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1 Einleitung 

Geflügel, insbesondere Hühner, spielt in Deutschland eine bedeutende wirtschaftliche 

Rolle. Im Jahr 2023 wurden 156 Millionen Hühner gehalten (1), die hauptsächlich zur 

Lebensmittelproduktion dienen, wobei die Eierproduktion, allein auf Betriebe mit mehr 

als 3000 Haltungsplätzen bezogen, bei 13,1 Milliarden Stück lag (2). 

Da der Einsatz von Medikamenten bei lebensmittelliefernden Tieren streng reglementiert 

ist, kommt der Infektionsprävention eine besondere Bedeutung zu. Eine effektive 

Kontrolle von Krankheitserregern wird daher in der Wirtschaftsgeflügelhaltung 

maßgeblich durch den Einsatz von Vakzinen gewährleistet. 

Neben ihrer wirtschaftlichen Bedeutung haben sich Hühner auch als wichtige 

Modelltierart für die immunologische Forschung etabliert. Viele grundlegende 

Erkenntnisse über 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 Hühnern (3). Das aviäre Immunsystem weist dabei einige 

wesentliche Unterschiede zu dem der Säuger auf, insbesondere in Bezug auf die B-Zell-

Entwicklung (4, 5). 

Die Bursa Fabricii, das einzigartige primäre B-Zellorgan der Vögel, spielt eine zentrale 

Rolle bei der Reifung und Diversifizierung der B-Zellen. Diese sind für die humorale 

Immunantwort und die Produktion von Antikörpern essenziell, die einen entscheidenden 

Beitrag zum Schutz gegen bakterielle und virale Erreger leisten (6). 

Ein besseres Verständnis der Mechanismen, die die B-Zell-Differenzierung und 

Antikörperproduktion regulieren, ist essenziell, um aktuelle Impfstoffe und 

Impfstrategien gegen die aviäre Influenza weiterzuentwickeln (7). Dies ist entscheidend, 

um die Gesundheit großer Geflügelbestände langfristig zu gewährleisten. 

Trotz bedeutender Fortschritte in der Hühnerforschung 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 für die terminalen 

Differenzierungsstufen der B-Zellen, namentlich Memory- und Plasmazellen, fehlen 

spezifische Oberflächenmarker. Diese Lücke erschwert nicht nur die genaue 

Charakterisierung dieser Zelltypen erheblich, sondern verhindert auch die Untersuchung 

der zugrunde liegenden molekularen Prozesse. 



Einleitung  2 
 

Die fortlaufende Forschung in diesem Bereich ist entscheidend, um nicht nur das 

Verständnis des aviären Immunsystems zu vertiefen, sondern auch die Anwendung der 

Erkenntnisse zur Verbesserung der Geflügelgesundheit zu ermöglichen. 

Daher untersucht diese Arbeit Möglichkeiten Plasmazellen in-vitro zu generieren und ein 

markerbasiertes Isolationsprotokoll für Plasmazellen zu entwickeln, um damit die 

Grundlage für eine tiefergehende Charakterisierung dieser Zellen zu schaffen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Literaturübersicht  3 
 

2 Literaturübersicht 

B-Zellen sind eine wesentliche Komponente des adaptiven Immunsystems, die für die 

Produktion von Antikörpern verantwortlich sind. Diese Antikörper erkennen und binden 

spezifische Antigene auf der Oberfläche von Krankheitserregern wie Viren, Bakterien oder 

deren Bestandteile und Produkte. Bei der Bindung eines Antikörpers an ein Antigen wird 

das Pathogen markiert und kann im Anschluss durch verschiedene Mechanismen des 

Immunsystems zerstört oder neutralisiert werden. B-Zellen spielen außerdem eine Rolle 

bei der Bildung des immunologischen Gedächtnisses, welches den Körper langfristig vor 

erneuten Infektionen schützt. 

2.1 Entwicklung des B-Zell-Systems beim Säuger 

Die B-Zell-Entwicklung beim Säuger verläuft in zwei Phasen: die Reifung von der 

hämatopoetischen 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 hämatopoetischen Stammzelle zur unreifen B Zelle – 

Entwicklung im Knochenmark 

 

 

Abbildung 1 Überblick der B-Zell-Entwicklung (8-15) 
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Aus einer hämatopoetischen Vorläuferzelle entwickelt sich bei Menschen und Mäusen im 

Knochenmark eine gemeinsame lymphatische Vorläuferzelle aus welcher sich B- und       

T-Lymphozyten, sowie die natürliche 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 ermöglicht 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 funktionsfähige und nicht autoreaktive B-Zellen überleben (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 

Übergangsstadien, 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 Übergangsstadien durchlaufen und schließlich Teil des peripheren  

B-Zell-Pools werden können, sind schwache Signale über den BCR notwendig. Diese 

Signale sind wesentlich schwächer als jene, die bei einer Bindung des Oberflächen-IgM 

des BCR an ein körperfremdes Antigen entstehen und werden möglicherweise über 

niedrigaffine Erkennung von körpereigenem Antigen ausgelöst. Der genaue Mechanismus 

ist jedoch bislang unbekannt (25-28). 

Während einige B-Zellen als Marginalzonen-B-Zellen in der Milz verbleiben, zirkuliert der 

Großteil als follikuläre B-Zellen und siedelt sich später wieder in B-Zell-Arealen der Milz 

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

Dort erhalten sie, vermittelt über das Zytokin BAFF (B cell activating factor belonging to 

the TNF family), das mit den Oberflächenrezeptoren BAFF-R (BAFF Rezeptor) (30),      

BCMA (B cell maturation antigen) (31) oder TACI (transmembrane activator and            

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

Beim Säuger kann zwischen B1, follikulären (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 

hauptsächlich in der Pleura- und der Peritonealhöhle und weniger in den peripheren 

lymphatischen Organen. Zusätzlich unterscheidet diese, dass sie im Gegensatz zu den 

anderen B-Zellen, kein, beziehungsweise nur wenig CD45 exprimieren. Sie entstehen 

hauptsächlich vor der Geburt in der fetalen Leber und sind in der Lage ohne T-Zell-Hilfe 

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

B2- oder follikuläre B-Zellen befinden sich in der Milz und anderen lymphatischen 

Organen, die Marginalzonen-B-Zellen befinden sich hauptsächlich in der 

namensgebenden Grenzzone zwischen weißer und roter Milzpulpa. Im Gegensatz zu den 

B1-Zellen stammen beide B-Zell-Subtypen aus dem Knochenmark und ihr Überleben ist 

von BAFF abhängig. Marginalzonen-B-Zellen können im Gegensatz zu den follikulären       

B-Zellen auch ohne T-Zell-Hilfe Antikörper produzieren und so, ähnlich wie die B1-Zellen 

schnell reagieren, produzieren aber auch hauptsächlich Antikörper vom IgM-Isotyp (25, 

27, 39-41). 

2.1.4  Differenzierung von Antikörper-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 über das Rezeptor-Liganden-Paar CD40 – CD40L steigert 

das Überleben von B-Zellen und induziert die Expression weiterer costimulatorischer 

Moleküle, 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 interfollikulären Zonen zurück (45). Ein Teil der               

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

differenzieren, zusammen. 

Der andere Teil der aktivierten B-Zellen wandert zusammen mit seinen assoziierten               

T-Zellen in die primären 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 

Aktivität unterteilen lassen. In ihnen kommt es zur Affinitätsreifung und zum, durch die 

aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase (AID) induzierten, Immunglobulin-

Klassenwechsel (48, 49). Während dieser Prozesse wandern die Zellen zwischen dunkler 

Zone (Ort der Proliferation) und heller Zone (Ort der Selektion) hin und her. Diese 

räumliche 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 

antikörpersezernierende, aber noch teilungsfähige Plasmablasten und wandern dann in 

verschiedene Gewebe, wie zum Beispiel das Knochenmark aus, wo sie sich zu reifen, 

nicht mehr teilungsfähigen Plasmazellen ausdifferenzieren (52). 

Auf Grund der Lokalisation der Bildung von Plasmablasten/Plasmazellen kann also 

zwischen einer extrafollikulären und follikulären Antikörperantwort unterschieden 

werden. 

2.1.5 Mikroskopischer Phänotyp von Plasmazellen 

Plasmazellen weisen eine charakteristische Morphologie auf und konnten anhand dieser, 

bereits vor dem Einsatz von spezifischen Antikörpern, mikroskopisch identifiziert werden. 

