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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Paratuberkulose ist eine infektiése, chronische, gastrointestinale Erkrankung
des Rindes sowie anderer Wild- und Hauswiederkauer (Hernandez-Reyes, Chavez-
Gris et al. 2022). Die hohe Tenazitat des zugrundeliegenden Erregers
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), dessen schwieriger
Nachweis und fehlende wirksame Behandlungsmdglichkeiten, stellen weltweit eine
starke Beeintrachtigung fir die Tiergesundheit dar (Field, McAloon et al. 2022).
Bereits vor dem Auftreten gastrointestinaler Symptome sind ein Abfall der
Milchleistung, verminderte Fruchtbarkeit und ein allgemein schlechter
Gesundheitszustand  betroffener Rinder zu verzeichnen (Beinhauerova,
Beinhauerova et al. 2021). Die Erregerausscheidung tber Kot und Milch dieser
Tiere, welche ebenfalls vor dem Auftreten klinischer Symptome stattfindet, stellt
eine Gefahr fur gesunde Tiere der Herde dar (Beinhauerova, Beinhauerova et al.
2021). Nur ein Tier aus 25 infizierten Tieren entwickelt starke klinischen Symptome
in der letzten Phase der Erkrankung, welche von Abmagerung und unstillbaren
Durchfall gekennzeichnet ist und todlich enden kann (Whitlock and Buergelt 1996,
Beinhauerova, Beinhauerova et al. 2021). In der oft jahrelangen Inkubationszeit bis
zum Ausbruch der Paratuberkulose werden subklinisch infizierte Tiere mittels
Ublicher Detektionsverfahren nicht zuverlassig identifiziert, da Erreger weder tber
Milch und Kot ausgeschieden werden, noch Antikérper gegen MAP im Serum
nachzuweisen sind (Field, Mee et al. 2022). Gepaart mit der hohen Resistenz des
Erregers gegen gebrauchliche Antibiotika kommt es zur stetigen Verbreitung der
Paratuberkulose in Rinderbestanden in Deutschland und auf der ganzen Welt
(Kuenstner and Kuenstner 2021). Malinahmen zur Eindammung des Erregers, wie
Hygienemanagement, Isolierung und Schlachtung infizierter Rinder, isoliertes
Kalberzuchtmanagement sowie Vakzination, konnten bisher ebenfalls keine
Eliminierung von MAP aus Rinderbestdnden bewirken (Gupta, Singh et al. 2019).
Das ubergreifende Ziel ist daher die Mechanismen zwischen Wirt und Erreger
besser zu verstehen und daraus resultierend geeignetere Bekampfungs- und
Zuchtstrategien zu entwickeln. Die Exposition eines Rindes mit dem Erreger ist
durch aktuelle Zwischen-Herden Pravalenzen von 3,6 % (Suddeutschland) zu 14,8
% (Norddeutschland) zu 50,1 % (Ostdeutschland), welche durch Beprobung der

Stallumgebung festgestellt wurden, sehr wahrscheinlich (Eisenberg, Krieger et al.
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2022). Es wird diskutiert, dass die Empfanglichkeit fur Kihe sich mit MAP zu
infizieren variiert, und das sowohl zwischen verschiedenen Rinderrassen, also auch
bei Rindern aus demselben Bestand mit gleicher Rasse (Al-Mamun, Smith et al.
2016, Sallam, Zare et al. 2017, Kleinwort, Hauck et al. 2019). Nach Kontakt mit MAP
scheinen manche Kalber den Erreger erfolgreich zu eliminieren, wahrend andere
an einer persistierenden Infektion leiden (Baquero and Plattner 2016). Ziel der
Studie war es, Unterschiede in der Immunantwort zwischen gesunden und MAP-
infizierten Kihen eines Bestandes zu eruieren, die dazu beitragen kénnen den
differentiellen Infektionsstatus der Tiere zu erklaren. Deshalb analysierten wir das
Proteom peripherer mononukleérer Blutzellen dieser Tiere nach erneuter MAP-

Infektion in vitro.
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2 LITERATUR

2.1 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

2.1.1 Taxonomie und Morphologie

MAP, der obligat pathogene Erreger der Paratuberkulose des Rindes, gehdort zur
Familie der Mycobacteriaceae aus der Ordnung der Aktinomyzeten und der
einzigen Gattung Mycobacterium (Marek 1910, Twort and Ingram 1912). Der
zunéachst als Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosis bovis johne
bezeichnete Erreger wurde erst spater dem Mycobacterium avium Komplex (MAC)
zugeordnet und wird seither als Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
bezeichnet (Saxegaard, Baess et al. 1988, Yoshimura and Graham 1988).

Bei MAP handelt es sich um ein aerobes, unbewegliches, nicht-sporenbildendes
und saurefestes Stdbchen des MAC, einer Gruppe ,nicht-tuberkuléser
Mykobakterien® (engl. nontubercolous mycobacteria) oder ,mycobacteria other than
tuberculosis® (MOTT), die sich schwach nach Gram anfarben lassen (Ssekitoleko,
Ojok et al. 2021). Ubiquitar in der Umwelt nachweisbar, unterteilen sich
Mykobakterien in pathogen und nicht pathogen, wobei sich die pathogenen
Mykobakterien wiederum in den Mycobacterium tuberculosis-Komplex und den
MAC unterteilen lassen (Viale, Zumarraga et al. 2016). Der Gruppe des MAC
werden neben MAP und Mycobacterium avium subsp. avium auch noch die anderen
Subspezies M. avium subsp. homnissuis, M. avium subsp. intracellulare und M.
avium subsp. silvaticum zugeordnet, die oft weder ph&notypisch noch serologisch
voneinander zu unterscheiden sind (Shin, Shin et al. 2020). Diese Mykobakterien
sind ubiquitér verbreitet und &hneln sich genetisch sehr stark, unterscheiden sich
aber dennoch in ihrer Infektiositat bei Menschen, Saugetieren und Vogeln (Keen,
Choi et al. 2021, Kaczmarkowska, Didkowska et al. 2022). Trotz zahlreicher
Gemeinsamkeiten unterscheidet sich MAP von den anderen Subspezies des MAC,
unter anderem aufgrund seines sehr langsamen Wachstums in vitro (Elguezabal,
Bastida et al. 2011). MAP bendtigt in der sehr zeitintensiven bakteriellen Anzucht,
im Gegensatz zu anderen Mykobakterien, supplementiertes Mykobaktin um zu
replizieren, einen Eisen-Chelator, welchen andere Mykobakterien selbst
synthetisieren, was ihnen ein Wachstum auch aufRerhalb des Wirtes ermoglicht
(Dane, Koidis et al. 2022).
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2.1.2 Zellwand und Tenazitat

Die Hulle von Mykobakterien ist maf3geblich fur deren Eigenschaften verantwortlich
und beeinflusst Form, Resistenzmechanismen und die Widerstandsfahigkeit im Wirt
(Daffé and Marrakchi 2019). Sie besteht aus einer typischen Zellmembran aus
Phospholipiden und Proteinen, welche von einer komplex aufgebauten Zellwand-
unterteilt in ein inneres und aul3eres Blatt- sowie einer aus Polysacchariden und
Proteinen bestehenden Kapsel umschlossen ist (Abrahams and Besra 2021). Das
innere und das aulRere Blatt ergeben zusammen die auflRere Membran - die
Mykomembran (Daffé and Marrakchi 2019). Das sogenannte Zellwandskelett
besteht aus Peptidoglykanen, welche fest an Arabinogalaktane gebunden sind,
deren Enden aus Pentasacchariden mit langkettigen Fettsduren verestert sind - den
Mykolsauren (Daffé and Marrakchi 2019, Abrahams and Besra 2021). Die
Mykolséduren bilden die Innenseite des aul3eren Blatts der Zellwand von
Mykobakterien (Daffé and Marrakchi 2019). Das &uf3ere Blatt der Mykomembran
besteht aus Glykolipiden und Trehalose-Mykolaten (Daffé and Marrakchi 2019). Der
hohe Gehalt an Lipiden, welcher bis zu 40 % der Trockenmasse des Bakteriums
ausmachen kann, erklart die hydrophoben Eigenschaften und die Saurefestigkeit
der Mykobakterien (Chiaradia, Lefebvre et al. 2017, Hermann, Karamchand et al.
2021). Das gangige mikroskopische Nachweisverfahren der Ziehl-Neelsen Farbung
beruht auf der S&urefestigkeit des inneren Blatts der Mykomembran (Octora,
Kawilarang et al. 2022). Dabei ist der von Mykobakterien aufgenommene rote
Farbstoff Karbolfuchsin auch nach Zugabe von Salzsaure und Ethanol nicht mehr
aus der Zellwand zu lésen (Octora, Kawilarang et al. 2022). Das Bakterium bleibt
somit ziegelrot angefarbt (Octora, Kawilarang et al. 2022). Diese einzigartige
Zellwandstruktur macht es madglich, Mykobakterien von anderen Bakterien zu
unterscheiden. AuRerdem dient die lipidreiche Hille als Permeabilitatsbarriere und
fuhrt zur besonderen Widerstandsfahigkeit von  Mykobakterien gegenuber
Umwelteinflissen wie Desinfektionsmitteln und Antibiotika (Hermann, Karamchand
et al. 2021). Die fur die Mykobakterien notwendigen N&ahrstoffe, wie Kohlenhydrate,
Phosphate, Sulfate und Aminosauren, gelangen mittels Transportproteinen durch
die Membran (Hermann, Karamchand et al. 2021). Wahrend eine Infektion des
Menschen mit MAC mit Makrolidantibiotika (Azithromycin oder Clarithromycin),

Rifamycin (Rifampin oder Rifabutin) und Ethambutol behandelt wird, gilt die durch
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MAP ausgeloste Paratuberkulose beim Wiederk&uer als unheilbar (Matern, Parker
et al. 2021).

2.1.3 Resistenz gegen Pasteurisierung

Bei der Pasteurisierung von Milch wird diese fur 15 Sekunden 72°C oder fur 30
Minuten auf 63°C erhitzt und danach sofort wieder abgekuhlt (Clawin-Radecker, De
Block et al. 2021). Zur Uberpriifung der erfolgreichen Pasteurisierung von Milch
sollte der Test auf alkalische Phosphatase negativ ausfallen (Clawin-Radecker, De
Block et al. 2021). Dieser Prozess, dessen Einfuhrung auf Louis Pasteur (1822-
1895) zurlickzufuhren ist, dient seit dem 19. Jahrhundert dazu, Lebensmittel, unter
anderem Milch, von Mikroorganismen und Keimen zu befreien und dem
Verbraucher ein sicheres Lebensmittel zu garantieren (Clawin-Réadecker, De Block
et al. 2021). Die Ausbreitung von Mycobacterium bovis, dem Erreger der
Rindertuberkulose, sowie Coxiella burnetii konnte durch diese Methode
unterbrochen werden (Cho, Lee et al. 2020). Seit einigen Jahren wird jedoch
vermutet, dass MAP den Pasteurisierungsprozess uberleben kann (Chiodini and
Hermon-Taylor 1993, Kuenstner and Kuenstner 2021). Neben neuen Erkenntnissen
zur Hitzeresistenz bei MAP lassen Forschungsergebnisse einen Zusammenhang
bei der Pathogenese zwischen MAP und Morbus Crohn, einer schweren
chronischen Entziindung des Magen-Darm-Traktes beim Menschen, vermuten
(Honap, Johnston et al. 2021). Dies kénnte darin begriindet sein, dass MAP in der
Milch wie auch in der Flussigkultur beobachtet, Aggregate bildete (Gerrard, Swift et
al. 2018). Bakterien in deren Zentrum kénnten nicht gentigend stark erhitzt werden
oder andererseits in somatischen Zellen der Milch vorliegen und deshalb besser vor
Hitze geschitzt sein (Gerrard, Swift et al. 2018). Die Pasteurisierung am Hof ist
vielerorts bereits Ublich, da die orale Aufnahme lebender MAPs bei Kalbern
verhindert werden soll, weil sie als empfangliche Altersgruppe gelten (Fechner,
Dreymann et al. 2019). Auch hier konnte gezeigt werden, dass eine Pasteurisierung
der Rohmilch zwar zu einer Reduktion, aber zu keiner Elimination lebender MAPs
und damit zur oralen Ubertragung auf Kalber fiihrten (Fechner, Dreymann et al.
2019).
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2.1.4 Wirtsspektrum und globale Verbreitung

Die Paratuberkulose, welche vor allem bei domestizierten Wiederk&uern, wie Rind,
Schaf und Ziege eine Rolle spielt, ist in Europa und Nordamerika endemisch
verbreitet (Nielsen and Toft 2009, Carslake, Grant et al. 2011, Lombard, Gardner et
al. 2013). Ebenso konnte MAP in Rinderhaltungen in Stiidamerika, Indien und China
nachgewiesen werden (Cheng, Liu et al. 2020, Echeverr, Escobar et al. 2020,
Sharma, Gautam et al. 2020). Neben den domestizierten Wiederkauerarten konnte
MAP auch in wildlebenden Wiederkduerarten wie Hirschen, Giraffen, Antilopen,
Gnus (Hernandez-Reyes, Chavez-Gris et al. 2022), Bisons und Kamelen (Salem,
El-Deeb et al. 2019) isoliert und nachgewiesen werden. In anderen wildlebenden
Spezies wie Dachsen, Kojoten, Krdhen, Wildkatzen, Opossums, Kaninchen,
Waschbaren (Munster, Fechner et al. 2013) und Fuchsen (Beard, Daniels et al.
2001) wurde der Erreger ebenfalls mittels PCR nachgewiesen. Obwohl MAP
hauptsachlich in domestizierten Wiederkauern eine Infektion hervorruft, bestehen
Bedenken hinsichtlich eines Reservoirs in wildlebenden Nicht-Wiederk&auern, da
MAP hier bereits regelmafiig nachgewiesen werden konnte (Arsenault, Maattanen
et al. 2014, Curlik, Lazar et al. 2020).

