereinstimmung mit dem immunhistologischen Farbebild waren. Als wahrscheinlichste
Ursache kann fur diese Beobachtung eine sterische Hinderung zwischen der
Antikorperbindung an CD45 und dem B-Zellrezeptor vom IgY-Isotyp angenommen
werden, da das CD45-Molekul auf der Zelloberflache in raumlicher Nahe zum

B-Zellrezeptor liegt und in groBer Anzahlin der Membran vorhanden ist.

Von den im Kandidatengen-Ansatz hergestellten Antikorpern konnten fir CD138 keine
positiven Zellen nachgewiesen werden, so dass festgehalten werden kann, dass sich der
Antikdrper, wie schon im in-vitro Ansatz gezeigt, nicht als Marker ausdifferenzierter
Plasmazellen eignet. TACI hingegen wurde auf allen Zellen, wenn auch nur

niedrigschwellig, nachgewiesen.

Untersuchungen der Expression von chB6 und BAFF-R zeigten, dass die Plasmazellen der
Harderschen Druse flr beide Marker negativ sind. Somit konnte mit dem Verlust von chB6

der histologisch beschriebene Phanotyp von Huhner-Plasmazellen bestatigt werden
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(240). Ebenso scheint der Mechanismus des BAFF-R Verlustes im Rahmen der

Plasmazell-Differenzierung zwischen Sauger und Huhn konserviert.

Der Chemokinrezeptor = CXCR5, dessen Expression im Rahmen  der
Plasmazelldifferenzierung beim Menschen deutlich herunterreguliert wird (307),
offenbarte innerhalb der Plasmazellen der Harderschen Drlse interessanterweise zwei
distinkte Populationen (CXCR5* und CXCR5") und damit eine deutliche Diskrepanz zu den
einheitlich negativen Zellen beim Sauger. Dies lasst eine klare Trennung der
Empfanglichkeit Uber CXCL13-vermittelte Signale erkennen und koénnte auf

unterschiedliche Funktionen der beiden Populationen hindeuten.

6.4 Vergleich von in-vitro generierten und ex-vivo isolierten Plasmazellen

Sowohl in dem beschriebenen in-vitro als auch im ex-vivo Ansatz ist es gelungen,
Plasmazellen zu generieren beziehungsweise zu isolieren, die im Folgenden verglichen

werden:

Hinsichtlich der Expression des BCR konnte gezeigt werden, dass in beiden Ansatzen
Plasmazellen jeden Isotyps generiert beziehungsweise isoliert wurden, auch wenn
innerhalb der klassengewechselten Zellen im in-vitro Ansatz IgY und ex-vivo IgA
dominierten. Da ex-vivo mit einem mukosalen Immunorgan gearbeitet wurde, ist es
jedoch nicht verwunderlich, dass IgA, als dominantes Immunglobulin mukosaler
Oberflachen, deutlich starker vorhanden war. Vergleichend zum Sauger zeigen sich
hinsichtlich der BCR-Expression aber uberraschende Unterschiede, da beim Sauger zwar
sowohl fur IgM- als auch IgA-Plasmazellen beschrieben ist, dass sie weiterhin einen
funktionellen BCR auf der Oberflache exprimieren, bei IgG* Plasmazellen allerdings kaum
noch Immunglobuline und damit B-Zellrezeptoren auf der Oberfldche exprimiert werden
(308-310). Dies weist auf unterschiedliche Funktionen hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit
hin, da es beim Huhn zu einer direkten Interaktion von IgY*-BCRs mit dem Antigen

kommen kann.

chB6 als Marker von B-Zellen wurde, ebenso wie der BAFF-R, in beiden Ansatzen
herunterreguliert. So konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Plasmazellen des Huhns