Im Knochenmark des Menschen zeigen sich Plasmazellen als rundlich bis ovale Zellen 

mit einer Größe von 10-30µm und basophilem Zytoplasma. Der Zellkern ist exzentrisch 

gelegen und lässt, verursacht durch dicht zusammengelagertes Chromatin, eine 

charakteristische Wagenradstruktur erkennen. Mit May-Grünwald-Giemsa-Färbung 

angefärbte PCs zeigen um den Zellkern einen farblosen Hof, der dem ungefärbten       

Golgi-Apparat entspricht.  
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In elektronenmikroskopischen Analysen zeigt sich eine feine villinöse Zellmembran. 

Gelegentlich lässt sich ein mittlerer Nukleolus nachweisen. Das raue endoplasmatische 

Retikulum (rER) ist stark ausgeprägt und konzentrisch um den Zellkern angeordnet, wobei 

zahlreiche Ribosomen an der Außenseite haften. Diese Struktur weist auf die hohe 

Synthesekapazität für Immunglobuline hin. In unmittelbarer Kernnähe befindet sich ein 

gut entwickelter Golgi-Apparat. Zudem lassen sich gelegentlich kleine zytoplasmatische 

Einschlüsse nachweisen (53). 

2.1.6 Kurzlebige Plasmazellen 

Neben ihrer Lokalisation und dem produzierten Antikörper-Isotyp, können Plasmazellen 

auch anhand ihrer Lebensspanne unterteilt werden. Die sogenannten kurzlebigen 

Plasmazellen (SLPCs, short lived plasma cells) entstehen mit Hilfe von follikulären                  

T-Helfer-Zellen (Tfh) in den extrafollikulären Immunantworten innerhalb von ca. vier bis 

sieben Tagen nach Antigenkontakt (54-56). Sie können nach Infektionen oder Impfungen 

schnell große Mengen von niedrig-affinen IgM- und teils IgG-Antikörpern produzieren (57, 

58), sterben jedoch nach wenigen Tagen wieder ab (59, 60). Die relativ kurze 

Überlebensspanne dieser Zellen, kann zum Teil darauf zurückgeführt werden, dass es im 

Rahmen der intensiven Antikörperproduktion zu Stressreaktionen im endoplasmatischen 

Retikulum (ER) kommt, welche die Apoptose der Zellen induzieren. Zwar wird die 

Aktivierung von für 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 Marksträngen der Lymphknoten 

lokalisiert (61-63) und spielen vor allem in der Frühphase einer Infektion eine wichtige 

Rolle bei deren Eindämmung. Bei einigen Autoimmunerkrankungen, wie der 

rheumatoiden Arthritis oder Lupus erythematosus dominieren sie die frühe 

Autoantikörperantwort (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 

Antikörper 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 Antikörper zu produzieren und einen 

langfristigen Schutz gegen Pathogene bieten (71). 

Gesteuert über die CXCR4-CXCL12-Achse migrieren sie in spezialisierte 

Überlebensnischen, 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 über Zell-Zell-Kontakt zu Stroma-Zellen, Dendritischen Zellen und 

regulatorischen T-Zellen sowie über lösliche Faktoren  wie die Zytokine  IL-6 und APRIL 

und das Chemokin CXCL12 Überlebenssignale erhalten, die es den Zellen ermöglichen 

über Monate, Jahre oder sogar lebenslang zu überdauern (72, 73). Für die Maus konnte 

gezeigt werden, dass IgA- und IgG-exprimierende Plasmazellen sowohl im Knochenmark 

als auch im Darm nicht zirkulieren, sondern konstant in den jeweiligen Nischen 

verbleiben (74). 

LLPCs sind nicht von Natur aus langlebig. Vielmehr hängt ihr Überleben entscheidend 

davon ab, ob sie eine der in ihrer Anzahl begrenzten Überlebensnischen im Knochenmark 

oder anderen sekundären Organen, sowie entzündeten Geweben erreichen und diese 

nutzen können (75-78). 

Die LLPCs in den Nischen des Knochenmarks stellen die Hauptquelle des im Körper 

zirkulierenden IgGs dar (79), sind aber auch in der Lage, Antikörper 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 Überlebensnischen für Plasmazellen sind noch 

unzureichend charakterisiert, scheinen aber auch reich Überlebensfaktoren 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 

Antikörpern durch die LLPCs zu beeinflussen (84, 85), daher kann davon ausgegangen 

werden, dass sie vollständig unabhängig von ausgereiften B-Zellen und                                              

B-Gedächtniszellen interagieren. 



Literaturübersicht  9 
 

2.1.8 B-Gedächtniszellen 

Neben der Generierung von Plasmablasten/-Zellen werden im Rahmen der GC-Reaktion 

B-Gedächtniszellen ausgebildet, die bei erneutem Antigenkontakt eine wesentlich 

schnellere und auch stärkere Antikörperantwort auslösen (55, 86). 

B-Gedächtniszellen zirkulieren beim Menschen im Blut (87, 88), ihre größten Reservoire 

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

Auch wenn murine und humane  Gedächtniszellen mit TACI einen Rezeptor für  BAFF und 

APRIL aufweisen und humane Gedächtniszellen zusätzlich noch höhere Level von BCMA 

und BAFF-R exprimieren (91-93), ist im Gegensatz zu den undifferenzierten B- und 

Plasmazellen für Gedächtniszellen keine Abhängigkeit von BAFF oder APRIL bekannt (91, 

94). 

Neuere Studien zeigen jedoch, dass im Mausmodell die Interaktion von BAFF und BAFF-

R für das Überleben von B-Gedächtniszellen notwendig ist, sowie essentiell für die 

Bildung des GC-unabhängigen B-Gedächtniszell-Pools ist (95-97). 

Die Hauptfaktoren für das Überleben von B-Gedächtniszellen scheinen jedoch zu sein, 

dass sie hohe Spiegel von Genen exprimieren, die an der Zellaktivierung, Costimulation 

und dem Überleben beteiligt sind (98-100), sie sich in einen Ruhezustand begeben 

können (101) und es zur mitunter zur Reaktivierung durch Antigen oder bystander-Signale 

kommt, die helfen die Überlebenssignale zu erneuern und damit die Langlebigkeit zu 

erhalten (102, 103). 
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Abbildung 2 Überblick über die antigenabhängige B-Zellreifung (9, 47, 50, 51, 87, 88, 104-115) 

 

2.1.9 Wichtige Transkriptionsfaktoren der B-Zell-Differenzierung 

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

Transkriptionsfaktoren. Im Folgenden sind drei wichtige Faktoren näher 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 Schlüsselrolle bei der 

Festlegung der B-Zell-Linie ein, indem es Gene aktiviert, die für die Differenzierung zur      

B-Zelle notwendig sind, und gleichzeitig Gene unterdrückt, die nicht zur B-Linie gehören. 

Die Expression von Pax-5 beginnt in den frühen Stadien der B-Lymphopoese und wird 

durch den Early B-cell factor-1 (EBF-1) vermittelt (116-119). Pax-5 ist essentiell für die 

Weiterdifferenzierung der B-Zellen über das frühe Pro-B-Stadium hinaus und stellt die 

Aufrechterhaltung der B-Zell-Identität während der weiteren Differenzierung sicher (120). 

Ein Ziel von Pax-5 sind unter anderem das Gen für CD19, eine Komponente des                          

B-Zell-Korezeptors und das Gen für Igα, einer Signalkomponente sowohl des                                             

prä-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 für die B-Zellen in der Keimzentrumsreaktion in dem 

es dort als transkriptioneller Repressor wirkt (122, 123). Es wirkt negativ regulatorisch auf 

Gene, welche auf, während der somatischen Hypermutation und des Klassenwechsels 

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

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

Blimp-1 ist ein entscheidender Transkriptionsfaktor in der späten B-Zelldifferenzierung. 

Als sogenannter Masterregulator der Plasmazelldifferenzierung unterdrückt er zum einen 

Gene, die für die Aufrechterhaltung der B-Zell-Identität nötig sind, zum anderen fördert er 

die Expression von für die Plasmazellfunktion nötigen Genen (126). Blimp-1 induziert die 

Bildung von Plasmablasten und die Sekretion von Antikörpern, was für die effektive 

adaptive Immunantwort entscheidend ist (127). 