In der Umwelt konnte MAP in fakalen Ausscheidungen und der Erde in schattiger
Umgebung fir 12 Wochen, in Wasser und Schmutzablagerungen aus Wassertanks
fur 48 Wochen uberleben (Whittington, Marsh et al. 2005). Trotzdem ist der
Lebenszyklus von MAP in der Umwelt noch ungenigend erforscht (Samba-Louaka,
Robino et al. 2018). In einer frei lebenden Amdbenart aus dem Wassertank eines
Paratuberkulosebestandes konnte MAP nachgewiesen werden (Samba-Louaka,
Robino et al. 2018). AuRerdem konnte MAP in vitro in frei lebenden Amdben, welche
auch im Wasser von Tiertrdnken zu finden sind und den Phagozytose-Prozess von
Immunzellen Uberleben kénnen, nachgewiesen werden (Samba-Louaka, Robino et
al. 2018). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Wasser ein mogliches
Reservoir fir Mykobakterien in der Umwelt sein konnte (Whittington, Marsh et al.
2005). In einer Studie unter experimentellen Bedingungen konnte gezeigt werden,
dass MAP sich, abhangig vom pH-Wert des Bodens, an verschiedene Bestandteile
im Boden anheftet und so méglicherweise besser in der Umwelt tberleben kann
(Dhand, Toribio et al. 2009).
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Die Rolle von MAP bei humanen Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Mellitus
Typ 1 (DMT1), Multipler Sklerose (MS) und Morbus Crohn wird seit langer Zeit
diskutiert, es besteht jedoch noch keine Klarheit tGiber den genauen Einfluss von
MAP bei diesen Erkrankungen, da die Pathogenese und der Krankheitsverlauf der
einzelnen Erkrankungen unvollstandig aufgeklart sind (Waddell, Raji¢ et al. 2015).
In einer Metaanalyse von systematisch erfassten MAP- bezogenen DMT1 und MS
Studien konnte mittels der Odds Ratio (OR, eine Messzahl, die den Zusammenhang
zwischen MAP und DMT1 beziehungsweise MS beschreibt) eine signifikante
Assoziation beider Parameter gezeigt werden (Ekundayo, Falade et al. 2022,
Ekundayo, Olasehinde et al. 2022). In Metaanalysestudien zur Untersuchung der
OR zwischen MAP und Morbus Crohn konnte ebenfalls ein spezifischer
Zusammenhang gezeigt werden (Feller, Huwiler et al. 2007). Es ist jedoch nicht
definiert, welche Rolle MAP in der Atiologie von Morbus Crohn spielt (Feller, Huwiler
et al. 2007). Der Einsatz von einer Anti-MAP-Therapie mit RHB-104, einer
definierten Zusammensetzung aus 95 mg Clarithromycin, 10 mg Clofazimin und 45
mg Rifabutin, welche synergistisch inhibitorisch auf MAP-Stamme isoliert aus
Morbus Crohn-Patienten wirken, wurde nach Abschluss der Phase 3 Studien beim
Menschen als ein bedeutender Bestandteil im Morbus Crohn Management
eingestuft (Savarino, Bertani et al. 2019, Honap, Johnston et al. 2021). Die Dosen
der eingesetzten Antibiotika waren hdher als in einer 2007 durchgefiihrten Studie,
in der bereits dieselben Antibiotika in Bezug auf die Behandlung von Morbus Crohn
untersucht und keine Wirkung der Medikamente festgestellt wurden (Selby, Pavli et
al. 2007). Jedoch kann, trotz Hinweisen auf eine mogliche Korrelation zwischen dem
Nachweis von MAP bei Morbus Crohn Patienten und einem klaren atiologischen
Zusammenhang in der Pathogenese von Morbus Crohn, der Einfluss von MAP auf

Morbus Crohn abschliel3end nicht bewiesen werden (Liverani, Scaioli et al. 2014).
2.2 Paratuberkulose

2.2.1 Bekdmpfung

Die Krankheit Paratuberkulose ist in Deutschland bei einem Einzeltiernachweis fur
die Tierarten Rind, Schaf und Ziege meldepflichtig, jedoch gibt es in Deutschland
aktuell kein nationales obligates Bekampfungsprogramm (BMEL 2021). Bis heute

ist kein Heilmittel fir die Paratuberkulose bekannt, infizierte Tiere werden meist
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zeitnah geschlachtet (Tilocca, Soggiu et al. 2020). In Niedersachsen besteht durch
ein  Landesgesetz eine  Untersuchungspflicht  fir  Milchviehbestande
(Niedersachsisches Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
2005). Die Bekampfung der Paratuberkulose in Rinderbestanden ist in Deutschland
aktuell freiwillig (BMEL 2021).

2.2.1.1 Management auf Betriebsebene

Managementstrategien zielen darauf ab, die Transmissionsrate von MAP zwischen
Einzeltieren zu mindern, was die strikte Trennung von gesunden und infizierten
Tieren voraussetzt (Beaver, Ruegg et al. 2016). Auch wenn die erfolgreiche
Eliminierung von MAP aus einem Ziegenbestand mittels Managementstrategien
bereits berichtet wurde, konnten solche Erfolge in infizierten Rinderherden bislang
nicht verzeichnet werden (Barkema, Orsel et al. 2018, Gavin, Porter et al. 2018).

Bezlglich der Managementstrategien zur Paratuberkulosekontrolle gibt es
unterschiedliche Ansatze, die von Betrieb zu Betrieb stark differieren kénnen
(McAloon, Roche et al. 2019). Eine grof3e Schwierigkeit bei der Umsetzung
begrindet sich darin, dass sich Milchkuhhaltungen stark in Gré3e, Management
und Umsatz unterscheiden, denn was fir einen grof3en, modern geleiteten Betrieb
umsetzbar ist, kann fur einen Mastbetrieb oder kleineren Familienbetrieb schwierig,
bis nicht umsetzbar sein (McAloon, Roche et al. 2019). Madgliche
Managementstrategien wurden bisher basierend auf der Grundlage bekannter
Ausscheidungswege des Erregers und des altersabhangigen Infektionsrisikos
entwickelt, jedoch fehlen hier oft Feldversuche zur Wirksamkeit dieser
Managementstrategien  (McAloon, Roche et al. 2019). Abgeleitete
ManagementmalRnahmen, welche Dbereits in neun US-amerikanischen
Milchviehherden eine verringerte Pravalenz von MAP in der Herde erreichen
konnten, umfassten von der Herde abgetrennte Kalbebereiche, Isolierung der
Kalber innerhalb von zwei Stunden nach Kalbung von der Mutter, hygienische
Kolostrumaufbereitung, Futterung der Kalber ausschlieflich mit pasteurisierter
Milch oder Milchaustauschern, Trennung von Kélbern und Kihen adulten Alters,
Aussortieren von stark positiven Tieren im Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) aus der Herde und Auswahl von ELISA-negativen Ersatzfarsen (Collins,
Eggleston et al. 2010). Auch mittels des ,Tharinger Kontrollprogramms® konnte

durch Aussortieren seropositiver Tiere, verbesserte Hygiene, Kontrolle des
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Infektionsstatus neuer Tiere und regelmaRige Kontrolle des Infektionsstatus der
Herde eine sinkende kumulative Inzidenz, d.h. ein Riickgang von neu auftretenden
Fallen verzeichnet werden (Donat 2017). In anderen Studien konnte jedoch
wiederum auch von keiner Senkung der Herdenpravalenz berichtet werden, was
einerseits sicherlich der schlechten Standardisierung aufgrund der sich stark
unterscheidenden innerbetrieblichen Vorgange geschuldet ist, andererseits aber
auch durch die noch nicht vollstandig aufgeklarten Reservoire und Pathogenese-

Mechanismen (Nielsen and Toft 2011, Klopfstein, Leyer et al. 2021).

2.2.1.2 Schlachtung positiv getesteter Rinder

Die Entfernung positiv getesteter Tiere, im Englischen bekannt unter ,test-and-cull,
stellt eine mdgliche Bekampfungsstrategie dar, denn diese Tiere scheiden den
Erreger Uber den Kot aus, kontaminieren damit die Umwelt und dienen damit als
potentielle Infektionsquelle fur gesunde Tiere (Fichtelova, Kralova et al. 2022).
Diagnostische Tests lassen sich in direkte und indirekte Nachweismethoden
unterteilen: zu den direkten Methoden z&hlen kulturelle Anzucht und PCR aus
Kotproben (Field, Mee et al. 2022). Eine indirekte Nachweismethode stellt der
ELISA dar, mit dem anti-MAP-Antikérper detektiert werden kénnen (Aly, Anderson
et al. 2012, More, Cameron et al. 2015, Beaver, Sweeney et al. 2017). Es konnte
festgestellt werden, dass ,test-and-cull” eine sinnvolle Strategie darstellte, wenn sie
zum richtigen Zeitpunkt und zwar bei Herden mit synchronisierter Kalbung, vor der
Kalbeperiode eingesetzt wurde (Biemans, Ben Romdhane et al. 2021). Demnach
kann diese Strategie in manchen Szenarien erfolgversprechend sein, in der Regel
resultiert jedoch bei alleiniger Anwendung dieser Strategie ohne Kombination mit
anderen Bekampfungsstrategien keine Erregerfreiheit im Betrieb, sondern allenfalls
eine Reduktion der Herdenpravalenz (Al-Mamun, Smith et al. 2017). Der Ursprung
der ,test-and-cull“-Methode findet sich im Bekdmpfungsprogramm gegen die bovine
Tuberkulose, welche mittels intradermaler Tuberkulin-Tests und dem Keulen positiv
getesteter Tiere in vielen Landern, wie auch in Deutschland, erfolgreich eliminiert
wurde (Lakew, Srinivasan et al. 2022). Allerdings traten bei der Tuberkulintestung
einer kombinierten Bullen- und Eberstation im Rahmen eines geplanten Exports bei
den Tieren deutliche Hautreaktionen bei etwa der Halfte der Tiere auf
Vogeltuberkulin und auch auf Rindertuberkulin auf (Fodstad 1977). Nach
bakteriologischer Untersuchung aus Proben von zu diagnostischen Zwecken
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geschlachteten Tieren wurden jedoch in nur zwei von vierzehn reagierenden Ebern
und bei keinem der geschlachteten Bullen Stdmme von Mycobacterium avium
festgestellt (Fodstad 1977). Es wurden atypische Mykobakterienstamme in Proben
aus sowohl der Umgebung, als auch aus drei Ebern, zwei Bullen und einer Taube
isoliert, was auf eine mdogliche Sensibilisierung der Tiere mit &ahnlichen
Mykobakterienstammen hindeutete (Fodstad 1977). In weiterfUhrenden
Untersuchungen wurden bei gegen einen der nachgewiesenen atypischen
Mykobakterienstamme  immunisierten  Meerschweinchen und  Schweinen
Kreuzreaktionen auf Vogel- und Rindertuberkulin nachgewiesen (Fodstad 1977).
Daraus konnte geschlossen werden, dass die beobachteten Tuberkulinreaktionen
nicht auf eine Infektion mit Mycobacterium bovis zurtickzufuhren waren, sondern
auf eine Sensibilisierung der Tiere mit atypischen Mykobakterien, was zu einer
verringerten Spezifitdit des Tuberkulin-Hauttests fuhrte (Fodstad 1977, Jenkins,
Gormley et al. 2018).

In Deutschland und vielen anderen Landern mit striktem Bekampfungsprogramm
konnte 1997 der Status ,amtlich anerkannt tuberkulosefrei” erreicht werden, jedoch
spielen in manchen Landern unter anderem Wildreservoire eine Rolle, die aus dem
Raster des Bekampfungsprogramms fallen (BMEL 2019, Juste, Geijo et al. 2021).
Strategien in der Paratuberkulosebekampfung, welche sich lediglich auf das
Entfernen positiv getesteter Tiere stltzen, konnten keine befriedigende Senkung
der Herdenpravalenz erreichen (Groenendaal and Galligan 2003). Das begrindet
sich unter anderem darin, dass neben dem direkten Ubertragungsweg von Tier zu
Tier, auch der indirekte Ubertragungsweg durch die Umwelt und moglichen Erreger-

Reservoirs, eine Rolle spielen (Kirkeby, Greesbgll et al. 2018).