als markernegative Zellen anzusprechen sind.
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Bei den Aktivierungsmarkern entsprach die starke Herunterregulation von CD25 am Ende
der Stimulationsperiode den Plasmazellen der Harderschen Druse, von denen nur ein
sehr geringer Anteil CD25 exprimierte. Die schwache Expression von CD80 gegen Ende
auf in-vitro generierten Plasmazellen, spiegelte sich ebenfalls in den Plasmazellen der
HG, die sich als schwach CD80" zeigten. Unterschiede konnten hingegen hinsichtlich der
Expression von CD57 beobachtet werden. Wahrend aus der Harderschen Drlse isolierte
Plasmazellen vollstandig positiv waren, zeigte sich in Kultur ein Teil der Zellen als negativ.
Dies weist darauf hin, dass es sich bei den in Kultur entstehenden Zellen nicht um eine
homogene Population handelt, sondern sich neben Plasmazellen noch andere Zellen,
moglicherweise Gedachtniszellen differenzieren konnten. Auch wenn die Plasmazellen
der Harderschen Drise sich hinsichtlich des Expressionsmusters der
Aktivierungsmarker, ebenso wie anderer Marker, sehr homogen darstellen, konnte mittels
Zellzyklusanalysen nachgewiesen werden, dass sich etwa 10% der Zellen in der S-Phase
des Zellzyklus befanden, also aktiv DNA replizieren und sich damit auf eine Zellteilung
vorbereiten. Dies bedeutet, dass es sich bei der Population nicht um eine reine
Population ausdifferenzierter Plasmazellen handelt, sondern, dass sie auch etwa 10%

noch teilungsfahiger Plasmablasten enthalt.

Dafur, dass es sich bei einem GroBteil der Zellen in der HG um vollstandig
ausdifferenzierte, post-GC Plasmazellen handeln muss, spricht die im Vergleich zu B-
Zellen deutliche niedrigere Expression von MHCIl, welcher im Rahmen der
Ausdifferenzierung herunterreguliert wird (311, 312). Hierdurch wird die Fahigkeit der
Zellen Antigene prasentieren zu konnen, reduziert. Zudem zeigt die gesamte
Zellpopulation eine deutlich erhdhte Expression der Chemokinrezeptors CXCR4. Das
mittels gRT-PCR in der HG auch hohe Spiegel des entsprechenden Liganden CXCL12
festgestellt wurden (Daten nicht im Manuskript enthalten) deutet darauf hin, dass die
Mikroumgebung der Harderschen Driise fiir Plasmazellen eine Uberlebensnische analog
zu den Nischen im Knochenmark und Darm darstellen kénnte und die CXCR4-CXCL12-
Achsedie Zellen nicht nurin die Nische leitet, sondern auch Uberlebenssignale vermittelt
(72, 303). Im Gegensatz hierzu spricht die Reduktion von CXCR4 in Kultur dafur, dass es
sich um eine Nachstellung der GC-Reaktion handelt, in der nicht vollstandig
ausdifferenzierte Plasmablasten die Expression von CXCR4 reduzieren, um zwischen

heller und dunkler Zone zu wandern beziehungsweise um das GC zu verlassen.
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Beim Sauger wird das Uberleben von Plasmazellen u.a. durch die Bindung von APRIL an
BCMA (dem dritten Rezeptor fur BAFF neben BAFF-R und TACI) vermittelt (313). Das
BAFF/BAFF-R System beim Huhn ist jedoch mit BAFF als alleinigem Ligand und BAFF-R
und TACI als Rezeptoren (bei BCMA handelt es sich um ein Pseudogen) einfacher
gestaltet. Damit stellt sich hinsichtlich der sehr schwachen Expression von TACI gegen
Ende der Kultur und der schwachen Expression auf Plasmazellen der Harderschen Druse,
die Frage, wie Plasmazellen des Huhns ausreichende Uberlebenssignale erhalten (253,
254). Einerseits ware es moglich, dass auch ohne April iUber BAFF und TACI alleine
ausreichend Uberlebenssignale vermittelt werden, andererseits wére es auch moglich,
dass noch weitere Faktoren, wie zum Beispiel CXCL12 das in der Harderschen Druse
deutlich exprimiert wird, oder IL-6, welches in den Knochenmarksnischen des Saugers

eine Rolle spielt (72), von Bedeutung sind.

6.5 Markerprofil von (ausdifferenzierten) Plasmazellen

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, Huhner-Plasmazellen ndher zu
charakterisieren. Damit kann die Liste der Differenzierungsmarker flr B-Zellen des
Huhns folgendermaBen erganzt werden:

Tabelle 3 Ergénzte Ubersicht der ansprechbar Oberflédchenantigene auf Hiihner-B-Zellen in
verschiedenen Entwicklungsphasen nach Hartle et al. (256)

Entwicklungsphase Antigene Literatur
chB6 (ab ED10), BAFF-R (ab ED14)
CXCRA4/5 (in der Milz), Sialyl-Lewis*