Blimp-1 interagiert mit Pax-5 und unterdrückt dessen Expression. Somit wird die 

terminale Differenzierung der B- zur Plasmazelle ermöglicht. Umgekehrt kann Pax-5 aber 

auch Blimp-1 unterdrücken. Diese dynamische Wechselwirkung zwischen diesen beiden 

Transkriptionsfaktoren ist für 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 fördern (126, 131). 
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2.1.10 Wichtige Zytokine der B-Zell-Differenzierung und 

Antikörperproduktion 

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

denen im Folgenden die für 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 

Überlebens- aber auch Reifungsfaktor für B-Zellen dar (132-134). Das Überleben von 

unreifen B-Zellen im Knochenmark scheint unabhängig von BAFF zu sein, wohingegen es 

in BAFF-KO-Mäusen zu einem fast vollständigen Verlust von follikulären und 

Marginalzonen B-Zellen kommt (39, 135). 

Ein besonderes Merkmal von BAFF ist seine Bindung an drei Rezeptoren: BAFF-R 

(spezifisch für BAFF), BCMA und TACI, die in unterschiedlichen B-Zell-Stadien exprimiert 

werden und zudem den Liganden APRIL binden (136, 137).  

Gemeinsam mit APRIL trägt BAFF zum Überleben 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 

Überleben und der Differenzierung von B-Zellen. APRIL bindet an die Rezeptoren TACI 

und BCMA, die auf B-Zellen in späteren Entwicklungsstadien exprimiert werden (136, 

139). Diese Interaktion fördert das Überleben von Plasmazellen und unterstützt die 

Erhaltung langlebiger Plasmazellen im Knochenmark (140), zusätzlich spielt es eine Rolle 

beim Immunglobulin-Klassenwechsel (141, 142) . Die Expression von APRIL wird durch 

verschiedene Faktoren wie Zytokine (z.B. Interferon-alpha (IFN-α) und Interferon-gamma 

(IFN-γ) reguliert (143) oder kann durch Entzündungsreaktionen getriggert werden (144). 

2.1.10.3  CD40 Ligand (CD40L) 

Der CD40L stellt ein weiteres für die B-Zell-Differenzierung zur Plasmazelle wichtiges 

Mitglied der TNF-Ligandenfamilie dar. Seine Interaktion mit seinem Bindungspartner 

CD40 spielt eine essenzielle Rolle innerhalb der T-Zell-abhängigen Antikörperantwort. 
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Die CD40L-vermittelte B-Zell-Hilfe fördert Proliferation, Bildung von GCs, Affinitätsreifung 

und den Immunglobulin-Klassenwechsel (145, 146). Nach Antigenkontakt internalisiert 

die B-Zelle den B-Zell-Rezeptor (BCR) mitsamt gebundenem Antigen, prozessiert es und 

präsentiert es über MHC-II an aktivierte T-Zellen. Die resultierende immunologische 

Synapse wird durch akzessorische Adhäsionsmoleküle stabilisiert und geht mit einer 

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

Auf der B Zelle führt die CD40-Ligation zu einer Hochregulation von CD80, CD86 und 

MHC-II, wodurch ihre Fähigkeit zur Antigenpräsentation und T-Zell-Aktivierung verstärkt 

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). Zusätzlich liefert IL-2 wichtige 

Überlebenssignale für B-Zellen in dem es die Bildung antiapoptotischer Proteine fördert 

(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 

Überleben, sowie die Funktion von Plasmazellen fördern (158). Auch in-vivo fördert IL-6 

die Aktivierung von B-Zellen und deren Differenzierung zu antikörperproduzierenden 

Plasmablasten (159), ebenso liefert es, ähnlich wie IL-2 Überlebenssignale in dem es die 

Expression antiapoptotischer Proteine fördert (72). 

2.1.10.6  Interleukin 10 (IL-10) 

IL-10 ein Mitglied der Interleukin-10 beziehungsweise Typ-II-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 über alle Entwicklungsstadien hinweg proliferationsfördernd (160), 

vorausgesetzt, dass es parallel zu einer Interaktion von CD40 mit seinem Liganden 

kommt. Dieser Effekt wird durch IL-2 und IL-4 synergistisch verstärkt (161). Zudem fördert 
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IL-10 das Überleben von B-Zellen durch die Hochregulation antiapoptotischer Proteine 

wie BCL-2 (162, 163), sowie durch die Modulation der Telomerase-Aktivität (164). Sein 

Einfluss auf B-Zellen variiert je nach deren Aktivierungszustand und der Präsenz weiterer 

Zytokine (150, 165). 

IL-10 unterstützt den Immunglobulinklassenwechsel zu IgG1 und IgG3, während in 

Anwesenheit von TGF-β 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 ähnlich wie IL-10 nur in Kombination mit CD40L wirken 

(167, 168). Es induziert die Bildung des für Transkriptionsfaktors BCL6 (B cell lymphoma 

6), einem Hauptregulator der GC-Reaktion, des für 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 

IgG1, IgG3, IgA und IgE gefördert (172-175). 

IL-21 ist sowohl am Differenzierungsprozess von Plasmazellen aus naiven B-Zellen, als 

auch aus B-Gedächtniszellen 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-β) 

TGF-β spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von B-Zellen und der 

Klassenwechsel-Rekombination (CSR) zu IgA. TGF-β fördert 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-γ) 

IFN-γ wirkt als B-Zell-Wachstumsfaktor und fördert den Immunglobulin-Klassenwechsel 

zu IgG2a und IgG3 (180, 181). Gleichzeitig hemmt es die Produktion von IgG1 und IgE (174, 

180). 
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2.1.11 Identifikation verschiedener B-Zell-Stadien anhand ihrer 

Oberflächenantigene 

Verschiedene B-Zell-Stadien können bei Menschen anhand der Expression von 

verschiedenen Oberflächenantigenen identifiziert werden. Diese sind in Tabelle 1 

aufgelistet. 

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

Zelltyp Oberflächenproteine 

Naive B-Zelle 
CD45, CD19, CD20, CD21, IgD, IgMlow, 

MHCII 

GC-B-Zelle CD45, CD19, CD20, CD27, CD38, FAS 

Plasmablasten CD45, CD19, CD20, CD27, CD38 

Plasmazelle 
CD45, CD138, CD38, CD19, CD27, PC-1, 

CXCR4, TACI, sIg  

LLPC CD27, CD38, CD138, BCMA, CXCR4 

B-Gedächtniszellen 
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 Säuger findet der Hauptteil der B-Zell-Entwicklung beim Huhn nicht im 

Knochenmark, sondern in der, nur bei Vögeln 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 veröffentlichen Werk De 

formatione Ovi et Pulli und wurde zunächst als Speicherort für abgegebene 

Samenflüssigkeit fehlgedeutet (3, 202). 

Die Rolle der Bursa Fabricius in der Antikörperentwicklung und als primäres 

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

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

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

2.2.1 Prä-bursale und bursale B-Zell-Entwicklung 

Ab Embryonaltag 5 wandern hämatopoetische Vorläuferzellen 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-Vorläufer über 

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-

Spezifität erfolgt im Gegensatz zum Säuger nicht mittels Gene-Rearrangement sondern 

mittels Genkoversion (212-214). 

Um die Bursa etwa ab dem Zeitraum des Schlupfes verlassen zu können benötigen die B-

Zellen einen funktionellen BCR, ebenso müssen 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). 
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Mit Eintritt in die Geschlechtsreife beginnt sich die Bursa zurückzubilden, bis sie letztlich 

vollständig verschwindet (221, 222). Während die B-Zellen beim Säuger über die gesamte 

Lebenszeit im Knochenmark nachgebildet werden, ist die B-Zell-Nachbildung beim Huhn 

in seinem primären 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), 

ausschließlich IgM exprimierenden B-Zellen (220), über das Blut in die Peripherie. Ihre 

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

Studien an bursektomierten Hühnern 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 sekundäre lymphatische Organe, wie die Milz oder Schleimhautassoziierte 

lymphatisches Gewebe (MALT). 

Im Gegensatz zum Säuger erfolgt bei den Hühner-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 Säuger (4), auch bilden sich germinale Zentren, welche sich jedoch strukturell von 

denen der Säuger unterscheiden. Während die germinalen Zentren der Säuger eine klare 

Trennung von heller und dunkler Zone aufweisen, scheinen die GCs der Hühner 

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 Hühnern 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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verändert (226, 227). Mittels immunhistochemische Verfahren konnte ein 

Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu IgA und IgY nachgewiesen werden (225). 