2.2.1.3 Vakzination

Eine Impfung gegen die bovine Paratuberkulose ist mdglich. Es wurde erstmals
1926 von einem Vakzin berichtet, welches aus einem lebenden, nichtvirulenten
MAP-Adjuvans bestand (Vallee and Rinjard 1926). Wéahrend des zwanzigsten
Jahrhunderts wurden sowohl Lebend- als auch Totvakzine in Verbindung mit
Adjuvantien fur die aktive Immunisierung von Rindern und Schafen entwickelt
(Rosseels and Huygen 2008).

Durch die Anwendung einer Totvakzine vor dem dritten Lebensmonat konnte ein

lebensverlangernder Effekt bei Kalbern festgestellt werden (Juste, Geijo et al.
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2021). Eine Reduzierung der Erregerausscheidung von 48 % auf 1,4 % konnte
mittels Bakterioskopie vom Kot geimpfter Rinder Uber einen funfjahrigen Zeitraum
beobachtet werden (Kérmendy 1994). Durch die Abnahme der
Erregerausscheidung kam es auch zum Absinken des Infektionsdrucks innerhalb
der Herde, was wiederum Uber einen langeren Zeitraum zu einer sinkenden
Pravalenz im Bestand fuihrte (Knust, Patton et al. 2013). Jedoch hat die Vakzination
gegen Paratuberkulose den Nachteil, dass immunisierte Tiere aufgrund von
Kreuzreaktionen mit anderen Mykobaterienarten, wie M. bovis und M. avium spp.
avium, falsch positiv in Nachweisverfahren der zellularen Immunantwort, wie dem
Tuberkulintest bei Anwendung der amtlichen Auswertungskriterien reagierten
(Serrano, Elguezabal et al. 2017, Juste, Geijo et al. 2021). AulRerdem kann es bei
der Vakzination zu Granulombildung an der Impfstelle kommen, was zu einer
Minderung des Schlachtpreises fiuhren kann (Patton 2011). Des Weiteren
reagierten gegen Paratuberkulose immunisierte Tiere positiv in den
Untersuchungsmethoden zum Nachweis einer MAP-Infektion (Muskens, van
Zijderveld et al. 2002). Nicht zuletzt durch die fehlende Zulassung in der
Europaischen Union stellt die Impfung gegen Paratuberkulose aktuell keine
Bekampfungsmalinahme dar, welche als alleinige Ma3hahme angewendet werden
konnte. Da die Impfung lediglich die Erregerausscheidung reduziert und den
Krankheitsverlauf abmildert, bietet sie keinen vollstdndigen Schutz vor der Infektion

und ermdglicht keine Kontrolle der Erkrankung (Juste, Geijo et al. 2021).

2.2.2 Indirekte Nachweismethoden

Die indirekten Nachweismethoden einer MAP-Infektion unterteilen sich zum einen
in Methoden zum Nachweis von humoralen Antikdrpern gegen MAP, was Uber die
Komplementbindungsreaktion, den ELISA und die Agargelimmundiffusion méglich
ist. Zum anderen kann die zellgebundene Immunreaktion Uber den Johnin-Hauttest

oder den Interferon-y-Test (IFN-y-Test) nachgewiesen werden.

2.2.2.1 Nachweis humoraler Antikorper

Die Komplementbindungsreaktion ist das éalteste serologische Testverfahren zum
Nachweis von MAP-Antikérpern in bovinem Blutserum, welches auf der Aktivierung
des Komplementsystems durch Antigen-Antikorper-Komplexe beruht (Cocito, Gilot

etal. 1994). Im ersten Schritt des Testverfahrens wird der zu testenden Serumprobe
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MAP-Antigen und eine definierte Menge an Fremdkomplement beigefugt (de Lisle,
Seguin et al. 1980). Im zweiten Schritt des Tests werden Schaferythrozyten und
gegen diese Schaferythrozyten bindende Antikérper hinzugefiigt (de Lisle, Seguin
et al. 1980). Ist der Test negativ, waren im ersten Schritt des Tests keine Antikorper
gegen MAP im Serum vorhanden und es tritt folglich eine Hamolyse ein, da noch
freies Komplement vorhanden ist. Bei einer positiven Reaktion bleiben die
Erythrozyten erhalten, da das Komplement bereits im ersten Schritt von den
Antigen-Antikérper-Komplexen aktiviert und verbraucht wurde. Das Verfahren stellt
allerdings eine wenig sensitive (17,9 %) und durch Kreuzreaktion mit anderen
Mykobakterien wenig spezifische Methode dar (Kérmendy, Nagy et al. 1984). Es gilt
daher fur die Detektion MAP-positiver Rinder in der Herde als obsolet (Wilks, Taylor
et al. 1981, Reichel, Kittelberger et al. 1999).

Die am haufigsten verwendete Methode zum Nachweis von spezifischen
Antikorpern gegen MAP in Serum oder Milch ist aufgrund seiner leichten und
schnellen Durchfihrbarkeit der ELISA (Wichert, Kasbhohm et al. 2022). Der ELISA
stellt eine kostenginstige und vor allem schnelle Diagnosemdglichkeit dar und
ermoglicht es mittels Testung von gepoolten Sammel- und Tankmilchproben einen
Uberblick tber die Pravalenz innerhalb der Herde zu bekommen (Krieger,
Eisenberg et al. 2022). In Deutschland sind derzeit vier ELISA-Tests fir den
Antikdrpernachweis in Serum und Milch vom Rind zugelassen (FLI 2020). Um
kreuzreaktive Antikorper zu eliminieren und somit die Spezifitat des ELISAs zu
erhohen, werden den Serum- oder Milchproben ein Mycobacterium phlei
enthaltender Puffer zugesetzt (Yokomizo, Kishima et al. 1991). Die Proben werden
im Anschluss auf Platten gegeben, welche mit MAP-Antigen beschichtet sind.
Beinhaltet die Probe spezifische Antikbrper gegen MAP, kénnen die gebundenen
Antikdrper mittels spezifischer enzymgekoppelter Sekundarantikdrper durch eine
Farbreaktion detektiert werden.

Problematisch ist der Einsatz von MAP-ELISAs zur Identifizierung MAP-positiver
Tiere in der Herde bei Tieren in der subklinischen Infektionsphase, welche bis zu
zehn Jahre andauern kann (Fernandez, Colavecchia et al. 2019). Bei einer
subklinischen MAP-Infektion wird Erreger zwar tber den Kot ausgeschieden und
stellt somit potentiell eine Gefahr flr gesunde Tiere dar, jedoch kénnen Antikérper
mittels ELISA nicht detektiert werden, da noch keine Serokonversion stattgefunden

hat (Fernandez, Colavecchia et al. 2019). Die Sensitivitat schwankt zwischen 7 —
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22 %, was fur die Beurteilung des Vorhandenseins einer MAP-Infektion wenig
Sicherheit garantiert und erklart, warum viele Beka&mpfungsprogramme den
Schwerpunkt auf Herdenebene legen und nicht auf das individuelle Tier (Field, Mee
et al. 2022).

Es konnte zwar in einer L&ngsschnittstudie gezeigt werden, dass spezifische
Antikorper gegen MAP bereits vor dem Ausscheiden des Erregers Uber den Kot
mittels ELISA detektiert werden konnen, jedoch steigt trotzdem die
Wahrscheinlichkeit fir einen positiven Nachweis mittels ELISA proportional zur
ausgeschiedenen Erregermenge (Nielsen 2008). Aul3erdem wurde eine Assoziation
zwischen der Laktationsphase und der humoralen Immunantwort gezeigt (McAloon,
O'Grady et al. 2020). Mit typischerweise hdheren Antikérperkonzentrationen zu
frihen und spaten Laktationsstadien, kann diese Assoziation bei der Herdentestung
von synchronisierten Herden eine Rolle spielen (McAloon, O'Grady et al. 2020).
Der ELISA hat eine hohere Sensitivitat bei Proben von Tieren mit hoherer fakaler
Erregerausscheidung — in einer longitudinalen Studie zur Untersuchung der
Zusammenhange zwischen fakaler Erregerausscheidung und serologisch
nachweisbaren Antikdrpern gegen MAP mittels ELISA, konnte eine Diskrepanz
zwischen fakaler Erregerausscheidung und positiver ELISA Tests festgestellt
werden, denn bei nur 13 % der Tiere, welche mehrfach mittels ELISA negativ
getestet wurden, konnte der negative Status immer mittels qPCR bestétigt werden
(Navarro-Gonzalez, Fourichon et al. 2019). Es konnte gezeigt werden, dass mehr
als zwei positive ELISA Tests mit stark erhdhter fakaler Erregerausscheidung
korrelierten (Navarro-Gonzalez, Fourichon et al. 2019).

Bei Herden, welche wiederholt mittels ELISA getestet werden, nimmt die Sensitivitat
im Verlauf mehrfacher Testungen ab, da die ,high shedders® von der Herde
ausgeschlossen werden und sich folglich immer prozentual mehr Tiere in der Herde
befinden, die wenig Erreger ausscheiden (Whitlock, Wells et al. 2000).

Eine weitere Methode zum Nachweis der humoraleren Immunantwort bei einer
MAP-Infektion ist der Agargelimmunodiffusionstest. Dieser wurde zur
Schnelltestung von symptomatischen Tieren mit Verdacht auf eine Paratuberkulose
Erkrankung entwickelt (Spangler, Bech-Nielsen et al. 1988). Dieser Test wird jedoch
fast ausschliel3lich in der Diagnostik bei Schafen verwendet (Morales-Pablos,
Mejia-Sanchez et al. 2020). Das Verfahren ist sehr spezifisch, weist aber eine

geringe Sensitivitat bei klinisch unauffalligen Tieren von nur 8 % auf, was den Test
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in der Fruhdiagnostik nicht brauchbar macht (Robbe-Austerman, Gardner et al.
2006).

2.2.2.2 Nachweis zellgebundener Immunitat

Gereinigte Proteinderivate (engl. purified protein derivates, PPD) werden zur
Diagnose mykobakterieller Infektionen verwendet (Corneli, Corte et al. 2019).
Bovines PPD (PPDB) wird aus dem Mycobacterium tuberculosis Komplex
gewonnen, wahrend aviares PPD (PPDA) aus dem Mycobacterium avium Komplex
gewonnen wird (Corneli, Corte et al. 2019). Beide wurden beim Tuberkulintest im
Rahmen der Bekampfungsprogramme der bovinen Tuberkulose eingesetzt
(Abernethy, Denny et al. 2006). Die Diagnosestellung basiert auf der verzégerten
Hypersensitivitatsreaktion 72 Stunden nach Injektion von PPD, gewonnen aus
Mycobacterium bovis, was anhand der Hautdicke gemessen werden kann (Romero,
Chang et al. 2022). Die Hautdicke der Injektionsstelle von PPDB wird vergleichend
mit der Reaktion auf PPDA beurteilt (Romero, Chang et al. 2022).

Mittels aus MAP gewonnenem Johnin PPD (PPDJ) wurde auch ein Intrakutantest
fur die Fruhdetektion von Paratuberkulose entwickelt (Lash and Mohler 1930). Es
bestehen jedoch Zweifel hinsichtlich der Spezifitat dieses Tests aufgrund
kreuzreaktiver Epitope, die bei PPDJ vorhanden sind (Corneli, Corte et al. 2019).
Es konnen Proteine in PPDJ enthalten sein, die identisch derer anderer
Mykobakterien sind und so eine Kreuzreaktion hervorrufen (Corneli, Corte et al.
2019). Es wurden bereits andere rekombinante sekretorische Proteine wie
MAP2168c, MAP1693c, MAP3547c, MAP4308c und MAP2677c auf ihre Eignung
als Marker einer Hypersensitivitatsreaktion getestet, welche bisher jedoch aufgrund
fehlender weiterfihrender Studien noch nicht eingesetzt werden (Corneli, Corte et
al. 2019).

In Studien, welche verschiedene indirekte Nachweismethoden vergleichen, konnte
der IFN-y-Test MAP infizierte Tiere in frihen Krankheitsstadien detektieren (Corneli,
Di Paolo et al. 2021). Der IFN-y-Test wurde in Australien in den spaten 1980er
Jahren entwickelt und misst mittels eines ELISAs das von sensibilisierten T-
Lymphozyten infizierter Tiere vermehrt produzierte Zytokin IFN-y nach Stimulation
mit mykobakteriellen PPDs in vitro (Wood, Corner et al. 1990, Corneli, Di Paolo et
al. 2021). IFN-y wird verwendet, da die erste Immunreaktion vieler Kiihe auf MAP
durch eine Th1l-Antwort mediiert ist, gekennzeichnet durch die Produktion von INF-
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y und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen (Baquero and Plattner 2016,
Baquero and Plattner 2017). Der Test wurde in der Anwendung als
,Fruhwarnsystem“ beschrieben, um beispielsweise frihzeitig junge Tiere in einer
bereits Paratuberkulose-freien Herde zu detektieren (Corneli, Di Paolo et al. 2021).
Diese Testmethode kann sinnvoll sein, da beobachtet wurde, dass im frihen und
subklinischen Stadium der Infektion oftmals keine spezifischen Antikdrper gebildet
werden oder diese in nur so geringem Ausmal vorhanden sind, dass sie mit
handelslblichen Detektionstests nicht nachgewiesen werden kénnen (Meyer, Bond
et al. 2018). Erst in progressiven Erkrankungsstadien nimmt die Zahl an
zirkulierenden Antikdrpern zu, die dann mittels ELISA im Serum detektiert werden
kénnen (Meyer, Bond et al. 2018). Jedoch weist der IFN-y-Test eine relativ niedrige
Spezifitat (66 - 94 %) und Sensitivitat (13 - 85 %) auf (Kalis, Collins et al. 2003,
Corneli, Di Paolo et al. 2021). Die Interpretation der Menge an INF-y ist ein essentiell
zu bericksichtigender Punkt bei der Definition von Cut-Off Werten und daraus
folgend bei der Klassifizierung des Infektionsstadiums eines Tieres (Kalis, Collins et
al. 2003). Der IFN-03B3g-Test soll infizierte Tiere identifizieren, jedoch hangt die
Folgehandlung davon ab, wie hoch die Pravalenz von MAP innerhalb der Herde ist
(Corneli, Di Paolo et al. 2021). So sollte in einer Herde mit niedriger Pravalenz ein
positiv identifiziertes Tier sofort abgesondert oder geschlachtet werden, um eine
weitere Verbreitung von MAP innerhalb der Herde zu verhindern (Corneli, Di Paolo
et al. 2021). Im Gegensatz dazu sollte in Herden hoher Pravalenz die
Erregerausscheidung dieser Tiere haufiger getestet werden, da sie ein Risiko
darstellen, den Erreger in der Herde zuklnftig weiter zu verbreiten (Corneli, Di Paolo
et al. 2021).