(CD15s)

pra-bursale B-Zellen (208, 256-260)

(208, 217, 243,

chB6, BAFF-R, MHCII, CD40, CXCR4, 255, 256, 258-

bursale B-Zellen

CXCR5, Wechselvon CD15s zu CD15

260)

emigrierende B-Zellen

Ig Light chain, MHCII, chL12, CXCR4"¥

(208, 218, 256)

periphere B-Zellen

CD5, chB6, BAFF-R, Ig Light chain,
MHCII, CD40

(242, 245, 255,
256, 258, 261)

GC B-Zellen

keine spezifischen Marker vorhanden
moéglicherweise CD57

(256, 262)

B-Gedachtniszellen

keine spezifischen Marker vorhanden

(256)

Plasmazellen

intrazellulares Immunglobulin
Oberflachenimmunglobulin (alle
Isotypen)

chB6/BAFF-R

CD57*

CD45*

(240, 242, 256,
262)
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6.6 Erginzende Ergebnisse und weiterfiihrende Uberlegungen

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Involution der Bursa zu Beginn der
Legereife keinen negativen Einfluss auf die Frequenz von B-Zellen in Blut und Milz hatte.
Im Gegenteil nahm der Anteil IgM*/Marker*-Zellen sogar zu. Dies verwundert zunachst, da
mit der Bursa, das primare lymphatische Organ, das fur die Entwicklung und Reifung der
B-Lymphozyten zustandig ist, verloren geht und daher davon ausgegangen werden
kdnnte, dass dies einen negativen Einfluss auf die Frequenz von B-Zellen hat. Jedoch
konnte bereits in anderen Versuchen eine Population von B-Zellen im Blut nachgewiesen
werden, die aus sich schnell teilenden Zellen stammt, deren Quelle nicht die Bursa sein
konnte, da die Tiere in diesen Versuchen bursektomiert waren (218). Die hierflr
verantwortlichen Zellen sind vermutlich auch jene Zellen, die fur die B-Zellproduktion
nach der Bursainvolution verantwortlich sind und werden in der Milz vermutet, von der
bekannt ist, dass sie eine Population sogenannter ,post-bursaler Stammzellen“
beherbergt, die zur Rekonstitution des peripheren B-Zell-Pools beitragen kdnnen (4, 223).
Ein kontinuierlicher Anstieg klassengewechselter Zellen konnte in diesen
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden und die punktuellen Peaks markernegativer

Zellen stehen vermutlich eher mit den genutzten Impfschemata in Zusammenhang.

Neben dem Einfluss des Alters wurde auch der Einfluss einer Impfung gegen das IBD-
Virus (Infectious Bursa Disease Virus) untersucht. Die Impfung wurde mit einem
attenuierten Lebendimpfstoff durchgeflhrt, der zu einer Depletion der B-Zellen in der
Bursa, gefolgt von einer anschlieBenden Regeneration des Organs (314) fuhrt.
Gleichzeitig induzierte der Impfstoff eine starke Antikdrperantwort gegen IBDV (315), was
unserer Annahme nach mit einer Zunahme klassengewechselter B-Zellen in Verbindung
stehen wurde. Vier Wochen nach der Impfung konnte tatsachlich ein signifikanter Anstieg
des Anteils klassengewechselter Zellen festgestellt werden, ebenso wie eine signifikante
Zunahme der markernegativen, nicht klassengewechselten Zellen. Mdgliche Erklarungen
flr diese Beoabachtung sind, dass entweder die vorhandenen differenzierten Zellen eine
hohere Resistenz gegen das IBD-Virus haben und daher nicht durch die Virusinfektion
eliminiert wurden. Ferner ware es moglich, dass durch die Immunantwort gegen das IBD-
Virus |IBDV-spezifische, differenzierte B-Zellen generiert. Um die Ursachen des
beobachteten Effektes zu klaren, sind weitere detaillierte Untersuchungen dieser Zellen

notig. Diese sollten auf jeden Fall eine absolute Quantifizierung der Zellen enthalten, um
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abzuklaren, ob es sich um eine absolute oder relative Zunahme der Zellen handelt.
Dartber hinaus ware es von Interesse, markerpositive und markernegative
klassengewechselte Zellen hinsichtlich eines moglichen Memory-Phanotyps
eingehender zu charakterisieren, da dieser Zelltyp beim Huhn bislang nicht beschrieben

wurde, er aber nach Impfung entstehen bzw. sein Anteil zunehmen sollte.