 

 

Abbildung 3 B-Zell-Entwicklung des Huhns (4, 207, 212, 214, 225-236) 

2.2.3 Plasmazellen  

Ähnlich wie beim Säuger entstehen Plasmazellen nicht nur aus der GC-Reaktion sondern 

auch sondern können auch als Analoga der SLPCs aus einer extrafollikulären Reaktion 

entstehen (4, 236). 

In Immunisierungsversuchen konnte gezeigt werden, dass die ersten IgM-positiven, 

antikörpersezernierenden Zellen (ASCs) nach etwa 48 Stunden in T-Zell-Bereichen der 

Milz entstehen, nach 72h findet man sie hauptsächlich in der roten Milzpulpa. Die ersten 

Ig-klassengewechselten Zellen findet man nach 96 Stunden. Sie exprimieren IgY, früher 

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 

lymphoretikulären Gewebe an der Basis der Caeca, oder der Harderschen Drüse, sowie 

der Lamina propria des Darms gefunden werden (236-239). Ob das Knochenmark des 

Huhns die beim Säuger beschriebenen Nischen enthält in denen Plasmazellen auf Grund 

verschiedener Faktoren längerfristig überleben können ist bislang nicht bekannt. 
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Jedoch gibt es im Vergleich zum Menschen (siehe Tabelle 1) bislang keinen 

plasmazellspezifischen Oberflächenmarker, welcher die Zellen mittels 

Durchflusszytometrie oder (immun-) histochemischen Methoden eindeutig identifizieren 

kann. Daher erfolgt die Identifizierung der Hühner-Plasmazellen bislang über deren 

klassische Morphologie, als große Lymphozyten mit einem dezentralen Nucleus der eine 

Wagenrad-Struktur aufweist und die große Mengen an Immunglobulin enthalten (4). 

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

2.2.4 B-Gedächtniszellen 

B-Gedächtniszellen konnten beim Huhn bislang nicht eindeutig identifiziert werden. Der 

einzige Nachweis für diesen Zelltyp ist bislang die erfolgreiche Induktion verstärkter 

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

2.2.5 Zytokine in der B-Zell-Differenzierung 

Von den beim Säuger beschriebenen Zytokinen sind im Huhn bislang nur die                         

TNF-Familienmitglieder BAFF und CD40L mit ihrem Einfluss auf B-Zellen näher 

beschrieben (242-245). Weitere Zytokine die eine wichtige Rolle für 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 Hühnergenom zeigt BAFF eine hohe Sequenzhomologie zum Säuger, 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 Phänomen wurde bei Mensch und Maus bisher nur im Zusammenhang mit 

Autoimmunerkrankungen beschrieben wurde (252). Ein weiterer Unterschied zum Säuger 

ist, dass das Überleben der unreifen B-Zellen der Bursa im Gegensatz zu den unreifen       

B-Zellen im Knochenmark der Säuger (39, 135) von BAFF abhängig ist. 

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

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

für TACI, konnte im Hühnergenom bislang nicht nachgewiesen werden (4). 

In-vitro verlängert rekombinantes BAFF das Überleben von Bursazellen, sowie von aus der 

Milz isolierten B-Zellen (245) ohne jedoch deren Proliferation zu fördern (243). In-vivo 

überexprimiertes BAFF führte 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 führte (244). 

Diese Ergebnisse zeigen die zentrale Rolle von BAFF nicht nur für das Überleben 

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

Nachdem BAFF im Gegensatz zum Säuger beim Huhn von B-Zellen selbst produziert wird 

(245), weist dies auf einen autokrinen Loop und damit grundsätzlich 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 über einen Zeitraum von bis zu drei Wochen 

ermöglicht. 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 IgY) generell gesteigert (242). 

Diese in Zellkultur gewonnenen Daten weisen auf eine größtenteils konservierte Funktion 

von CD40L und CD40 zwischen Säuger und Huhn hin (4) und zeigen, dass die Stimulation 

von Hühner-B-Zellen mittels CD40L diese Richtung eines Plasmablasten-Phänotyps 

differenziert. 
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2.2.6  Identifikation von B-Zellen anhand ihrer Oberflächenantigene 

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

Folgenden aufgelisteten Antigene ansprechbar: 

Tabelle 2 Übersicht ansprechbar Oberflächenantigene auf Hühner-B-Zellen in verschiedenen 
Entwicklungsphasen nach Härtle et al. (256) 

Entwicklungsphase Antigene Literatur 

prä-bursale B-Zellen 
chB6 (ab ED10), BAFF-R (ab ED14) 
CXCR4/5 (in der Milz), Sialyl-LewisX 
(CD15s) 

(208, 256-260) 

bursale B-Zellen chB6, BAFF-R, MHCII, CD40, CXCR4, 
CXCR5, Wechsel von CD15s zu CD15 

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

emigrierende B-Zellen Ig Light chain, MHCII, chL12, CXCR4low (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 
möglicherweise CD57 (256, 262) 

B-Gedächtniszellen keine spezifischen Marker vorhanden (256) 

Plasmazellen 

keine spezifischen Marker vorhanden 
keine bis wenig Expression von chB6 
möglicherweise Expression von CD57 
intrazelluläres Immunglobulin 

(240, 242, 256, 
262) 

 



Literaturübersicht  22 
 

2.3 Induktion und Verteilung der verschiedenen Immunglobulin-Isotypen 

Immunglobuline, auch als Antikörper bezeichnet, sind eine Gruppe spezialisierter 

Proteine, die von B-Zellen produziert werden und eine zentrale Funktion im Immunsystem 

aller Vertebraten ab den Fischen erfüllen.  

2.3.1 Immunglobulinklassen der Säuger 

Beim Säuger existieren fünf Hauptklassen oder Isotypen von Immunglobulinen: IgM, IgG, 

IgA, IgE und IgD. 

Naive B-Zellen exprimieren Immunglobuline der Isotypen IgM und IgD in ihrer 

membrangebundenen Form als B-Zellrezeptor auf ihrer Zelloberfläche. Nach 

Antigenkontakt differenzieren sich diese Zellen zu Plasmablasten bzw. Plasmazellen und 

initiieren die humorale Immunantwort, in der sie zunächst IgM-Antikörper sezernieren. In 

seiner monomeren Form weist IgM eine vergleichsweise geringe Bindungsaffinität auf, 

liegt jedoch meist als Pentamer vor, wodurch die höhere Anzahl an Bindestellen eine 

gesteigerte Avidität ermöglicht und so die schwächere Affinität der einzelnen Monomere 

kompensiert. Aufgrund der molekularen Größe des Pentamers zirkulieren sie 

hauptsächlich im Blut und diffundieren weniger in den Interzellularraum, da die Größe 

des Moleküls das Verlassen der Blutgefäße behindert. IgM wird sowohl von B1, B2 als 

auch Marginalzonen-B-Zellen produziert. 

IgD, das zweite Immunglobulin der naiven B-Zelle, ist in löslicher Form nur in geringen 

Mengen im Serum vorhanden. Seine genaue Funktion ist nicht vollständig geklärt, es 

scheint jedoch in der Zellmembran für die Modulation der B-Zellaktivierung 

verantwortlich zu sein (263). 

Im Rahmen der Immunantwort erfolgt ein Klassenwechsel von IgM zu den anderen 

Immunglobulinisotypen, IgG, IgA und IgE. Diese liegen als Mono- oder Dimere vor, sind 

also wesentlich kleiner als das pentamere IgM und können so leichter vom Blut in die 

Gewebe diffundieren. 

IgG stellt die Hauptklasse von Immunglobulin im menschlichen Blut dar und kann beim 

Menschen in vier 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 gewähren. Seine Hauptaufgabe besteht darin, Antigene für Phagozyten zu 

opsonieren und das Komplementsystem zu aktivieren. Es wirkt hauptsächlich im 

Gewebe.  Der Klassenwechsel von IgM zu IgG wird unter anderem von den Zytokinen          

IL-10, IL-21 und IFN-γ induziert. 