2.2.3 Direkte Nachweismethoden

2.2.3.1 Kulturelle Anzucht

Als Goldstandard im direkten Nachweisverfahren dient noch immer die bakterielle
Anzucht von MAP auf geeigneten Nahrbdden, so wie dem mit Mykobaktin J
substituierten Herrold’s Egg Yolk Medium, ein auf Eidotter basierendem festem
Nahrmedium (Schwalm, Obiegala et al. 2018). Aufgrund der langen Generationszeit
von MAP (mehr als 20 Stunden) ist die Anzucht mit etwa acht bis 20 Wochen sehr

zeitaufwandig, ermoglicht aber eine sichere Detektion lebender, beziehungsweise
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kultivierbarer MAP in der untersuchten Probe (Cechova, Beinhauerova et al. 2021,
Dane, Koidis et al. 2022). Im Gegensatz dazu stellt die Anzucht im Flissigmedium
eine deutlich schnellere Alternative mit acht bis 12 Wochen dar (Dane, Koidis et al.
2022). Viele aktuelle Studien zur effizienteren Anzucht beim Nachweis lebender
MAPs beziehen sich hauptséachlich auf die Flissigkultur mit dem synthetischen
Middlebrook 7H9 Flissigmedium, ebenfalls substituiert mit Mykobaktin J (Dane,
Koidis et al. 2022). Trotzdem hat die Anzucht auf festem Nahrboden zum Vorteil,
dass die Bakterienanzahl durch die typische Morphologie der Kolonien und auch
vorkommende Verunreinigungen durch andere Bakterienstamme leichter bestimmt

werden konnen (Dane, Koidis et al. 2022).

2.2.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Seit der kompletten Genomsequenzierung von MAP K-10 des C-Typs konnte die
PCR als Werkzeug zur Bestatigung anderer Nachweismethoden sowie als eigenes
Diagnosetool genutzt werden (Li, Bannantine et al. 2005). Die 1S900
Insertionssequenz (Brahma, Narang et al. 2020) ist 14 bis 17 Mal im MAP-Genom
zu finden und der meistgenutzte DNA-Abschnitt fir die Nutzung in der PCR (Conde,
Price-Carter et al. 2021). Da jedoch bereits in anderen Mykobakterien falsch positive
IS900 Signale verzeichnet werden konnten, stellt diese Insertionssequenz zwar
eine sehr sensitive, aber nicht ganz spezifische DNA-Sequenz dar (Tasara, Hoelzle
et al. 2005). Die F57-Sequenz, mit einer einzigen Kopie im MAP-Genom, konnte in
allen aus Tieren und Menschen isolierten MAP Stammen gefunden werden und
weist eine hohe Spezifitat auf (Poupart, Coene et al. 1993). Um MAP sowohl
qualitativ, als auch quantitativ zu analysieren, wurden in einer kombinierten gPCR
sowohl das haufiger vorkommende Element 1S900, als auch das single-copy
Element F57 verwendet (Slana, Kralik et al. 2008). Fur die Diagnostik ist die
Aussage Uber die Quantitat wichtig, da der Infektionsstatus Uber sie klassifiziert
werden kann (Beinhauerova, Beinhauerova et al. 2021). Tiere, welche massiv
Erreger ausscheiden, werden als ,super shedders® bezeichnet und stellen eine
Gefahr fur die Herde dar (Pradhan, Mitchell et al. 2011). Da Tiere oft auch ohne die
typische klinische Symptomatik zu zeigen stark zur Weiterverbreitung des Erregers
beitragen, sollten sie schnellst moglichst aus der Herde ausgeschlossen werden
(Pradhan, Mitchell et al. 2011).
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Der Nachweis mittels PCR ist eine deutlich schnellere Methode als die kulturelle
Anzucht, jedoch kann dabei keine Aussage Uber die Viabilitat der Mykobakterien
getroffen werden, weshalb durch diese Methode beispielsweise nicht eingeschatzt
werden kann, ob die in pasteurisierter Milch enthaltenen MAPs abgetttet wurden
oder nicht (Cechova, Beinhauerova et al. 2021).

In einer kombinierten ,viability PCR®, bei der die Proben vor der Durchfiihrung mit
Ethidium Monoazid, Propidium Monoazid oder auch Platinum zur Darstellung der
lebenden und toten Bestandteile einer Probe behandelt wurden, konnten bereits
lebende von toten Bakterien differenziert werden (Cechova, Beinhauerova et al.
2021).

Fur die Diagnostik im Betrieb werden entweder einzelne Kot- oder Milchproben,
oder als kostenglnstigere Alternative mittels Sockentupfer entnommene
Sammelkotproben, mittels PCR untersucht (Gschaider, Kéchler et al. 2021). So
konnen auch Bestande mit relativ niedriger Durchseuchungsrate identifiziert werden
(Gschaider, Kochler et al. 2021).

2.2.4 Immunreaktion und Pathogenese

Um die Ldsung fir ein erfolgreiches Bekampfungsprogramm in Mensch und Tier
gegen MAP zu finden, ist es essentiell, die Entstehung und Entwicklung der durch
den Erreger ausgeltsten Krankheit zu verstehen (Ssekitoleko, Ojok et al. 2021).
MAP wird hauptsachlich Uber Fézes, Kolostrum oder Milch bereits bei Kalbern oral
Ubertragen, eine intrauterine oder aerogene Ubertragung ist jedoch ebenfalls
maoglich (Deutz, Spergser et al. 2005, Field, McAloon et al. 2022). Der Infektionsweg
kann Uber kontaminierte Zitzen, Liegeboxen, Weiden, Boden und Wasser erfolgen
(Pritchard, Coffey et al. 2017). Die Krankheit hat eine sehr lange Inkubationszeit,
demnach sind die Tiere, welche spater im Alter zwischen drei und sechs Jahren
klinisch erkranken, bereits im Kalberalter infiziert worden (Vass-Bognar, Bakony et
al. 2022). Die Risikofaktoren fir eine MAP-Transmission ergeben sich
hauptséachlich durch die Einbringung neuer Tiere in die Herde, das Fittern von
Kalbern mit gepoolten Milchproben und unzureichender Geburtshygiene (Stabel
2008, Vilar, Santos et al. 2015).

Abweichend von anderen pathogenen Bakterien, fehlen Mykobakterien klassische
Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Toxine, da sie andere Virulenzmechanismen

nutzen um im Zellinneren der Makrophagen zu tberleben (Ssekitoleko, Ojok et al.
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2021). Nach oraler Aufnahme werden die Mykobakterien Uber die speziellen
Epithelzellen der lleummukosa, den M-Zellen (engl. microfold cells) der
Peyer'schen Platten, in die Submukosa aufgenommen, wo sie von Makrophagen
phagozytiert werden (Momotani, Whipple et al. 1988, Ibeagha-Awemu, Bissonnette
et al. 2021). Interessanterweise konnte in B-Zell-Knockout-Mausen, die keine
Peyer'schen Platten besitzen, gezeigt werden, dass MAP auch ohne die
Anwesenheit der M-Zellen die intestinale Mukosa des Darms mittels Enterozyten
Uberwinden kann (Bermudez, Petrofsky et al. 2010). Auch die Tight-Junctions
werden durch MAP geschwécht, was die Integritat der Darmschranke beeinflusst
und somit dem Erreger ermoglicht, parazellular eindringen zu kdnnen (Bannantine
and Bermudez 2013). In vitro Stimulationsexperimente von transfizierten Zelllinien,
murinen Makrophagen und humanen PBMC konnten zeigen, dass Pattern
Recognition Receptors (PRR), wie TLR2, welche sich auf der Oberflache von
Makrophagen befinden, unter anderem an der Erkennung von MAP durch das
angeborene Immunsystem beteiligt sind (Ferwerda, Kullberg et al. 2007). Es konnte
gezeigt werden, dass nach der Aufnahme von MAP in die Enterozyten der Erreger
eine Ca?* abhangige Ansauerung des Endosoms und eine Ausschuttung von IL-1B
bewirkt (Lamont, O'Grady et al. 2012). Dadurch werden die Makrophagen zur
Infektionsstelle gelockt (Lamont, O'Grady et al. 2012). Der genaue Mechanismus,
wie MAP durch die Makrophagen phagozytiert wird und wie die Proliferation und
Persistenz von MAP innerhalb der Makrophagen vonstattengeht, ist bis heute nicht
ganzlich erforscht. Innerhalb der Makrophagen entkommt der Erreger in einer
sogenannten immunologischen Nische der Immunantwort des Wirtes, indem MAP
die Phagolysosomenreifung unterbindet, und I6st eine latente Infektion des lleums
aus (Field, McAloon et al. 2022). Eine der Uberlebensstrategien der MAPs ist die
Deaktivierung von reaktiven Sauerstoffzwischenprodukten (engl. reactive oxygen
intermediates, ROI), welche in den Makrophagen einen antimikrobiellen Effekt
haben (Werling, Hope et al. 2004). Des Weiteren konnte in mit M. tuberculosis
infizierten Makrophagen eine verminderte Produktion von induzierbarer
Stickstoffoxidsynthase (engl. inducable nitric oxide synthase, INOS) beobachtet
werden, was eine MalRnahme zur Verminderung der Stickstoffmonoxidproduktion
sein konnte um dessen antimykobakteriellen Einfluss aufzuheben (Miller, Fratti et
al. 2004). Stickstoffmonooxid (engl. nitric oxide, NO) wird physiologisch in

Makrophagen, beispielsweise nach der Stimulation mit den pro-inflammatorischen
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Zytokinen INF-y und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) produziert und hat einen
antimykobakteriellen Effekt (MacMicking, Xie et al. 1997). Die Intensitat der IFN-y-
Immunantwort scheint einen Einfluss auf den weiteren Verlauf der Krankheit zu
haben (Begg, Plain et al. 2018). In einem Infektionsversuch von Kélbern konnte
gezeigt werden, dass Kalber mit niedrigerer IFN-y-Ausschittung starkere
histopathologische Veranderungen am Darm aufwiesen, wohingegen eine héhere
IFN-y-Ausschuttung sogar eine Elimination des Erregers bewirken konnte (Begg,
Plain et al. 2018).

Im weiteren Verlauf dieses tuberkuloiden Krankheitsstadiums, welches durch eine
zellmediierte pro-inflammatorische Thl-Immunantwort und Zytokine, wie IFN-y,
Interleukin 2 (IL-2), IL-12 und TNFa gekennzeichnet ist, wandern die infizierten
Makrophagen zu den regionalen Lymphknoten und verteilen die Erreger in der
Lymphe (Ibeagha-Awemu, Bissonnette et al. 2021). Die diffuse Granulombildung in
diesem Stadium entsteht durch vermehrte Rekrutierung von Makrophagen gepaart
mit deren verringerter Apoptose, was das Abkapseln und Uberleben der
Mykobakterien in den Makrophagen erleichtert (Coussens 2004). So kann MAP
innerhalb der Granuloma in eine Art Ruhezustand tbergehen und erreicht somit
eine persistente Infektion des Wirtes, wobei die Hintergriinde der Reaktivierung und
dem Ubergang in eine aktive Infektion bis heute nicht geklart sind (Park, Park et al.
2020). Wahrend dieser tuberkuloiden Phase zirkulieren keine oder kaum
spezifische Antikorper gegen MAP im Blut (Field, McAloon et al. 2022). In diesem
subklinischen Stadium, das fur viele Jahre bestehen kann, zeigt das Tier keine
klinischen Symptome (Field, McAloon et al. 2022). Der Wechsel zu einer eher Th2-
dominierten Immunantwort kennzeichnet das leproide Stadium der Krankheit
(Stabel and Bannantine 2019). Jedoch gibt es Uberschneidungen in der Th1/Th2-
Immunantwort, denn die Ubergange zwischen den verschiedenen
Krankheitsstadien sind flieRend und die ,alles oder nichts“-Trennung sollte eher als
Tendenz betrachtet werden (Stabel and Bannantine 2019). Die Zusammenhange,
die den Ubergang zwischen dem tuberkuloiden und dem leproiden Stadium
vermitteln, sind bisher ungeklart und bedirfen weiterfihrender Forschung.
Humorale Immunantworten, mediiert Gber Th2, sowie anti-inflammatorische
Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 treten auf, wenn die Krankheit bereits
fortgeschrittener ist (Ganusov, Klinkenberg et al. 2015). Diese im

Infektionsgeschehen spater auftretende humorale Immunantwort, welche nicht
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protektiv ist, ist gekennzeichnet durch den Befall der Makrophagen mit MAP, derer
Unfahigkeit MAP zu eliminieren und der Produktion von Immunglobulin G1

(Coussens, Verman et al. 2004).