6.7 Ausblick

Die Erkenntnisse, die innerhalb dieser Arbeit gewonnen werden konnten, fuhren zu einer

Vielzahl von Anwendungsmaglichkeiten, die im Folgenden weiter diskutiert werden.

6.7.1 Mogliche Optimierungen des Kultursystems

Innerhalb des Kultursystems mit CD40L und IL-10 konnte sowohl auf der Ebene von
Oberflachenmarkern als auch auf Transkriptionsfaktorebene neben einer initialen
Aktivierungsphase (Expressionssteigerung von CD25, CD80, CD57, CD138, TACI) eine
zweite Phase der weiteren Differenzierung (Abnahme der Expression von chB6 und
BAFF-R, sowie hohe Blimp-1-Level und Immunglobulin-Klassenwechsel) nachgewiesen

werden.

In Zellkulturversuchen mit naiven humanen B-Zellen sowie GC-B-Zellen wurde gezeigt,
dass fur eine terminale Differenzierung zur Plasmazelle ein Beenden des CD40L-Signals
ndtig ist (151, 316) und ein Beibehalten eher zur Differenzierung in Richtung eines
Gedachtniszell-Phanotyps fuhrt (151). Daher sollte in zukunftigen Versuchen CD40L nach
einer ersten Phase der Aktivierung aus der Kultur entfernt werden, um zu prifen ob auch
beim Huhn dadurch die terminale Differenzierung der Zellen in Richtung Plasmazelle

gefdrdert werden kann.

Zusatzlich konnten neben CD40L und IL-10 noch weitere Zytokine, wie das fur die GC-
Reaktion essenzielle IL-21, in die Kultur eingebracht werden. IL-21 induziert bei CD40-
stimulierten Sauger B-Zellen sowohl eine starke Proliferation als auch die Differenzierung
in  Richtung eines Plasmazell-Phanotyps und steigert nachweislich die
Antikdrperproduktion (317, 318). Obwohl die Rolle von IL-10 und IL-21 in der GC-Reaktion
redundant erscheint, wirken sie in unterschiedlichen Differenzierungsstadien
unterschiedlich effizient: IL-21 verstarkt die Initiationsphase, wahrend IL-10 die

Differenzierung von Plasmablasten zu Plasmazellen fordert (177). Diese Erkenntnisse
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legen nahe, dass es moglicherweise sinnvoll ware, dass Kultursystem uber die zeitlich

versetzte Zugabe von IL-21 und IL-10 zu optimieren.

Die in den Kulturen anfangs beobachtete starke Hochregulation von CD25, der a-Kette
des IL-2-Rezeptors, kdonnte darauf hinweisen, dass sich differenzierende B-Zellen
sensibel auf IL-2 reagieren. In diesem Zusammenhang ware es sinnvoll zu prifen, ob die
Zugabe von IL-2 die Differenzierung weiter beeinflusst. Interessanterweise zeigen neuere
Studien von Sun et al., dass CD25 auf B-Zellen eher eine Feedback-Funktion fir die
BCR-Signalubermittlung Gbernimmt, anstatt als funktionelle IL-2-Rezeptorkomponente
zu wirken (319). Diese Erkenntnis legt nahe, dass CD25 eine komplexere Rolle in der
B-Zell-Biologie spielt, als bisher angenommen, da die CD25-Expression auf B-Zellen
bisher hauptsachlich mit einem B-Gedachtniszell-Phanotyp und dessen besserer
Antigenprasentations- und Proliferationskapazitat in Verbindung gebracht wurde (296,

320-323).

Um den Einfluss von Zytokinen gezielt untersuchen zu kdnnen ware es sinnvoll, weitere
Versuche mit, durch Sortierverfahren wie FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)
oder MACS (Magnetic Activated Cell Sorting), aufgereinigten B-Zellen durchzufuhren, da
wir in unserem Kultursystem zeigen konnten, dass es zu spateren Zeitpunkten zu einer
starken Proliferation von, vor allem CD4-positiven T-Zellen kommt. Es kann also nicht
ausgeschlossen werden, dass im bisherigen auf einer gemischten Ausgangspopulation
basierenden Kultursystem bereits IL-21 vorhanden war, da die stark proliferierende

T-Zellen zu spateren Zeitpunkten potenziell IL-21 sezernieren.