IgA ist das dominante Immunglobulin auf mukosalen Oberflächen, auf denen seine 

Hauptaufgabe darin besteht, Antigene zu neutralisieren. Seine Wirkungen als Opsonin 

und in der Aktivierung des Komplementsystems sind wesentlich schwächer als die von 

IgG.  Es liegt beim Menschen in zwei Isoformen, IgA1 und IgA2 vor, wobei IgA1 

hauptsächlich als Monomer im Blut zirkuliert und IgA2 hauptsächlich in seiner dimeren 

Form auf muskosalen Oberflächen 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 für den Schutz vor Infektionen 

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

IgE kommt nur zu sehr geringen Mengen in Blut oder extrazellulären Flüssigkeiten vor. Es 

findet sich hauptsächlich an Mastzellen gebunden vor, die unter der Haut, der Mukosa 

oder entlang von Blutgefäßen liegen. Die Bindung von Antigen an das mastzellassoziierte 

IgE befähigt die Zellen, Entzündungsmediatoren und Chemoattraktanten freizusetzen, 

welche eosinophile und basophile Granulozyten anlocken. IgE-Immunantworten spielen 

vor allem bei parasitären 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 

Körpergewicht pro Tag die höchste 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 IgG 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 Säugetieren finden sich im Huhn nur drei Immunglobulinklassen: IgM, 

IgY und IgA. 

Wie auch beim Säugetier ist IgM das Immunglobulin der naiven, nicht-

klassengewechselten B-Zellen und zeigt sich sowohl strukturell als auch funktionell 

homolog. Nach der ersten Exposition gegenüber einem neuen Antigen ist IgM der 

vorherrschende Isotyp, jedoch ist die IgM-Antikörperantwort, wie beim Säuger, in der 

Regel nur temporär, bevor es im Rahmen der GC-Reaktion zur Bildung und spezifischer, 

klassengewechselter Antikörper kommt (283, 284). 

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

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

IgY ist die dominante Immunglobulinklasse im Serum der Hühner, die nach IgM in der 

primären Antikörperreaktion gebildet wird. Darüber hinaus stellt es den Haupt-Isotyp in 

der sekundären systemischen Antikörperreaktion dar. Es zeigt sowohl Homologien zu IgG 

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

IgA hingegen ist das dominante Immunglobulin in auf mukosalen Oberflächen und liegt 

neben der monomeren Form, anstatt wie die dimere Form bei Säugetieren, als Trimer 

oder Tetramer vor (288, 289).  

Hinsichtlich der Verteilung im Serum ist IgY mit 5-7 mg/ml, ähnlich wie das IgG des 

Säugers. das dominante Immunglobulin, gefolgt von IgM mit 1-2 mg/ml und IgA mit         

0,35 – 0,65 mg/ml, jedoch ist nicht bekannt, wo die Zellen lokalisiert sind, die diese großen 

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

Zwar sind grundsätzliche Mechanismen der finalen Differenzierungsschritte von B- zur 

antikörpersezernierenden 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 Teil noch an Wissen über die genaue Lokalisation der Zellen, so zum Beispiel ist nach 

wie vor nicht bekannt, wo sich die Zellen befinden, die für die hohen IgY-Antikörperspiegel 

im Serum der Hühner 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 könnten. 

Ziel dieser Arbeit war es, eine Grundlage zu schaffen, die es ermöglicht, Plasmazellen und 

die in ihnen ablaufenden molekularen Prozesse zukünftig näher untersuchen zu können.  

Hierfür wurden sowohl in-vitro als auch ex-vivo Ansätze gewählt. 

Das Ziel des in-vitro Ansatzes war es Plasmazellen aus Milzleukozyten zu generieren und 

Veränderungen der Expression von Oberflächenantigenen sowie die Änderung im 

Transkriptionsfaktorprofil genauer zu untersuchen. 

Ex-vivo sollte die Verteilung von Zellen mit einem vermuteten Plasmazellphänotyp 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 veröffentlicht (Publikation: Characterization of 

Class-Switched B cells in Chickens). 

In einem gesonderten ex-vivo Ansatz wurde die Harderschen Drüse untersucht, ein 

Organ, aus dem von histologischen Untersuchungen bekannt ist, dass es viele 

Plasmazellen enthält. Ziel war es anhand verschiedener Oberflächenmarker ein 

Isolationsprotokoll zu entwickeln, um Plasmazellen zukünftig detaillierter untersuchen zu 

können. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind unter „unveröffentlichte Daten“ 

dieser Arbeit in Form eines Manuskripts beigefügt. 
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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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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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5 unveröffentlichte Daten 

Im Folgenden sind die bisher unveröffentlichten aus den Untersuchungen der 

Harderschen Drüse in Form eines Manuskripts dargestellt. 
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6 Diskussion 

Trotz ihrer zentralen Rolle als antikörpersezernierender Arm in der humoralen 

Immunantwort lagen bislang nur wenige Erkenntnisse zu Plasmazellen beim Huhn vor.  

Ein besseres Verständnis dieser Zellen ist aber essentiell zur gezielten Entwicklung neuer 

und Modulation vorhandener Impfstoffe um die Impfantikörperantwort steuern und 

verbessern und die Tiere so besser schützen zu können. In dieser Arbeit wurden daher 

Isolationsprotokolle für Hühner-Plasmazellen entwickelt und diese Zellen näher 

charakterisiert. 

Nachdem eine markerbasierte Isolation der Zellen mangels spezifischer Antikörper 

bisher nicht möglich war und histologischen Untersuchungen lediglich Hinweise 

lieferten, dass Plasmazellen den Hühner-B-Zell-Marker chB6 herunterregulieren (240) 

wurden dafür zwei verschiedene Ansätze, ein in-vitro und ein ex-vivo Ansatz, gewählt. 

 

6.1 Versuchsansätze 

Zunächst 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 Hühner B-Zellen mit CD40L alleine Proliferation, sowie Klassenwechsel von IgM zu 

IgY, den Verlust von chB6 und eine allgemein höhere Antikörpersekretion induziert (242), 

alles Zeichen eines Differenzierungsprozesses Richtung Plasmazelle. 

Zusätzlich stand für das Huhn inzwischen rekombinantes IL-10 zur Verfügung, für 

welches aus der Säugerliteratur 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 

ausschließlich B-Zellen proliferierten. Zusätzlich 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 Säuger 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. Größere Mengen fanden sich aber in den 

untersuchten mukosalen Immunorganen, den Caecaltonsillen und der Harderschen 

Drüse. Dabei war auffällig, dass die zu IgA klassengewechselten Zellen der Caecaltonsille 

mit chB6 und dem BAFF-R noch B-Zell-Marker exprimierten, also einem früheren oder 

anderen Differenzierungsstadium entsprachen. Die klassengewechselten Zellen der 

Harderschen Drüse hingegen waren mehrheitlich wesentlich größer als die im Organ 

gefundenen nicht-klassengewechselten B-Zellen und exprimierten weder chB6 noch den 

BAFF-R. 

Nachdem für die Hardersche Drüse bereits Beschreibungen zu einer möglichen Isolation 

mittels Dichtegradienten-Zentrifugation vorlagen (293) und die durchflusszytometrisch 

untersuchten klassengewechselten Zellen als große, B-Zell-Marker-negative, 

Immunglobulin-positive Zellen einem erwarteten Plasmazellphänotyp entsprachen, 

wurde für diese ein markerbasiertes (FSC-Ahigh/sIg+/CD45+) Isolationsprotokoll etabliert. 

Somit standen nun zwei Quellen zur Verfügung, die eine nähere Charakterisierung von 

Plasmazellen ermöglichten. 

6.2 Phänotyp der in-vitro generierten Plasmazellen 

Zunächst wurden die in Kultur proliferierenden Zellen hinsichtlich ihrer Expression der 

Aktivitätsmarkern CD25, als hoch-affine Kette des IL-2 Rezeptors und CD80, als                      

B-Zell-assoziiertes Aktivierungsantigen (294), untersucht. Im Verlauf der Kultivierung 

konnte für beide Marker eine initial deutliche Steigerung der Expression mit anschließend 

starker Abnahme gezeigt werden. Während 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 späteren Zeitpunkten verschwand die Expression von CD25 fast 

vollständig und die Expression von CD80 wurde deutlich herunterreguliert. 

Da CD25 beim Säuger nur auf einem geringen Anteil der naiven B-Zellen vorkommt und 

seine Expression ansonsten hauptsächlich mit B-Gedächtniszellen assoziiert ist (295), 

legt die biphasische Expression von CD25 auf stimulierten Hühner-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-Gedächtniszellentwicklung induziert wird, sofern diese, wie die Gedächtniszellen 

beim Menschen (296), auch positiv für CD25 wären. 

CD80 hingegen steht beim Säuger mit B-Zellen in der GC-Reaktion in Verbindung und wird 

auf Gedächtniszellen zum Teil und auf Plasmazellen nicht mehr exprimiert (297, 298). 