2.2.5 Krankheitsverlauf der Paratuberkulose

Die Paratuberkulose wird als heimtiickische Krankheit bezeichnet, da mit MAP
infizierte Tiere nicht immer Erreger ausscheiden und somit schwer mittels
diagnostischer Tests zu erfassen sind (Salem, Heydel et al. 2013). Der Zeitpunkt
der Infektion betrifft meistens das Kalberalter, in dem die Tiere am empfanglichsten
fur eine Infektion mit MAP sind (Mitchell, Medley et al. 2012). Die Infektionsquelle
stellen infizierte &altere Kuhe dar, von denen der Erreger fakal-oral auf das Kalb
ubertragen wird (Field, McAloon et al. 2022). Auch wenn einige Kélber es schaffen,
die Infektion abzuwehren, bleibt die Mehrheit der mit MAP in Kontakt gekommenen
Kalber lebenslang chronisch infiziert (Begg, Plain et al. 2018). Der Krankheitsverlauf
wird in eine frlhe Phase ohne Erregerausscheidung, eine asymptomatische
subklinische Phase, eine klinische Phase und eine progressive klinische Phase mit
Erregerausscheidung unterteilt (Whitlock and Buergelt 1996). Hieraus ergibt sich
auch die heimtickische Eigenschaft der Krankheit, da im frGhen Stadium der
Krankheit weder der Erreger zuverlassig detektiert werden (ein Nachweis ist oftmals
nur histologisch maoglich), noch eine Infektion ausgeschlossen werden kann
(Fernandez, Colavecchia et al. 2019). Hinzu kommt, dass ein positives Testergebnis
im frihen Krankheitsstadium nicht bedeutet, dass dieses Tier einmal klinische
Symptome entwickeln wird, da die meisten Tiere zeitlebens subklinisch infiziert
bleiben, ohne jemals sichtbare klinische Symptome zu entwickeln (Stabel 1998,
Park and Yoo 2021). So ist die oft zeitlich Uber Jahre ausgedehnte frihe Phase der
Paratuberkulose, in der ein Grofdteil der Rinder einer Herde wahrend ihres
produktiven Lebens verbleiben werden, dadurch gekennzeichnet, dass der Wirt
augenscheinlich die Infektion unter Kontrolle hat, indem die Replikation der Erreger
innerhalb der Makrophagen zurtickgehalten wird (Arsenault, Maattanen et al. 2014).
Tiere, die sich im subklinischen Stadium der Infektion befinden, zeigen ebenso
keine klinischen Symptome, scheiden aber, zumindest intermittierend, Erreger aus
und haben unter Umstéanden spezifische Antikorper oder eine zellulare
Immunantwort (Whitlock and Buergelt 1996). Obwohl die fékale Ausscheidung von

MAP meistens durch adulte Tiere erfolgt, konnte bei jingeren Tieren bereits eine
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Erregerausscheidung festgestellt werden (Weber, Kogut et al. 2010). Durch
subklinisch infizierte Tiere entstehen wirtschaftliche Verluste aufgrund verminderter
Milchleistung, schlechterer Fruchtbarkeit, verzégertem Wachstum und allgemein
schlechterer Gesundheitszustande (Nielsen, Krogh et al. 2009). Diese Tiere sind
die gro3te Gefahr fir den Bestand, da sie oftmals bereits Erreger tiber Kot und Milch
ausscheiden und dadurch gesunde Tiere infizieren, jedoch eine Infektion tber die
diagnostischen Tests nicht detektierbar ist (Whittington, Donat et al. 2019). Die
klinische Phase der Erkrankung, die sogenannte ,Spitze des Eisbergs® aller
Infektionen, kann nach zwei bis zehn Jahren nach Infektion eintreten und ist durch
sukzessiven Gewichtsverlust und beginnenden, anfangs auch intermittierenden,
wassrigen Durchfall gekennzeichnet (Whitlock and Buergelt 1996). Tiere verbleiben
meist nicht langer als einige Monate in diesem Stadium bevor das progressiv
klinische Stadium der Paratuberkulose eintritt (Whitlock and Buergelt 1996). Diese
progressive Form ist gekennzeichnet durch behandlungsresistenten chronischen
Durchfall bei erwachsenen Kiihen, Milchleistungs- und Gewichtsverlust bis hin zu
lebensbedrohlicher Abmagerung, Lethargie und Schwache (Whitlock and Buergelt
1996). Diese Tiere sind oftmals so abgemagert, dass sie entweder sterben oder
zuvor zum Schlachten gebracht werden, wo sie aufgrund genannter Symptome in
vielen Fallen die Bestimmungen zur Genusstauglichkeit nicht erfillen (Whitlock and
Buergelt 1996).

2.2.6 Deviante Immunphé&notypen

In Zusammenhang mit dem PregSure BVD Impfstoff kam es bei 5 - 10 % aller
geimpfter Kiuhe aufgrund einer Proteinverunreinigung im Impfstoff zu einer
pathogenen Produktion von Alloantikérpern, welche durch die Futterung von
Kolostrum betroffener Kiihe auf Kélber Gibertragen wurde und bei diesen die bovine
neonatale Panzytopenie (BNP) ausldste (Bridger, Bauerfeind et al. 2011). BNP stellt
ein Krankheitsbild mit einer Letalitat von tber 90 % dar, bei der die Aufnahme
pathogener Antikérper Uber das Kolostrum von BNP-Kihen eine
Knochenmarksdepletion bis hin zu einer Knochenmarksaplasie sowie eine
intravasale Zerstérung der Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten ausléste (Bridger, Bauerfeind et al. 2011, Friedrich, Buttner et al.
2011, Lutterberg, Kleinwort et al. 2018). In vitro-Stimulationsassays mit dem T-Zell

Stimulanz Concanavalin A zeigten ein signifikant erhdohtes Proliferationsverhalten
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von PBMC aus BNP-Kuhen im Vergleich zu geimpften Kontrolltieren, die auch nach
Analyse des Proteoms signifikante Unterschiede aufwiesen (Lutterberg, Kleinwort
et al. 2018). Dieser hyperproliferative Immunphanotyp konnte auch in gesunden,
nicht mit PregSure BVD geimpften Kihen einer Herde festgestellt werden
(Lutterberg, Kleinwort et al. 2018). Kuhe dieses Phénotyps wurden demzufolge als
immundeviant bezeichnet (Lutterberg, Kleinwort et al. 2018).

Interessanterweise konnte danach gezeigt werden, dass Kiuhe mit differentiellen
Immunphanotypen, eine jeweils andere Immunreaktion auf MAP in vitro zeigten
(Kleinwort, Hauck et al. 2019). PBMC von Kihen mit einem immundevianten
Phanotyp reagierten unter anderem mit einer vermehrten Expression von CCR4-
NOT Transcription Complex Subunit 1 (CNOT1), was in Studien mit humanen
Zelllinien mit einer Herunterregulation von Proteinen des MHC Klasse Il Komplexes
assoziiert war (Rodriguez-Gil, Ritter et al. 2017) und deshalb bei diesen Rindern auf
eine weniger protektive Immunantwort gegen MAP hinweisen konnte (Kleinwort,
Hauck et al. 2019). Im Gegensatz dazu konnte bei nicht immundevianten Tieren
eine IL-12 vermittelte Immunantwort als Reaktion auf MAP in vitro nachgewiesen
werden (Kleinwort, Hauck et al. 2019). Dadurch konnte bereits gezeigt werden, dass
MAP in vitro, je nach Immunkapazitat des Wirtes, eine andere Immunantwort

auslosen kann.

2.3 Differentielle Proteomanalyse

Der Terminus Proteom wurde 1996 erstmalig von Marc R. Wilkins analog zu den
Begriffen Genom und Transkriptom verwendet (Wilkins, Pasquali et al. 1996). Das
Proteom beschreibt die Gesamtheit aller vom Genom kodierten Proteine, wobei das
Proteom im Gegensatz zum Genom hochdynamisch ist und eine Momentaufnahme
zu definierten Bedingungen eines bestimmten Zeitpunktes darstellt (Buhimschi and
Buhimschi 2012). Proteine koénnen veranderte Phanotypen bei Krankheiten
reprasentieren und zeigen, wie genetische und nicht-genetische Risikofaktoren die
Entstehung klinischer Unterschiede beeinflussen (Suhre, McCarthy et al. 2021). Die
Erforschung des Proteoms, die Proteomik, beinhaltet die technologischen Mittel zur
Identifizierung und Quantifizierung der Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, eines
Gewebes, Korperflissigkeiten, oder eines Organismus (beispielsweise mittels der
Massenspektrometrie) und bietet Einblicke in die durch komplexe Vorgange

beeinflusste Biologie des Lebewesens (Rozanova, Barkovits et al. 2021, Suhre,
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McCarthy et al. 2021). Die Proteomik erganzt die anderen Technologien, wie
Genomik und Transkriptomik darin, dass hiermit die gesamtumfassenden Proteine
eines Organismus und deren Struktur und Funktionen aufgeklart werden kdnnen
(Aslam, Basit et al. 2017). Die Massenspektrometrie mit LC-MS/MS (liquid-
chromatography-massspectrometry/massspectrometry) und MALDI-TOF/TOF
(matrix-assisted laser desorption time-of-flight/time-of-flight) als weit verbreitete
Analyseinstrumente, bilden die Basis der heutigen Proteomanalyse (L6pez-

Pedrouso, Lorenzo et al. 2020, Ltuczaj, Gegotek et al. 2021).

2.3.1 LC MS/MS

LC-MS/MS beschreibt ein sehr modernes Analyse- und Detektionsverfahren,
welches auf der Ermittlung der Abundanz der aus Messung von Massenspektren
einzelner Peptide ermittelten Proteine beruht, die anschlielend in einer Software
normalisiert werden (Kulyyassov, Fresnais et al. 2021).

MS/MS, oder auch Tandem-MS, ist eine Nacheinanderschaltung von mehreren
Massenspektrometer-Einheiten, die sich an die Flissigchromatographie (LC), ein
vorangeschaltetes chromatographisches Trennsystem, anschlieBen (Fazli,
Panigrahy et al. 2022). Diese Kombination von Einheiten hat zum Vorteil, dass
Proteine exakt und schnell identifiziert und quantifiziert werden kdnnen (Fazli,
Panigrahy et al. 2022).

Im Gegensatz zu quantitativen Proteomanalysen, wie SILAC (Stable isotope
labeling with amino acids in cell culture), ICPL (Isotype-coded protein label) oder
iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantitation), ist es bei der label-
freien Massenspektrometrie (label-free LC MS/MS) ohne fehleranféalliges vorheriges
Labeln in vitro mdglich die Peptide der Probe zu analysieren und zu quantifizieren
(Galindo-Lujan, Pont et al. 2021). Die Hochdruckflissigchromatografie trennt die
Analyten in einem Substanzgemisch nach der Verdauung zu Beginn auf (Monfort,
Jutras et al. 2021). In der Saule werden die Molekile entsprechend ihrer
unterschiedlichen molekularen Eigenschaften aufgetrennt, indem sie die S&aule
unterschiedlich schnell passieren und das Ende getrennt voneinander erreichen
(Harrieder, Kretschmer et al. 2022).