Ebenso kann die Anwesenheit von IL-2 nicht ausgeschlossen werden, da fur CD40-
aktivierte B-Zellen beim Menschen und Kaninchen gezeigt wurde, dass sie autokrin IL-2
produzieren (324). Sollte dies auch bei Hihner-B-Zellen der Fall sein, konnte dies eine
Erklarung flr die beobachteten Differenzierungsprozesse und die zellulare

Zusammensetzung des Kultursystems liefern.

6.7.2 Kandidatengen-Ansatze

Die in Kultur und ex-vivo analysierte Expression, der in Kandidatengen-Ansatzen
gewonnenen Antikorper gegen TACI und CD138, kann hinsichtlich der Identifikation von
Plasmazellen als teilerfolgreich bezeichnet werden, da zumindest flr TACI eine niedrige

Expression auf Plasmazellen nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu war
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CD138 auf den Plasmazellen nicht nachweisbar und scheint beim Huhn eher ein Marker
von Aktivierungsprozessen innerhalb der GC-Reaktion zu sein. Hier konnte eindrucksvoll
gezeigt werden, dass nicht alle Erkenntnisse hinsichtlich der Expression von
Oberflachenantigenen aus dem Sauger auf das Huhn Ubertragbar sind, sondern
fundamentale Unterschiede bestehen und jeder Marker individuell Uberpruft werden

muss.

Nachdem allerdings durch die erfolgreiche Isolation aus der HG nun ein direkter Zugriff
auf Plasmazellen des Huhns madglich ist, kann jetzt gezielt nach weiteren maoglichen
Kandidatengenen innerhalb der Plasmazell-Population des Huhns gesucht werden, die
dann flr die Generierung neuer Zell-spezifischer Marker genutzt werden konnen. Hierfur
stehen Sequenzierungsmethoden fur ganze Zellpopulationen oder fur Einzelzellen, zur
Verfugung, die die Untersuchung der gesamten Transkriptomlandschaft einer
Zellpopulation oder der Genexpression auf Einzelzellebene (scRNASeq) ermoglicht.
Letztere bietet eine hohe Aufldsung und istbesonders nltzlich zur Identifizierung seltener
Zelltypen oder Subpopulationen, die in der Bulk-Sequenzierung mdglicherweise

ubersehen werden.

Da wir fur die Plasmazellen der Harderschen Drise zeigen konnten, dass es sich um eine
heterogene Population handelt, sowohl hinsichtlich des Zellzyklus, als auch hinsichtlich
der Expression verschiedener Ig-Isotypen, ware scRNASeq maoglicherweise die
interessantere Methode, da hier auch Unterschiede zwischen den verschiedenen

Plasmazellen (IgM vs. IgA vs. IgY) festgestellt werden kdnnten.

Ebenso bieten die Sequenzierungsmethoden eine gute Maglichkeit, Zellpopulationen
naher zu untersuchen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht naher charakterisiert werden
konnten. Dazu gehoren beispielsweise die markernegativen, Ig-positiven Zellen, die in
der Harderschen Drise gefunden werden konnten, bei denen Uber
Genexpressionsanalysen das Vorhandensein von fur Memory-Zellen spezifischen Genen

untersucht werden konnte.

6.7.3 Impfstoffentwicklung
Der Zugriff auf die Plasmazellen aus der Harderschen Drise bietet nicht nur die
Moglichkeit einer genaueren Untersuchung der Zellen, sondern bietet auch eine

Moglichkeit die Wirkung von Impfstoffen beziehungsweise Mechanismen der auf
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Impfungen folgenden Antikérperantwort genauer zu untersuchen. Die HG als lokales
Immunorgan im Auge bietet sich hier besonders an, da Impfungen gegen das
Newcastle-Disease-Virus (NDV), eine Pflichtimpfung fur Huhner in Deutschland, oder
Kombiimpfstoffe gegen NDV und IBV (Infektidses Bronchitis Virus) Uber das Auge, in Form

von Tropfen, verabreicht werden konnen.

Der direkte Zugriff auf die Antikdrper-produzierenden Zellen der HG bietet eine wertvolle
Ergdnzung zu den bisherigen Untersuchungen der lokalen Immunantwort, die sich bisher
hauptsachlich auf Untersuchungen von Antikdrperspiegeln in der Tranenfllissigkeit

beschrankten (325, 326).