Wird also angenommen, dass dieses System vom Säuger auf das Huhn übertragbar ist, 

spricht dies dafür, dass das Kultursystem eine fortlaufende, sich abschwächende,          

GC-Reaktion nachstellt. 

Zusammenfassend zeigen die Daten für CD25 und CD80, dass es im Kultursystem zu 

einer initialen Aktivitätsphase kommt, die mit der GC-Reaktion oder der intitialen 

extrafollikulären Immunantwort vergleichbar ist und der eine Phase der 

Ausdifferenzierung folgt. 

Anhand der Färbung mit einem Antiköper gegen die leichte Kette der Immunglobuline 

konnte unabhängig vom Immunglobulin-Isotyp nachgewiesen werden, dass die B-Zellen 

in Kultur durchgehend Oberflächenimmunglobulin exprimieren. Während dabei zu 

Beginn hauptsächlich Zellen vom IgM-Isotyp nachgewiesen wurden, zeigten sich zu 

späteren Zeitpunkten deutliche Populationen von zu IgA und IgY klassengewechselten 

Zellen, was die Zweiphasigkeit des Systems hinsichtlich einer initialen Aktivierungs- und 

späteren Differenzierungsphase, zusätzlich unterstreicht. 

Ein weiterer Beleg für die durch das Kultursystem induzierte Plasmazelldifferenzierung ist 

die signifikante Zunahme der Anzahl antikörpersezernierender Zellen jedes Isotyps, die 

mittels ELISpot-Assay nachgewiesen wurden, sowie der deutliche Anstieg von µS, der 

löslichen 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 für B-Zellen typischen 

Transkriptionsfaktors Pax-5, bei einer gleichzeitigen massiven Steigerung der Expression 

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

Die durchflusszytometrische Charakterisierung der Expression von chB6 und BAFF-R, 

einem der beiden Rezeptoren für BAFF im Huhn, die beide bereits ab dem präbursalen 

Stadium auf Hühner-B-Zellen exprimiert werden und als Marker für ihre Identifizierung 

herangezogen werden, zeigte im Verlauf der Stimulation eine deutliche bis hin zur nahezu 

vollständigen Reduktion. Folglich können diese Zellen als „markernegativ“ bezeichnet 

werden. Die Reduktion der Expression von chB6, die auch mittels qRT-PCR nachweisbar 

war, bestätigt damit die bereits in deutlich weniger sensitiven histologischen 

Untersuchungen für Plasmazellen beschriebe fehlende chB6 Färbung (240). Die 

Reduktion der Expression von BAFF-R entspricht einem im Vergleich zum Säuger 

konservierten Mechanismus der Differenzierung, da auch dort die Reduktion im Rahmen 

der Differenzierung beschrieben ist (299). 

Ein weiteres im Rahmen der durchflusszytometrischen Analysen untersuchtes Molekül 

ist CD57. Dieses, auch als HNK-1 bezeichnete, Glycoprotein wurde für das Huhn bereits 

als Aktivierungsmarker von T-Zellen (300) beschrieben. Zudem gab es erste Berichte, dass 

es sich auch um einen Aktivierungsmarker für B-Zellen und möglichen Plasmazellmarker 

handeln könnte (262). Mittels eines kreuzreaktiven humanen Antikörpers konnte, ähnlich 

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 unabhängig vom Immunglobulinklassenwechsel 

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

Die in einem Kandidatengen-Ansatz in unserem Labor generierten Antikörper gegen 

hühnerspezifisches 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 für TACI nur 

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

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

Für den Chemokinrezeptor CXCR4, der auf Plasmazellen von Säugern exprimiert ist und 

in Interaktion mit seinem Liganden CXCL12 für das „homing“ in Plasmazellnischen des 

Knochenmarks verantwortlich ist (303), zeigte sich eine deutliche Zunahme der 

Expression zu Beginn der Stimulation, die nachfolgend aber rasch annähernd auf das 

Ausgangsniveau unstimulierter B-Zellen zurückging. Dies spricht ebenfalls für eine 

Keimzentrums-ähnliche Aktivität in unserem Kultursystem, da beim Säuger gezeigt 

werden konnte, dass proliferierende Keimzentrums-B-Zellen CXCR4 hochregulieren, um 

in der CXCL12-reichen dunklen Zone des Keimzentrums zurückgehalten zu werden (51). 

Im Zuge ihrer finalen Differenzierung verlieren Plasmablasten anschließend CXCR4, 

wodurch ihnen das Verlassen des Keimzentrums ermöglicht wird. 

6.3 Plasmazellen der Harderschen Drüse 

Im Rahmen der Etablierung des Isolationsprotokolls von Plasmazellen aus der 

Harderschen Drüse wurden die Zellen zunächst mit dem Pan-Leukozyten-Marker CD45 

angefärbt. So konnte eine Population CD45 exprimierender Zellen identifiziert werden, die 

deutlich größer als die enthaltenen B- und T-Lymphozyten war. Allerdings enthielt diese 

Population auch einen kleinen Anteil Makrophagen, die aber für weitere Analysen, 

markerbasiert ausgeschlossen werden konnten. 

Zytospinpräparate von durchflusszytometrisch aufgereinigten Zellen konnten für diese 

Population den plasmazelltypischen Phänotyp (53) von großen 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 für die Population 

großer, CD45 exprimierender Zellen nachgewiesen werden, dass es sich, sofern 

Makrophagen ausgeschlossen werden, um Plasmazellen handelt. Die Expression von 

CD45 auf der Zelloberfläche der Plasmazellen stellt einen weiteren Unterschied zum 

Säuger da, bei dem für LLPCs in den Nischen des Knochenmarks und Darms                     

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

zeigen, dass alle Zellen immunglobulinpositiv waren. 

Die Zuordnung der Isotypen gestaltete sich zunächst schwierig, da die Summe der 

einzelnen Isotypen, hauptsächlich IgM und IgA bei nur wenig IgY, zunächst nicht den 

Anteil der Zellen ergab, der sich für die leichte Kette anfärben ließ. Außerdem hatten 

immunhistologische Färbungen neben IgM und IgA positiven Zellen auch eindeutig einen 

größeren Anteil IgY exprimierender Zellen ausgewiesen, der in der Durchflusszytometrie 

zunächst fehlte. Interessanterweise zeigte sich diese Diskrepanz aber nicht, wenn die 

Zellen nach der CD45-Färbung permeabilisiert und die Immunglobuline intrazellulär 

angefärbt wurden. Hierbei ließen sich deutlich mehr IgY positive Zellen anfärben 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 Antikörper anfärbbar waren, wurden in 

einem weiteren Versuchsansatz die Plasmazellen statt mit CD45 als große CD57 

exprimierende Zellen angesprochen. In dieser Färbung gelang es, auch in der 

Oberflächenfärbung deutlich mehr IgY positive Zellen nachzuweisen. sodass, die Summe 

der einzelnen Isotypen den L-Ketten positiven Zellen entsprach und die Ergebnisse in 

Übereinstimmung mit dem immunhistologischen Färbebild waren. Als wahrscheinlichste 

Ursache kann für diese Beobachtung eine sterische Hinderung zwischen der 

Antikörperbindung an CD45 und dem B-Zellrezeptor vom IgY-Isotyp angenommen 

werden, da das CD45-Molekül auf der Zelloberfläche in räumlicher Nähe zum                             

B-Zellrezeptor liegt und in großer Anzahl in der Membran vorhanden ist. 

Von den im Kandidatengen-Ansatz hergestellten Antikörpern konnten für CD138 keine 

positiven Zellen nachgewiesen werden, so dass festgehalten werden kann, dass sich der 

Antikörper, 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 Drüse für beide Marker negativ sind. Somit konnte mit dem Verlust von chB6 

der histologisch beschriebene Phänotyp von Hühner-Plasmazellen bestätigt werden 
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(240). Ebenso scheint der Mechanismus des BAFF-R Verlustes im Rahmen der 

Plasmazell-Differenzierung zwischen Säuger und Huhn konserviert.  