Anschlieend bestimmt die Massenspektrometrie, die direkt mit der
Hochdruckflissigchromatographie gekoppelt ist, um welche Molekile es sich

handelt oder quantifiziert sie in einer insgesamt sehr kurzen Zeit anhand derer
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Masse (Wooller, Anagnostopoulou et al. 2022). Voraussetzung dafir ist, dass die
Molekulle elektrisch geladen sind, weshalb die Molekule zuerst zu Ilonen
transformiert werden (Tang, Swezey et al. 2022). In einem elektrisch geladenen
Feld werden die lonen beschleunigt und fliegen an vier parallel angeordneten
Stabelektroden entlang, dem Quadrupol (Bekker-Jensen, Martinez-Val et al. 2020).
Die Teilchen einer definierten Masse erreichen am Ende des Feldes den Detektor
(Bekker-Jensen, Martinez-Val et al. 2020). Aufgrund der Tatsache, dass die
Molekile im Massenspektrometer zu Fragmenten zerfallen, entsteht ein Spektrum
mit mehreren Peaks und entsprechenden Werten beziglich des Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisses (m/z values) (Colangelo, Chung et al. 2013). In einer
zweiten Messung werden manuell ausgewahlte sogenannte Vorlauferionen (engl.
precursor ions) durch Kollision in Peptidfragmentionen aufgetrennt und erneut
gemessen (Zhang 2012). So kénnen hunderte von MS/MS Datenspektren in einem
Durchlauf gemessen werden und Peptide kbnnen mittels ihrer m/z Werte in einer
Datenanalysesoftware, identifiziert und analysiert werden (Kdsters, Leufken et al.
2021). Nach der Normalisierung und statistischer Analyse kénnen die Proteine im
Anschluss Uber ihre Massenspektren mittels Proteinsequenzdatenbanken
identifiziert werden (Degroote, Weigand et al. 2019). Um die Quantitat eines
Proteins zu bestimmen, werden diese identifizierten Proteine erneut in die
Datenanalysesoftware eingespeist und die kumulative Abundanz mittels
Zusammenfassung aller Abundanzen der Peptide dieses Proteins errechnet
(Ruzafa, Pereiro et al. 2018).
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Abstract: Bovine paratuberculosis is a serious chronic disease of the gastrointestinal tract that causes
economic losses and dramatically affects animal health in livestock. The underlying infectious
agent, Mycobacterium aviwm subspecies paratuberculosis (MAP), cannot reliably be detected by
standard diagnostic tests due to the long asymptomatic disease stage. The aim of this study was to
detect proteomic changes in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from cows of the same
herd with different MAP infection status after co-incubation with viable MAP in vitro using label-
free LC-MS/MS. In our proteomic discovery experiment, we detected 2631 differentially regulated
proteins between cows with negative MAP infection status (so-called MAP-resistant cows) and
cows with positive MAP infection status (so-called persistently MAP-infected cows). In MAP-
resistant cows, we detected enriched immune-related signaling pathways for TLR2 and MHC class
IT component proteins, among others, indicating a successful defensive immune response of the
cows to MAP. In contrast, persistently MAP-infected cows were not directly enriched in immune-
related signaling pathways associated with ITGA2B and KCNMA1, among others. The introduction
of these distinct immune responses contributes to a better understanding of the bovine immune
response and mechanisms of susceptibility to MAP.

Keywords: paratuberculosis; mycobacteria; host-pathogen response; immune system; quantitative
label-free liquid chromatography tandem mass spectrometry; bovine

1. Introduction

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is the clinically and
economically important agent of bovine paratuberculosis [1]. Commonly known as
Johne's disease, it is a debilitating chronic disease of the gastrointestinal tract that occurs
worldwide in domestic and wild ruminants [2,3]. Because of its high tenacity, MAP is able
to survive for about a year in soil and fresh water, which poses a risk because a single
infected animal can threaten the health of the entire herd [4].

Fecal-oral transmission of MAP occurs primarily through ingestion of MAP-
contaminated feces, colostrum, or milk from infected animals. Infection usually occurs in
the first few months of life when older animals excrete the bacterium in their feces but
remains subclinical until adulthood [5,6]. In clinically infected cattle it causes weight loss,
diarrhea, and reduced milk yields, and therefore causes major economic losses for the
farmer [3,7]. After infection, ruminants usually go through a long, asymptomatic
subclinical phase during which MAP cannot reliably be detected by standard diagnostic
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tests [8,9]. These infected but unrecognized animals are the major spreaders of the disease
in livestock and remain difficult to identify because available diagnostic tests are not
sensitive enough to detect them [10].

The use of commercial inactivated vaccines against Johne's disease in cattle is still
limited in most countries and has not eradicated the disease where it is widespread [11].
In addition, vaccination interferes with tests to detect Mycobacterium bovis [12]. Therefore,
current management strategies to control Johne’s disease aim to limit calf exposure to
MAP by avoiding contact with both, adult cattle and their feces and by using aggressive
testing and eradication practices [13,14]. However, forced culling strategies have generally
failed to reduce MAP prevalence in livestock [13]. Voluntary sanitation and management
practices have been used to reduce and prevent MAP transmission to susceptible cows
[10]. However, MAP eradication programs based solely on hygiene management are not
very promising [15]. In addition, MAP prevalence at the herd level did not decrease with
farm participation in a Johne’s disease control program that included measurement of
herd MAP infection status, risk assessment, and an individualized management plan [16].
We have previously shown that there are at least two different immune phenotypes in
cattle in Germany [17]. Therefore, the aim of our study was to investigate whether the
difference between MAP-resistant and persistently MAP-infected cows is due to
differences in the anti-MAP immune response. Understanding differences in bovine
immune responses to MAP could improve selection for natural resistance to MAP through
breeding and complement existing MAP eradication programs. On farms where natural
MAP infections are detected, there are always differences in the susceptibility of some
cattle to the infection. In a previous study, we showed that co-incubation of MAP and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from cows from a MAP-free farm with
different immunophenotypes responded to co-incubation with MAP with increased
abundance of proteins that can promote MAP infection and persistence [18], while a
classical IL-12-driven immune response was observed in control cows [8]. On farms with
established MAP occurrence, some cows were more susceptible to MAP infection than
others [10]. To gain deeper insights into this differential immune response of cows to
MAP, our study tested PBMCs from cows with different natural MAP infection status—
from animals in the infected herd that were confirmed MAP-negative (MAP-resistant
cows) and from cows with confirmed positive MAP status (persistently MAP-infected
COWS).

Because we were interested in an in-depth characterization of possible different
immune responses, we used differential proteomic analysis to investigate the changes in
the proteome between these two groups. The aim of this study was to investigate whether
these cattle respond functionally differently to a 48-h infection with MAP in vitro and to
characterize the different immune responses accordingly in more detail to obtain
information on the role of the host immune response in combating MAP.

2. Materials and Methods
2.1. Selection of Animals and Detection of MAP Infection Status

In this study, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from 14 cows were
analyzed. To select animals for our study, we previously performed a very detailed
characterization of the infection status of 31 animals on the dairy farm of interest. For
generating the group “MAP-resistant cows”, we only included animals showing no
positive results after bacterial cultivation of fecal and milk samples on commercial
Herrold’s Egg Yolk Agars (HEYM agar, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) for 12
weeks, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with serum and milk samples (ID
Screen Paratuberculosis Indirect, IDVet, Grabels, France; cattletype MAP Ab, Qiagen,
Hilden, Germany), PCR with milk and fecal samples and Ziehl-Neelsen stainings from
fecal samples. Assignment to the group “persistently MAP-infected cows” was done
when animals showed positive results in the measuring methods mentioned above. After
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bacterial cultivation and ELISA, 17 animals could not be clearly assigned due to
heterogeneous test results and were not considered for the analyses. Cows were at least
48 months and at the most six years of age at the time of initial sampling. Specifically, for
mass spectrometry analysis of bovine PBMC samples, cells from four MAP-resistant (first
four cows from negative group in supplementary Table S5) and five persistently MAP-
infected cows (first five cows from positive group in supplementary Table 55) were
examined. These animals all came from the same dairy farm with identical environmental
conditions. To verify differential TLR2 and MHC class 1l expression by flow cytometry
and CD41 and KCNMAT1 expression by immunocytology, PBMC from two MAP-resistant
(last two cows from negative group in supplementary Table S5) and from two persistently
MAP-infected cows (last two cows from positive group in supplementary Table S5) from
another dairy farm were examined. These four animals all came from the same dairy farm
with identical environmental conditions. The MAP status of these cows was determined
by bacterial culturing of fecal samples on HEYM agar for 12 weeks and ELISA with serum
samples. The collection of bovine venous whole blood and the experimental protocols
were approved by the Government of Upper Bavaria, Munich (approval no. ROB-55.2-
2532.Vet_03-17-106). No experimental animals were used in this study. Permission was
obtained from dairy farms to use blood samples from their animals for study purposes.

2.2. Preparation of PBMC and Co-Incubation of PBMC with Viable MAP In Vitro

Venous bovine whole blood was collected in tubes coated with sodium heparin
(25,000 1.U.). Blood was diluted 1:2 in PBS (NaCl 136.9 mM, Na:HPOs x 2H20 8.1 mM,
KH:POs 1.4 mM, and KCl 2.6 mM; pH 7.2) and isolation of PBMC was performed by
density gradient centrifugation (room temperature, 500 x g, 25 min, decelerate) using
Pancoll separating solution (PanBiotech, Aidenbach, Germany). PBMC were recovered
from the intermediate phase, washed twice in PBS, and used for in vitro co-incubation
with viable MAP immediately. After resuspension in RPMI 1640 (PanBiotech) with 1%
penicillin-streptomycin (PanBiotech), bovine PBMC (5 x 106 cells) were co-incubated with
viable MAP of strain DSM 11023 at a multiplicity of infection (MOI) of 4:1 at 37 °C and 5%
CO2. MAP were obtained from the German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ, Braunschweig, Germany) and grown in Middlebrook 7H9 broth (VWR,
Ismaning, Germany) supplemented with Middlebrook enrichment ADC medium (VWR,
Ismaning, Germany), Mycobactin ] (IDVet, Grabels, France), 0.002% glycerol, and 0.03%
Tween 80. After 48 h, cells were washed twice with PBS and the supernatant was
discarded before proteomic analysis. For flow cytometry and immunocytological
analyses, after 48 h of incubation with viable MAP (strain DSM 11023, MOI of 4:1) in vitro,
cells were washed twice with PBS, supernatants were discarded, and PBMC were
processed immediately.

2.3. Sample Digestion for Differential Proteome Analysis

From each PBMC sample, 6 x 10° cells were digested using a modified FASP protocol,
as described [19]. Samples were separately lysed directly in 200 pL urea buffer (UA buffer,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) with the addition of 1 pL. 1 M dithiothreitol (DTT),
then shaken for 30 min at room temperature and diluted 1:2 with UA buffer. After
addition of 10 uL of 300 mM iodoacetamide, samples were shaken for 30 min at room
temperature in the dark. 2 pyL of 1 M DTT was added to quench unreacted 2-
iodoacetamide. 30 kDa cut-off centrifuge filters (Sartorius, Géttingen, Germany) were
equilibrated with 100 uL UA buffer and centrifuged at 15,000x g for 10 min. Samples were
subsequently transferred to the filters by centrifugation at 15,000x g and washed three
times with 200 uL UA buffer at 15,500x g and three times with 100 uL 50 mM ammonium
bicarbonate buffer (ABC buffer, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). After washing,
proteins were subjected to proteolysis for 2 h at room temperature by adding 0.5 ug lysyl
endopeptidase in 40 uL ABC buffer to the filter, followed by the addition of 1 ug trypsin
and 10 uL ABC buffer and incubation at 37 °C overnight. Peptides were collected by
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centrifugation over the filter, and 20 uL of ABC buffer containing 5% acetonitrile was
added to the filter. After a second centrifugation at 15,900x g for 20 min at room
temperature, the eluates were combined and acidified with trifluoroacetic acid to give a
pHof 2.

2.4, Mass Spectrometric Analysis and Protein Identification

Peptide analysis of each PBMC sample was performed as previously described [17].
No technical replicates were used. Acidified eluted peptides were analyzed in data-
dependent mode on a Q Exactive HF mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany) coupled on-line to an Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA). Samples were automatically injected and loaded onto the Nanotrap
column, eluted after 5 min, and separated from 2 to 40 percent ACN on the analytical
column (75 pm inner diameter x 25 cm, Acclaim PepMap100 C18, 3 um, 100 A) by a 265-
min gradient flow at a flow rate of 300 nL/minute. By using LTQ OrbitrapXL, peptides
were analyzed with acquired MS spectra resolution at 60,000 in profile mode. The ten most
intense peptide ions were chosen for fragment analysis in the linear ion trap if they were
at least doubly charged and surpassed an intensity of at least 200 counts after the high-
resolution prescan. The normalized collision energy for CID was set to a value of 35, and
the resulting fragments were detected at normal resolution in the linear ion trap in
centroid mode and dynamic exclusion was set to 60 s.

The raw spectra were imported into Progenesis QI (version 2.5, Waters, Milford, MA,
USA) software. The spectra were exported as Mascot Generic files and further processed
with Mascot [20] (version 2.5.1, Matrix Science, Boston, MA, USA) with the search
parameters in the Ensembl bovine database (version 93, number of coding genes: 21,880)
as follows: 10 ppm peptide mass tolerance and 20 mmu fragment mass tolerance, one
missed cleavage was allowed, carbamidomethylation was set as a fixed modification,
methionine oxidation and asparagine or glutamine deamidation were allowed as variable
modifications. Assignments of spectra to sequences is based on software algorithms and
undergoes a quality cut-off. A Mascot-integrated Decoy database search resulted in an
average false discovery of <1% when the search was performed with a Mascot percolator
score cut-off of 13 and an appropriate significance threshold p.

Peptide assignments were imported into Progenesis QI software, and the abundances
of all individual peptides assigned to each protein were summed up. The resulting
normalized abundances of each protein were used to calculate fold-changes of protein
ratios between conditions. Statistical analysis was performed on the log2-transformed
normalized abundance values using Student’s t test. At p < 0.05, changes in protein
expression between conditions were considered significant.