Als mukosales Immunorgan bietet die Hardersche Drlise zusatzlich die Mdglichkeit im
Kontext der Impfstoffentwicklung verschiedene Adjunvantien zu testen, die vor allem die

IgA-Antwort unterstltzen sollen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass zwar noch viele Fragen, hinsichtlich der
terminalen B-Zelldifferenzierung, sowie genauer Mechanismen der Antikdrperproduktion
und funktionaler Mechanismen offen sind, jedoch hat diese Arbeit die Grundlage

geschaffen, einige dieser Fragen in Zukunft gezielt adressieren zu kdnnen.
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7 Zusammenfassung

Isolierung und Charakterisierung von Plasmazellen des Haushuhns (Gallus gallus)

Plasmazellen bilden das finale Differenzierungsstadium der B-Zell-Entwicklung und sind
fur die Antikorperproduktion verantwortlich. Obwohl beim Geflugel viele Impfstoffe ihre
Schutzwirkung uber die induzierte Antikorperantwort vermitteln, war uber Plasmazellen
des Huhnes bislang nur sehr wenig bekannt. Dies lag unter anderem darin begrindet,
dass auBer ihres charakteristischen histologischen Phanotyps, keine Marker fur ihre
Identifikation zur VerflUgung standen. Ziel dieser Arbeit war es daher, diese Zellen mittels

verschiedener Ansatze naher zu charakterisieren.

Hierflir wurde zum einen ein in-vitro Kultursystem mit Milzleukozyten etabliert, bei dem
die Stimulation mit den Zytokinen CD40L und IL10 zur Aktivierung der B-Zellen, ihrer
Proliferation und letztlich zu ihrer Ausdifferenzierung in Richtung Plasmazellen flhrte.
Dabei gelang es auch einen Immunglobulinklassenwechsel von IgM sowohl zu IgA als
auchlgY zuinduzieren. Als Nachweis der Plasmazelldifferenzierung dienten dabei u.a. die
starke Zunahme der ZellgroBe (FSCMe") und Antikorpersekretion sowie die Expression des
far Plasmazellen charakteristischen Transkriptionsfaktors Blimp-1 bei gleichzeitigem
Verlust des fur B-Zellen kanonischen Transkriptionsfaktors Pax-5. Die eingehende
durchflusszytometrische Untersuchung der entstehenden Zellen zeigte, dass sie die fur
Huhner-B-Zellen typischen Marker chB6 und den Rezeptor flr den B-Zelluberlebensfaktor
BAFF, BAFF-R beinahe vollstandig verloren hatten. Positiv waren sie dagegen flur den
Chemokinrezeptor CXCR4 und ein GroBteil der Zellen exprimierte den Aktivierungsmarker
CD57. Unabhéangig davon, ob die Zellen weiter IgM bildeten oder einen Klassenwechsel
zu IgY oder IgA durchlaufen hatten, exprimierten sie weiterhin membrangebundene
Immunglobuline (also den B-Zellrezeptor) auf der Oberfldche. Dies ist besonders
interessant, da IgG produzierende Plasmazellen des Saugers auf ihrer Oberflache keinen

B-Zellrezeptor mehr besitzen.

In einem weiteren Ansatz wurde ein Isolationsprotokoll fur Plasmazellen direkt aus
Gewebe etabliert. Hierzu diente die Hardersche Druse (HG), eine TranendrUse in der
Augenhdhle, die histologisch eine groBe Anzahl von Zellen mit Plasmazell-Phanotyp

aufwies.
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Aus Praparationen von HG-Leukozyten gelang es, eine Population groBer, CD45-positiver
Zellen zu isolieren, die mikroskopisch Charakteristika von Plasmazellen aufwiesen,
Blimp-1 exprimierten und Immunglobulin (zum groBen Teil IgA) auf der Oberflache trugen.
Auch diese Zellen hatten die B-Zell typischen Marker (chB6, BAFF-R und Pax-5) verloren
und waren positiv fur CXCR4 und CD57, womit sie weitgehend den in Kultur

differenzierten Zellen entsprachen.