Der Chemokinrezeptor CXCR5, dessen Expression im Rahmen der 

Plasmazelldifferenzierung beim Menschen deutlich herunterreguliert wird (307), 

offenbarte innerhalb der Plasmazellen der Harderschen Drüse interessanterweise zwei 

distinkte Populationen (CXCR5+ und CXCR5-) und damit eine deutliche Diskrepanz zu den 

einheitlich negativen Zellen beim Säuger. Dies lässt eine klare Trennung der 

Empfänglichkeit über CXCL13-vermittelte Signale erkennen und könnte 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 Ansätzen 

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 

Oberflächen, deutlich stärker vorhanden war. Vergleichend zum Säuger zeigen sich 

hinsichtlich der BCR-Expression aber überraschende Unterschiede, da beim Säuger zwar 

sowohl für IgM- als auch IgA-Plasmazellen beschrieben ist, dass sie weiterhin einen 

funktionellen BCR auf der Oberfläche exprimieren, bei IgG+ Plasmazellen allerdings kaum 

noch Immunglobuline und damit B-Zellrezeptoren auf der Oberfläche 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 Ansätzen 

herunterreguliert. So konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Plasmazellen des Huhns 

als markernegative Zellen anzusprechen sind. 



Diskussion               94 

Bei den Aktivierungsmarkern entsprach die starke Herunterregulation von CD25 am Ende 

der Stimulationsperiode den Plasmazellen der Harderschen Drüse, 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. Während aus der Harderschen Drüse isolierte 

Plasmazellen vollständig 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, 

möglicherweise Gedächtniszellen differenzieren könnten. Auch wenn die Plasmazellen 

der Harderschen Drüse 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 teilungsfähiger Plasmablasten enthält. 

Dafür, dass es sich bei einem Großteil der Zellen in der HG um vollständig 

ausdifferenzierte, post-GC Plasmazellen handeln muss, spricht die im Vergleich zu B-

Zellen deutliche niedrigere Expression von MHCII, welcher im Rahmen der 

Ausdifferenzierung herunterreguliert wird (311, 312). Hierdurch wird die Fähigkeit der 

Zellen Antigene präsentieren zu können, reduziert. Zudem zeigt die gesamte 

Zellpopulation eine deutlich erhöhte Expression der Chemokinrezeptors CXCR4. Das 

mittels qRT-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 Drüse für Plasmazellen eine Überlebensnische analog 

zu den Nischen im Knochenmark und Darm darstellen könnte und die CXCR4-CXCL12-

Achse die Zellen nicht nur in die Nische leitet, sondern auch Überlebenssignale vermittelt 

(72, 303). Im Gegensatz hierzu spricht die Reduktion von CXCR4 in Kultur dafür, dass es 

sich um eine Nachstellung der GC-Reaktion handelt, in der nicht vollständig 

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 Säuger wird das Überleben von Plasmazellen u.a. durch die Bindung von APRIL an 

BCMA (dem dritten Rezeptor für 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 Drüse, 

die Frage, wie Plasmazellen des Huhns ausreichende Überlebenssignale erhalten (253, 

254). Einerseits wäre es möglich, dass auch ohne April über BAFF und TACI alleine 

ausreichend Überlebenssignale vermittelt werden, andererseits wäre es auch möglich, 

dass noch weitere Faktoren, wie zum Beispiel CXCL12 das in der Harderschen Drüse 

deutlich exprimiert wird, oder IL-6, welches in den Knochenmarksnischen des Säugers 

eine Rolle spielt (72), von Bedeutung sind. 

6.5 Markerprofil von (ausdifferenzierten) Plasmazellen 

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmalig gelungen, Hühner-Plasmazellen näher zu 
charakterisieren. Damit kann die Liste der Differenzierungsmarker für B-Zellen des 
Huhns folgendermaßen ergänzt werden: 

Tabelle 3 Ergänzte Übersicht der ansprechbar Oberflächenantigene auf Hühner-B-Zellen in 
verschiedenen Entwicklungsphasen nach Härtle et al. (256) 

Entwicklungsphase Antigene Literatur 

prä-bursale B-Zellen 
chB6 (ab ED10), BAFF-R (ab ED14) 
CXCR4/5 (in der Milz), Sialyl-LewisX 
(CD15s) 

(208, 256-260) 

bursale B-Zellen chB6, BAFF-R, MHCII, CD40, CXCR4, 
CXCR5, Wechsel von CD15s zu CD15 

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

emigrierende B-Zellen Ig Light chain, MHCII, chL12, CXCR4low (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 
möglicherweise CD57 (256, 262) 

B-Gedächtniszellen keine spezifischen Marker vorhanden (256) 

Plasmazellen 

intrazelluläres Immunglobulin 
Oberflächenimmunglobulin (alle 
Isotypen) 
chB6-/BAFF-R- 
CD57+ 

CD45+ 

(240, 242, 256, 
262) 
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6.6 Ergänzende Ergebnisse und weiterführende Überlegungen 

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 zunächst, da 

mit der Bursa, das primäre lymphatische Organ, das für die Entwicklung und Reifung der 

B-Lymphozyten zuständig ist, verloren geht und daher davon ausgegangen werden 

könnte, 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 hierfür 

verantwortlichen Zellen sind vermutlich auch jene Zellen, die für 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 können (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 durchgeführt, der zu einer Depletion der B-Zellen in der 

Bursa, gefolgt von einer anschließenden Regeneration des Organs (314) führt. 

Gleichzeitig induzierte der Impfstoff eine starke Antikörperantwort gegen IBDV (315), was 

unserer Annahme nach mit einer Zunahme klassengewechselter B-Zellen in Verbindung 

stehen würde. Vier Wochen nach der Impfung konnte tatsächlich ein signifikanter Anstieg 

des Anteils klassengewechselter Zellen festgestellt werden, ebenso wie eine signifikante 

Zunahme der markernegativen, nicht klassengewechselten Zellen. Mögliche Erklärungen 

für diese Beoabachtung sind, dass entweder die vorhandenen differenzierten Zellen eine 

höhere Resistenz gegen das IBD-Virus haben und daher nicht durch die Virusinfektion 

eliminiert wurden. Ferner wäre es möglich, dass durch die Immunantwort gegen das IBD-

Virus IBDV-spezifische, differenzierte B-Zellen generiert. Um die Ursachen des 

beobachteten Effektes zu klären, sind weitere detaillierte Untersuchungen dieser Zellen 

nötig. Diese sollten auf jeden Fall eine absolute Quantifizierung der Zellen enthalten, um 
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abzuklären, ob es sich um eine absolute oder relative Zunahme der Zellen handelt. 

Darüber hinaus wäre es von Interesse, markerpositive und markernegative 

klassengewechselte Zellen hinsichtlich eines möglichen Memory-Phänotyps 

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, führen zu einer 

Vielzahl von Anwendungsmöglichkeiten, die im Folgenden weiter diskutiert werden. 

6.7.1 Mögliche Optimierungen des Kultursystems 

Innerhalb des Kultursystems mit CD40L und IL-10 konnte sowohl auf der Ebene von 

Oberflächenmarkern 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 für eine terminale Differenzierung zur Plasmazelle ein Beenden des CD40L-Signals 

nötig ist (151, 316) und ein Beibehalten eher zur Differenzierung in Richtung eines 

Gedächtniszell-Phänotyps führt (151). Daher sollte in zukünftigen Versuchen CD40L nach 

einer ersten Phase der Aktivierung aus der Kultur entfernt werden, um zu prüfen ob auch 

beim Huhn dadurch die terminale Differenzierung der Zellen in Richtung Plasmazelle 

gefördert werden kann. 

Zusätzlich könnten neben CD40L und IL-10 noch weitere Zytokine, wie das für die GC-

Reaktion essenzielle IL-21, in die Kultur eingebracht werden. IL-21 induziert bei CD40-

stimulierten Säuger B-Zellen sowohl eine starke Proliferation als auch die Differenzierung 

in Richtung eines Plasmazell-Phänotyps und steigert nachweislich die 

Antikörperproduktion (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 verstärkt die Initiationsphase, während IL-10 die 

Differenzierung von Plasmablasten zu Plasmazellen fördert (177). Diese Erkenntnisse 
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legen nahe, dass es möglicherweise sinnvoll wäre, dass Kultursystem über die zeitlich 

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

Die in den Kulturen anfangs beobachtete starke Hochregulation von CD25, der α-Kette 

des IL-2-Rezeptors, könnte darauf hinweisen, dass sich differenzierende B-Zellen 

sensibel auf IL-2 reagieren. In diesem Zusammenhang wäre es sinnvoll zu prüfen, 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 für die     

BCR-Signalübermittlung übernimmt, 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 hauptsächlich mit einem B-Gedächtniszell-Phänotyp und dessen besserer 

Antigenpräsentations- und Proliferationskapazität in Verbindung gebracht wurde (296, 

320-323). 