2.5. Data Processing

For statistical analysis, transformed normalized frequencies were used to calculate
Student’s f test. Proteins were considered significant if p < 0.05 and were used for further
analysis. No cutoff value was set for the ratio of persistently MAP-infected to MAP-
resistant cows for proteins. Pathway enrichment analyses were performed using the open-
source software ShinyGO (version 0.76, http://bioinformatics.sdstate.edu/go/, accessed 8
July 2022) with the following settings: Search Species Cow, p-value cutoff (FDR) < 0.05.
The p-value for enrichment analysis was calculated using hypergeometric distribution
followed by FDR correction.

2.6. Flow Cytometric Analysis of PBMC

PBMC from four cows, two MAP-resistant and two persistently MAP-infected cows,
were stained in 96-well round-bottom plates with 2 x 105 cells per well. All antibodies
were incubated at 4 °C for 20 min. The bivalent CD282:FITC antibody (clone AbD12542,
Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, 1:25) or the monoclonal mouse anti-horse
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MHC class IT IgG1 antibody cross-reactive with bovine MHC class II (mAb clone CVS20,
Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, 1:100) was incubated with the cells. After
washing with PBS, the secondary antibody F(ab’)2 fragment goat against mouse IgG
Alexa 488 (Dianova, Hamburg, Germany, 1:400) was added to the MHC class Il-stained
cells. Positive controls were mouse IgG1 antibodies against human CD79a cross-reactive
with bovine CD79a (mAb clone HM57, Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, 1:100),
against bovine CD4 (mAb clone CC30, Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, 1:200),
against bovine CD3 (mAb clone MMI1A, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany,
1:100), IgG2a antibodies against human MHC class I, cross-reactive with bovine MHC
class I (mAD clone W6/32, Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, neat) and against
bovine CD8 (mAb clone CC63, Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany, 1:100) and
mouse [gG2b antibodies against bovine TCR1 (mAb clone GB21A, v T cells, Biomol,
Hamburg, Germany, 1:100) were used. After washing with PBS, the secondary antibody
F(ab’)2 fragment goat against mouse IgG Alexa 488 (Dianova, Hamburg, Germany, 1:400)
was added to the stained cells. Cell viability was determined by staining with Viobility
400/452 Fixable Dye (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Only viable cells
were included in further analyses. Measurements were performed using a NovoCyte
Quanteon flow cytometer (Agilent, Waldbronn, Germany) and results were analyzed
using Flowlogic Software V7 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

2.7. Immunocytology and Quantification of Signal Intensities

PBMC from four cows, two MAP-resistant and two persistently MAP-infected cows,
were stained in 96-well round bottom plates with 2 x 105 cells per well. All antibodies were
incubated at 4 °C for 20 min. Mouse anti-bovine CD41 (mAb clone CAPP2A, IgG2b,
Biomol, Hamburg, Germany, 1:200) or rabbit anti-human KCNMAI antibody cross-
reacting with bovine KCNMAT1 (polyclonal, Bio-Rad AbD Serotec, Puchheim, Germany,
1:100) were incubated with the cells. After washing with PBS, an F(ab’)2 fragment of a
goat anti-mouse IgG Alexa 488 secondary antibody (Dianova, Hamburg, Germany, 1:400)
or a highly cross-absorbing goat anti-rabbit IgG (H + L) Alexa Fluor 488 secondary
antibody (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany, 1:400) was added. Cells were fixed
with 1% paraformaldehyde [21] and nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). The fixed cells were
transferred to slides, and sections were mounted on glass coverslips with non-fluorescent
mounting medium (SERVA, Heidelberg, Germany). Fluorescence images were acquired
with a Leica DMi8 microscope, and LASX software, version 3.42 (both Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) was used for image processing. Mean gray factor was
measured in representative areas for quantification, and results were compared between
MAP-resistant and persistently MAP-infected cows. The Mann—Whitney U test was used
to analyze differences in staining intensity because the Kolmogorov-Smirnov test did not
reveal a normal distribution of the data using the mean gray factor. The Gaussian
distribution was determined using the Kolmogorov-Smirnov test. Results were
considered significant at p <0.05. Significances were indicated by asterisks with * p £0.05,
** p < 0.01, and =+ p < 0.001. Data were processed, analyzed, and visualized using
GraphPad Prism version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. The Proteome of Bovine Peripheral Blood Lymphocytes Consisted of 2631 Proteins and
Showed Significant Differences between MAP-Resistant and Persistently MAP-Infected Cows
after 48 h of Co-Incubation with MAP In Vitro

Using LC-MS/MS analysis, we identified the proteome of bovine peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), which included 2631 proteins. The high number of identified
proteins reflects the analytical depth due to standard sample preparation and state-of-the-
art analytical methods. After 48 h of co-incubation with Mycobacterium avium subsp.
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paratuberculosis (MAP) in vitro, we found significant (p < 0.05) changes in lymphocyte
protein abundances between the two groups. After co-incubation with MAP in vitro, the
proteomes of PBMC from MAP-resistant and persistently MAP-infected cows showed
significant differences. Fifty-one proteins of the lymphocyte proteome from MAP-
resistant cows were more abundant, whereas 102 proteins showed increased abundance

in lymphocytes from persistently MAP-infected cows.

3.2. Analyses of Enriched Signaling Pathways Revealed Functional Differences between
Lymphocytes from MAP-Resistant and Persistently MAP-Infected Cows after Co-Incubation

with MAP In Vitro

Our hypothesis-generating approach aimed to clarify the functional effects of the
different proteome of cows from the same herd with different MAP status after contact
with MAP in vitro. To this end, we used all proteins with significantly (p < 0.05) different
abundance between groups to perform pathway enrichment analysis. Interestingly,
among the proteins significantly enriched in MAP-resistant individuals, pathways such

”ou

as “Epstein-Barr virus infection”, “Ammonium metabolic processes”, “Diabetes mellitus
typeI”, and “Inflammatory bowel disease” were enriched due to the higher abundance of
“Toll-like receptor 2” and “Major histocompatibility complex, class II, DR alpha” proteins

(Figure 1A).
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Figure 1. Analysis of functional enrichment of proteins with different abundance (p <0.05) in PBMC
of (A) MAP-resistant and (B) persistently MAP-infected cows after 48 h incubation with MAP in
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vitro. Functional enrichment shows the 20 most significant categories of all available gene sets.
Hierarchical clustering was performed using ShinyGO. The y-axis lists the assigned pathways in
order of FDR values for the enrichment of each pathway. The x-axis shows the values in order of
FDR enrichment for related paths. The color map shows the enrichment of the FDR for each path.
The size of the dots corresponds to the number of genes associated with each pathway. The
corresponding pathway enrichment data for MAP-resistant and persistently MAP-infected cows are
shown in more detail in Tables S1 and 52. (A) Bos taurus toll-like receptor 2 (TLR2) and Bos taurus
major histocompatibility complex, class I, DR alpha (BOLA-DRA, MHC class 1I) were associated
with several signaling pathways enriched in lysates from MAP-resistant cows after 48-h incubation
with MAP in vitro, whereas (B) Bos taurus integrin, alpha 2b (ITGA2B, CD41) and Bos taurus
potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha member 1 (KCNMAT)
were associated with enriched signaling pathways in PBMC from persistently MAP-infected cows
after 48-h incubation with MAP in vitro.

In contrast, the enriched pathways in persistently MAP-infected cows were not
directly immune-related pathways labeled “platelet activation signaling and
aggregation”, “hemostasis”, “platelet degranulation”, and “cytoskeletal protein binding”
(Figure 1B). In association with these enriched signaling pathways, integrin alpha 2b
(ITGA2B, CD41) and potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily
M, alpha member 1 (KCNMAT), among others, were significantly enriched in persistently

MAP-infected cows after in vitro co-incubation with MAP (Figure 1B).

3.3. In Vitro Co-Incubation with MAP for 48 h Increased the Abundances of TLR2, BOLA-
DRB3, and BOLA-DRA in MAP-Resistant Cows

In our analysis of differential proteomic changes in MAP-resistant cows, a term we
use to describe cows that are less susceptible to infection with MAP, we observed a
significant increase in the expression of TLR2, BoLA-DRB3, and BoLA-DRA in PBMC after
co-incubation with MAP in vitro. Cells from MAP-resistant cows responded to MAP co-
incubation with a 2.5-fold higher expression of TLR2 (p =0.012) compared with cells from
persistently MAP-infected cows. Therefore, we examined the increase in expression of
TLR2 in lymphocytes from MAP-resistant cows by flow cytometry (Figure 2(A1,A2)).
Interestingly, after co-incubation with MAP, MAP-resistant cows expressed 2.5-fold more
BoLA-DRB3 (p = 0.017) than cells from persistently MAP-infected cows. In addition,
BoLA-DRA (p =0.044) was enriched 1.4-fold more in cells from MAP-resistant than in cells
from persistently MAP-infected cows. The data for MAP-resistant cows are shown in
supplemental Table S3.
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Figure 2. Higher abundance of TLR2 and MHC class Il in PBMC of MAP-resistant compared with
persistently MAP-infected cows. (A1) Higher abundance of TLR2 in PBMC from MAP-resistant
compared with persistently MAP-infected cows as measured by flow cytometry analysis with
representative histograms. (A2) Higher mean fluorescence intensity of TLR2 positive PBMC from
MAP-resistant compared to persistently MAP-infected cows. Mean fluorescence intensity from flow
cytometry + SD (B1) Higher MHC class IT abundance in PBMC from MAP-resistant compared with
persistently MAP-infected cows as measured by flow cytometry analysis with representative
histograms. (B2) Higher mean fluorescence intensity of MHC class II positive PBMC from MAP-
resistant compared to persistently MAP-infected cows. Mean fluorescence intensity from flow
cytometry + SD.

We detected higher expression and higher mean fluorescence intensity of TLR2 on
the cell surface of lymphocytes from MAP-resistant cows (Figure 2(A1,A2)). Because
BoLA-DRB3 and BoLA-DRA are both proteins associated with class II of the major
histocompatibility complex, we examined MHC class II expression on PBMC from MAP-
resistant and persistently MAP-infected cows. There was a marked increase in MHC class
II expression on the cell surface of lymphocytes from MAP-resistant cows (Figure
2(B1,B2)). Differential expression of TLR2 and MHC class II on the cell surface of PBMC
from MAP-resistant and persistently MAP-infected cows was demonstrated by flow
cytometry analysis with additional animals from another dairy farm (Figure 2).

3.4. Significantly Higher Expression of ITGA2B and KCNMALI in Persistently MAP-Infected
Cows after Co-Incubation with MAP In Vitro

In contrast to the differences observed in the PBMC proteomes of MAP-resistant
cows, the expression of ITGA2B and KCNMA1 was significantly higher in the
lymphocytes of persistently MAP-infected cows after co-incubation with MAP.
Persistently MAP-infected cows expressed 2.2-fold more ITGA2B (p = 0.047) than cells
from MAP-resistant cows after co-incubation with MAP. In addition, cells from
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persistently MAP-infected cows responded to co-incubation with MAP with 15.2-fold
higher expression of KCNMAL1 (p = 0.004) compared with cells from MAP-resistant cows.
The data for persistently MAP-infected cows are shown in supplemental Table S4.

We detected cell expression of CD41, the product of the ITGA2B gene, on bovine
PBMC. Based on cell expression of CD41 on bovine platelets and cell adhesion of platelets
to PBMC, we could not quantify differential expression of CD41 on bovine PBMC from
MAP-resistant compared with persistently MAP-infected cows. Because we could not
technically detect CD41 expression in flow cytometry, we show CD41 expression of MAP-
resistant compared with persistently MAP-infected cows measured by immunocytology.
(Figure 3). We were able to detect the expression of KCNMA1 in PBMC from cattle.
Moreover, we detected significantly (p < 0.001) higher KCNMA1 abundance on the cell
surface in PBMC from persistently MAP-infected cows compared to MAP-resistant ones

(Figure 4).
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Figure 3. CD41 on PBMC from MAP-resistant and persistently MAP-infected cows. (A1) Differential
interference contrast (DIC) imaging of PBMC from MAP-resistant cows. (A2) CD41 (in green) in
PBMC from MAP-resistant cows (nuclei stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)). CD41
expression identified on platelets and PBMC from MAP-resistant cows. (B1) DIC of PBMC from
persistently MAP-infected cows. (B2) CD41 (in green) in persistently MAP-infected cows. CD41
expression on platelets and PBMC of persistently MAP-infected cows (all representative images).
Image sizes are annotated by scale bar in lower right corner of respective image.
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Figure 4. Higher abundance of KCNMAT1 in PBMC of MAP-resistant compared with persistently
MAP-infected cows. (A1) Differential interference contrast (DIC) imaging of PBMC from MAP-
resistant cows. (A2) KCNMAL (in green) in PBMC of MAP-resistant cows (nuclei stained with 4’,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI)). (B1) DIC of cells from persistently MAP-infected cows. (B2)
More KCNMAL (in green) in persistently MAP-infected cows (all representative images). (C)
Significantly higher KCNMA1 abundance in persistently MAP-infected cows than in MAP-resistant
ones (quantified mean gray abundance from immunocytology + SD, ** p < 0.001). Image sizes are
annotated by scale bar in lower right corner of respective image.

4. Discussion

The importance of JD is undisputed for animal welfare and economic reasons [22].
PBMCs are an essential component of the immune system of cattle and contribute to the
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defense against bacteria through activation, immune response, and inflammatory
response [23].