Dahumane Plasmazellen u.a. durch ihre Expression von CD138 und TACI (einem weiteren
Rezeptor fur BAFF charakterisiert sind), wurden zusatzlich Antikérper gegen
huhnerspezifisches CD138 und TACI generiert. Obwohl beide Marker in den Kulturen
kurzfristig induziert werden konnten, war TACI nur auf Zellen der HG in sehr geringen
Mengen nachweisbar und CD138 weder auf den in Kultur induzierten noch auf den
Plasmazellen der HG zu finden. Dies zeigt, dass eine Ubertragung von bei Saugern
gewonnenen Erkenntnissen auf das Immunsystem des Huhns nur sehr eingeschrankt

maoglich ist.

Damitistesim Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal gelungen, auf verschiedenen Wegen
Huhner-Plasmazellen zu gewinnen und diese als groBe CD45*/chB6/BAFF-R/Ig*/CD57*
Zellen anzusprechen. Zudem konnten deutliche Unterschiede (IgY*-BCR, CD138,
CXCR5"") aber auch konservierte Mechanismen (BAFF-R-, Pax-5-, Blimp-1"¢") im Vergleich
zum Sauger aufgezeigt werden. Diese Zellen kdénnen nun fur weiterfUhrende
Untersuchungen wie z.B mittels Next generation sequencing sowie funktionelle Studien
genutzt werden und werden damit zu einem besseren Verstdndnis der humoralen

Immunantwort beim Huhn beitragen.
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8 Summary

Isolation and characterization of plasma cells of the domestic chicken (Gallus

gallus)

Plasma cells represent the final differentiation stage of B cell development and are
responsible for antibody production. Although many poultry vaccines mediate their
protective effect via the induced antibody response, very little was known about chicken
plasma cells. One of the reasons for this was that, apart from their characteristic
histological phenotype, no markers were available for their identification. The aim of this

work was therefore to characterize these cells in more detail using various approaches.

First, we established, an in-vitro culture system with spleen leukocytes, where
stimulation with the cytokines CD40L and IL10 led to the activation of B cells, their
proliferation, and eventually their differentiation into plasma cells. This protocol also
succeeded in inducing an immunoglobulin class switch from IgM to both IgA and IgY.
Evidence of plasma cell differentiation included a significant increase in cell size (FSC"e")
and antibody secretion as well as the expression of the plasma cell-specific transcription
factor Blimp-1, along with the simultaneous loss of the canonical B cell transcription
factor Pax-5. Detailed flow cytometric analysis of the emerging cells showed that they had
almost completely lost the typical of chicken B cell markes chB6 and the receptor for the
B cell survival factor BAFF, BAFF-R. However, they stained positive for the chemokine
receptor CXCR4 and the majority of the cells expressed the activation marker CD57.
Regardless of whether the cells continued to produce IgM or underwent a class switch to
IgY or IgA, they still expressed membrane-bound immunoglobulins (i.e., the B cell
receptor) on their surface. This is particularly interesting because IgG-producing plasma

cells in mammals no longer carry a B cell receptor on their surface.

In another approach, an isolation protocol for plasma cells directly from tissue was
established. The Harderian gland (HG), a lacrimal gland in the eye socket, which
histologically showed a large number of cells with a plasma cell phenotype, was used for
this purpose. Preparations of HG leukocytes succeeded in isolating a population of large
CD45-positive cells that microscopically exhibited characteristics of plasma cells,

expressed Blimp-1, and were positive for immunoglobulin (mostly IgA) on their surface.
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These cells had also lost the typical B cell markers (chB6, BAFF-R, and Pax-5) and were
positive for CXCR4 and CD57, thus largely corresponding to the cells differentiated in

culture.

Since human plasma cells are characterized by their expression of CD138 and TACI
(another receptor for BAFF), antibodies against chicken-specific CD138 and TACI were
additionally generated. Although both markers could be transiently induced in cultures,
TACI was detectable only in very small amounts on HG cells, and CD138 was not found
on either the cultured or HG plasma cells. This shows that transferring findings from

mammals to the chicken immune system is only possible to a limited extent.

In summary, within this work, for the first time, chicken plasma cells were successfully
obtained in various ways and identified as large CD45*/chB6/BAFF-R/Ig*/CD57* cells.
Furthermore, clear differences (IgY*-BCR, CD138, CXCR5") but also conserved
mechanisms (BAFF-R-, Pax-5-, Blimp-1"¢") could be demonstrated in comparison to
mammals. These cells can now be used for further investigations, such as next-
generation sequencing and functional studies, contributing to a better understanding of

the humoralimmune response in chickens.
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