Um den Einfluss von Zytokinen gezielt untersuchen zu können wäre es sinnvoll, weitere 

Versuche mit, durch Sortierverfahren wie FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

oder MACS (Magnetic Activated Cell Sorting), aufgereinigten B-Zellen durchzuführen, da 

wir in unserem Kultursystem zeigen konnten, dass es zu späteren 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 späteren Zeitpunkten potenziell IL-21 sezernieren. 

Ebenso kann die Anwesenheit von IL-2 nicht ausgeschlossen werden, da für CD40-

aktivierte B-Zellen beim Menschen und Kaninchen gezeigt wurde, dass sie autokrin IL-2 

produzieren (324). Sollte dies auch bei Hühner-B-Zellen der Fall sein, könnte dies eine 

Erklärung für die beobachteten Differenzierungsprozesse und die zelluläre 

Zusammensetzung des Kultursystems liefern. 

6.7.2 Kandidatengen-Ansätze 

Die in Kultur und ex-vivo analysierte Expression, der in Kandidatengen-Ansätzen 

gewonnenen Antikörper gegen TACI und CD138, kann hinsichtlich der Identifikation von 

Plasmazellen als teilerfolgreich bezeichnet werden, da zumindest für TACI eine niedrige 

Expression auf Plasmazellen nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu war 



Diskussion               99 

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 

Oberflächenantigenen aus dem Säuger auf das Huhn übertragbar sind, sondern 

fundamentale Unterschiede bestehen und jeder Marker individuell überprüft werden 

muss. 

Nachdem allerdings durch die erfolgreiche Isolation aus der HG nun ein direkter Zugriff 

auf Plasmazellen des Huhns möglich ist, kann jetzt gezielt nach weiteren möglichen 

Kandidatengenen innerhalb der Plasmazell-Population des Huhns gesucht werden, die 

dann für die Generierung neuer Zell-spezifischer Marker genutzt werden können. Hierfür 

stehen Sequenzierungsmethoden für ganze Zellpopulationen oder für Einzelzellen, zur 

Verfügung, die die Untersuchung der gesamten Transkriptomlandschaft einer 

Zellpopulation oder der Genexpression auf Einzelzellebene (scRNASeq) ermöglicht. 

Letztere bietet eine hohe Auflösung und ist besonders nützlich zur Identifizierung seltener 

Zelltypen oder Subpopulationen, die in der Bulk-Sequenzierung möglicherweise 

übersehen werden. 

Da wir für die Plasmazellen der Harderschen Drüse zeigen konnten, dass es sich um eine 

heterogene Population handelt, sowohl hinsichtlich des Zellzyklus, als auch hinsichtlich 

der Expression verschiedener Ig-Isotypen, wäre scRNASeq möglicherweise die 

interessantere Methode, da hier auch Unterschiede zwischen den verschiedenen 

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

Ebenso bieten die Sequenzierungsmethoden eine gute Möglichkeit, Zellpopulationen 

näher zu untersuchen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht näher charakterisiert werden 

konnten. Dazu gehören beispielsweise die markernegativen, Ig-positiven Zellen, die in 

der Harderschen Drüse gefunden werden konnten, bei denen über 

Genexpressionsanalysen das Vorhandensein von für Memory-Zellen spezifischen Genen 

untersucht werden könnte. 

6.7.3 Impfstoffentwicklung 

Der Zugriff auf die Plasmazellen aus der Harderschen Drüse bietet nicht nur die 

Möglichkeit einer genaueren Untersuchung der Zellen, sondern bietet auch eine 

Möglichkeit die Wirkung von Impfstoffen beziehungsweise Mechanismen der auf 
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Impfungen folgenden Antikörperantwort 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 für Hühner in Deutschland, oder 

Kombiimpfstoffe gegen NDV und IBV (Infektiöses Bronchitis Virus) über das Auge, in Form 

von Tropfen, verabreicht werden können. 

Der direkte Zugriff auf die Antikörper-produzierenden Zellen der HG bietet eine wertvolle 

Ergänzung zu den bisherigen Untersuchungen der lokalen Immunantwort , die sich bisher 

hauptsächlich auf Untersuchungen von Antikörperspiegeln in der Tränenflüssigkeit 

beschränkten (325, 326). 

Als mukosales Immunorgan bietet die Hardersche Drüse zusätzlich die Möglichkeit im 

Kontext der Impfstoffentwicklung verschiedene Adjunvantien zu testen, die vor allem die 

IgA-Antwort unterstützen sollen. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass zwar noch viele Fragen, hinsichtlich der 

terminalen B-Zelldifferenzierung, sowie genauer Mechanismen der Antikörperproduktion 

und funktionaler Mechanismen offen sind, jedoch hat diese Arbeit die Grundlage 

geschaffen, einige dieser Fragen in Zukunft gezielt adressieren zu können. 
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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 

für die Antikörperproduktion verantwortlich. Obwohl beim Geflügel viele Impfstoffe ihre 

Schutzwirkung über die induzierte Antikörperantwort vermitteln, war über Plasmazellen 

des Huhnes bislang nur sehr wenig bekannt. Dies lag unter anderem darin begründet, 

dass außer ihres charakteristischen histologischen Phänotyps, keine Marker für ihre 

Identifikation zur Verfügung standen. Ziel dieser Arbeit war es daher, diese Zellen mittels 

verschiedener Ansätze näher zu charakterisieren. 

Hierfür 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 führte. 

Dabei gelang es auch einen Immunglobulinklassenwechsel von IgM sowohl zu IgA als 

auch IgY zu induzieren. Als Nachweis der Plasmazelldifferenzierung dienten dabei u.a. die 

starke Zunahme der Zellgröße (FSChigh) und Antikörpersekretion sowie die Expression des 

für Plasmazellen charakteristischen Transkriptionsfaktors Blimp-1 bei gleichzeitigem 

Verlust des für B-Zellen kanonischen Transkriptionsfaktors Pax-5. Die eingehende 

durchflusszytometrische Untersuchung der entstehenden Zellen zeigte, dass sie die für 

Hühner-B-Zellen typischen Marker chB6 und den Rezeptor für den B-Zellüberlebensfaktor 

BAFF, BAFF-R beinahe vollständig verloren hatten. Positiv waren sie dagegen für den 

Chemokinrezeptor CXCR4 und ein Großteil der Zellen exprimierte den Aktivierungsmarker 

CD57. Unabhängig 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 Oberfläche. Dies ist besonders 

interessant, da IgG produzierende Plasmazellen des Säugers auf ihrer Oberfläche keinen 

B-Zellrezeptor mehr besitzen. 

In einem weiteren Ansatz wurde ein Isolationsprotokoll für Plasmazellen direkt aus 

Gewebe etabliert. Hierzu diente die Hardersche Drüse (HG), eine Tränendrüse in der 

Augenhöhle, die histologisch eine große Anzahl von Zellen mit Plasmazell-Phänotyp 

aufwies.  
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Aus Präparationen von HG-Leukozyten gelang es, eine Population großer, CD45-positiver 

Zellen zu isolieren, die mikroskopisch Charakteristika von Plasmazellen aufwiesen, 

Blimp-1 exprimierten und Immunglobulin (zum großen Teil IgA) auf der Oberfläche trugen. 

Auch diese Zellen hatten die B-Zell typischen Marker (chB6, BAFF-R und Pax-5) verloren 

und waren positiv für CXCR4 und CD57, womit sie weitgehend den in Kultur 

differenzierten Zellen entsprachen. 

Da humane Plasmazellen u.a. durch ihre Expression von CD138 und TACI (einem weiteren 

Rezeptor für BAFF charakterisiert sind), wurden zusätzlich Antikörper gegen 

hühnerspezifisches 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 Übertragung von bei Säugern 

gewonnenen Erkenntnissen auf das Immunsystem des Huhns nur sehr eingeschränkt 

möglich ist. 

Damit ist es im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal gelungen, auf verschiedenen Wegen 

Hühner-Plasmazellen zu gewinnen und diese als große 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-1high) im Vergleich 

zum Säuger aufgezeigt werden. Diese Zellen können nun für weiterführende 

Untersuchungen wie z.B mittels Next generation sequencing sowie funktionelle Studien 

genutzt werden und werden damit zu einem besseren Verständnis 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 (FSChigh) 

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-1high) 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 humoral immune response in chickens. 
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