TLR2, a pattern recognition factor, is present on the surface of bovine cells and is
highly expressed by peripheral blood monocytes; it plays an important role in eliciting
immune responses to mycobacteria [24,25]. In our study, we demonstrated higher
abundance of TLR2 in the proteome and on the cell surface of PBMC from MAP-resistant
compared to persistently MAP-infected cows from two different dairy farms (Figure 2).
In an in vivo infection study, TLR2 was markedly downregulated in response to MAP in
PBMC from cattle experimentally inoculated with MAP, indicating a role for TLR2 in the
pathogenesis of paratuberculosis [26]. The lower abundance of TLR2 in PBMC from cows
persistently infected with MAP is due to either downregulation of TLR2 by MAP or a
differential host immune response. An important link between protection against
mycobacteria and TLR2 regulation was demonstrated in TLR2-/- mice, which, compared
with wild-type mice, exhibited higher susceptibility to M. tuberculosis infection, showed
decreased bacterial clearance and defective granulomatous response, and developed
chronic pneumonia [27]. Therefore, downregulation of TLR2 in PBMCs from cows
persistently infected with MAP suggests an unsuccessful immune response that is likely
involved in the development of persistence of MAP in these cows. In human THP-1 cells,
a monocytic leukemia cell line, it has been suggested that a TLR2-expressing cluster of
classically differentiated macrophages exhibits the best defense response against MAP
infection by increasing the expression of proinflammatory cytokines and chemokines such
as IL1B, CCL4, CCL3, and CCL20 [28]. We hypothesized that MAP-resistant individuals
choose a more successful immune response to combat MAP by upregulating TLR2.

MHC class II is a protein complex involved in the initiation of an inflammatory
response by antigen presentation leading to macrophage activation, and is expressed on
the surface of bovine PBMCs [29]. The more abundant proteins in PBMC of MAP-resistant
cows were assigned to the enriched pathways “MHC class II protein complex” “antigen
processing”, and “presentation of peptide or polysaccharide antigens via MHC” (Figure
1A). Proteins belonging to the MHC complex (bovine leukocyte antigen: BoLA),
respectively, BOLA-DRA and BoLA-DRB3, showed induction of antigen presentation on
PBMC of MAP-resistant cows after contact with MAP in vitro. The BoLA-DRB3 allele,
which encodes the (3-chain in the class II antigen complex, is the only gene described as
functional among the three DRB loci in cattle [30]. In summary, we found that MHC class
IT abundance was higher in MAP-resistant cows than in persistently MAP-infected cows,
possibly indicating that upregulation of MHC class II in PBMC is required as an
appropriate defense mechanism against MAP infection. In contrast, MHC class 1I was
actually decreased in persistently MAP-infected cows. We cannot explain this response to
in vitro MAP infection at the moment, but it probably suggests that MAP causes the
decreased MHC class II expression. In an in vitro infection study, MHC class II proteins
were decreased in bovine macrophages after infection with MAP, whereas the decrease
in MHC class II was not detected or was much less after infection with nonvirulent M.
avium subsp. avium, illustrating a strategy of MAP to delay presentation and subsequent
recognition by the adaptive immune system that may allow mycobacteria to persist in
hosts [31]. In mice, a recombinant Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine against M.
tuberculosis was used to ameliorate defects of BCG such as phagosome maturation,
autophagy, and reduced MHC class II expression [32]. Recombinant BCG was found to
induce robust MHC class II-dependent antigen presentation on CD4 T cells in vitro,
activating TLR2 and thus leading to a better protection against tuberculosis in mice [32].
Interestingly, we also detected “phagosome” as one of the upregulated pathways
associated with upregulated proteins in the PBMC proteome of MAP-resistant cows,
which in turn is related to TLR2 and BoLA-DRA (Figure 1A). In nonpathogenic
mycobacteria, phagosomes take up mycobacteria that fuse with lysosomes during
maturation [32]. In contrast, M. tuberculosis inhibits phagosomal maturation and reduces
MHC class II antigen processing, allowing survival in macrophages and providing a
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strategy for mycobacteria to evade immune surveillance [33]. Therefore, phagosomes
from MAP-resistant cows could ingest and fuse with lysosomes during maturation,
promoting adequate defense against mycobacteria. Investigation of possible defects in
phagosome activity of persistently infected cows is planned to clarify the defects in
immune response of persistently MAP-infected cows. This study demonstrates the
importance of MHC class Il and TLR2 in the defense against mycobacteria, as the
abundance of TLR2 and MHC class II was higher in MAP-resistant cows than in
persistently infected cows.

In our in vitro MAP co-incubation study with bovine PBMC from persistently MAP-
infected cows compared to MAP-resistant ones, we observed a higher abundance of
ITGA2B in PBMC from persistently MAP-infected cows. ITGA2B, also known as antigen
CD41, is commonly known as a platelet surface marker [34]. To our knowledge, we are
the first to describe a possible association between higher susceptibility to infection with
MAP and higher expression of ITGA2B on bovine PBMC. ITGA2B is not only present in
platelet morphology but is also expressed on PBMC (Figure 3). Adhesion of platelets to
PBMC in our experiments prevented clear differentiation of PBMC from platelets in our
assay (Figure 3); therefore, we could not verify the result of differential proteomic analyses
in this study. To elucidate whether ITGA2B could have a clinical use in MAP diagnostics,
further studies should be applied with animals in different stages of infection. Moreover,
as we only included animals with clear infection status to our study, testing of PBMC from
animals which could not clearly be differentiated into negative or positive by current
diagnostic tests should be analyzed for ITGA2B expression. Differential expression of
ITGA2B was recently demonstrated in a proteomic study of bovine monocytes [35]. This
study aimed to investigate the role of bovine monocytes during the non-cytopathic and
cytopathic biotypes of bovine viral diarrhea virus (BVDV) in cows, demonstrating
upregulation of ITGA2B in bovine monocytes during cytopathic BVDV infection [35].
Clinically, non-cytopathic BVDV infection can be followed by acute infection with
cytopathic BVDV, which causes the fatal disease “mucosal disease” [35]. In a mouse lung
model of tuberculosis, CD41 was highly expressed in lung areas with severe TB pathology
with inflammation and tissue remodeling and was associated not only with nucleated
cells but also with some nucleated cells, which was attributed to either staining of the
marker on nucleated cells, phagocytosis of platelets, or adhesion of platelets to nucleated
cells [36]. Therefore, the finding of upregulated ITGA2B on PBMC from persistently MADP-
infected cows is, in our opinion, very interesting, and the underlying mechanisms deserve
further investigation in future studies.

In addition, we detected higher expression of the calcium-activated potassium ion
channel KCNMAT1 in the PBMC proteome of persistently MAP-infected cows. We
detected KCNMAL on bovine PBMC for the first time and elucidated a significant (ratio:
15.2, p £0.001) KCNMAL1 abundance in persistently MAP-infected cows after contact with
viable MAP in vitro. To date, KCNMAT1 has not been reported to be associated with the
immune response to mycobacteria. Gene expression analysis of endometrial tissue of
gravid heifers revealed a lower abundance of KCNMA1 compared with non-gravid
heifers and has been discussed as an early response marker for maternal recognition of
pregnancy [37]. The versatility of KCNMA1 due to multiple Ca?* perception sites explains
the presence of these channels in different human cell types, in which Ca? concentrations
can vary widely [38]. In a recent transcriptome study of porcine small intestinal epithelial
cells obtained from tissue samples of large white piglets, upregulation of KCNMA1 was
observed in pigs with a phenotype susceptible to enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
F4 compared with naturally resistant pigs [39]. Pigs susceptible to ETEC express higher
levels of KCNMAL in epithelial cells of the small intestine than pigs with a naturally
resistant phenotype, which is due to a functional ETEC F4 receptor [39]. Another
transcriptome study on human PBMC described that KCNMAL1 is upregulated in PBMC
from patients with type 1 diabetes mellitus compared with a healthy control group [40].
It was hypothesized that the upregulation of KCNMAL triggers an inflammatory response
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in PBMC from patients with type 1 diabetes [40]. Although these transcriptome data
suggest a role of KCNMAT in human and porcine disease susceptibility, transfer of these
insights to our proteome-based findings needs to be interpreted with care due to
transcriptome—proteome correlation discrepancy [41,42]. Nevertheless, the selective
distinct upregulation of KCNMA1 in bovine PBMC is a highly interesting finding,
suggesting an important role of this molecule in unsuccessful MAP defense. As suggested
for ITGA2B, PBMC from animals which could not clearly be differentiated to the groups
MAP-resistant or persistently MAP-infected cows by current diagnostic tests should be
tested for KCNMA1 expression. Therefore, we aim to elucidate clinical use of KCNMA1
in MAP diagnostics in future studies. Because the physiological function of KCNMA1 on
bovine PBMC is still unknown, further fundamental work is needed here to better
understand its role in immune defense. To expand the insight given through the proteome
data presented in this study, we will perform additional transcriptome-based experiments
in the future.

According to our study, MHC class Il and TLR2 are important proteins for successful
immune defense against MAP in cows. In contrast, we can demonstrate for the first time
a significant increase of ITGA2B and KCNMAL in the immune response of cows with
persistent MAP infection. The underlying mechanisms are currently unknown and should
be further investigated.

5. Conclusions

We found significant differences in PBMC immune responses of MAP-resistant
compared with persistently MAP-infected cows after contact with MAP in vitro. We
hypothesize that the higher abundance of MHC class IT complex proteins and TLR2 are
important mechanisms for successful immune defense against MAP in cows. In contrast,
the immune response of cows with persistent MAP infection showed significantly higher
abundance of ITGA2B and KCNMAL1 for the first time. The underlying mechanisms are
currently unknown and should be further investigated.

Supplementary Materials: The following are available online at
https://www.mdpi.com/article/10.3390/metabo12100924/s1, supplemental Table S51: pathway
enrichment data for MAP-resistant, supplemental Table S2: pathway enrichment data for
persistently MAP-infected cows, supplemental Table S3: Selection of proteins with different
abundance in MAP resistant cows after 48-h incubation with MAP in vitro, supplemental Table 54:
Selection of proteins with different abundance in persistently MAP-infected cows after 48-h
incubation with MAP in vitro, supplemental Table 55: Age distribution of cows used in study.
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4 DISKUSSION

Die bovine Paratuberkulose ist eine Erkrankung, die unter anderem domestizierte
Wiederkauer, wie das Hausrind, betrifft (Hernandez-Reyes, Chavez-Gris et al.
2022). Die Erkrankung hat sowohl fur die Tiergesundheit als auch fur die
wirtschaftlichen Ertrage der Landwirte negative Folgen (Rasmussen, Barkema et al.
2021).

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Rind in Kontakt mit dem Erreger kommt, ist
aufgrund der Herdenpravalenzen innerhalb Deutschlands, welche zwischen 3,6 —
50,1 % liegen (Eisenberg, Krieger et al. 2022), hoch. Trotzdem sind verhaltnismalig
wenige Tiere positiv auf den Erreger getestet oder entwickeln gar Symptome
(Whitlock and Buergelt 1996). Wir haben daher im Vorfeld zu unserer Studie die
Hypothese aufgestellt, dass manche Tiere aufgrund einer abweichenden
Immunantwort eine hohere oder niedrigere Wahrscheinlichkeit mitbringen, sich mit
dem Erreger zu infizieren und schlussendlich an Paratuberkulose erkranken. Es
wurde die in vitro-lmmunantwort auf MAP von PBMC MAP-resistenter und
persistent MAP-infizierter Kihe eines auf MAP positiv getesteten Bestandes
untersucht. Dies erfolgte mit dem Ziel zu analysieren, ob und auf welche Art das
PBMC-Proteom beider Gruppen differiert.

Nach vergleichender Analyse des Proteoms konnten wir eine signifikante Erhéhung
der Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) - Abundanz gesunder, MAP-resistenter Tiere im
Vergleich zu persistent MAP-infizierten Tieren feststellen. TLR2 ist ein
Membranprotein auf der Oberflache von Leukozyten und spielt eine wichtige Rolle
bei der initialen Immunantwort auf Mykobakterien (Underhill, Ozinsky et al. 1999,
Kwong, Parsons et al. 2011). In vitro-Stimulationsexperimente von transfizierten
Zelllinien, murinen Makrophagen und humanen PBMC konnten zeigen, dass TLR2
unter anderem an der Erkennung von MAP durch das angeborene Immunsystem
beteiligt ist (Ferwerda, Kullberg et al. 2007).

Die 2,5-fach erhdhte Abundanz des Proteins TLR2 im Proteom MAP-resistenter
Tiere kann bedeuten, dass eine vermehrte Expression von TLR2 in PBMC von
MAP-resistenten Tieren die Voraussetzung fir eine adaquate Immunantwort ist,
wodurch eine bessere Pathogenerkennung ermdglicht wird. Im Gegensatz dazu
konnte nach Analyse des Proteoms der PBMC persistent MAP-infizierter Kiihe eine

im Vergleich zu MAP-resistenten Kiihen, niedrigere Abundanz von TLR2 nach Co-
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Inkubation mit MAP in vitro beobachtet werden. Das kann bedeuten, dass bei
persistent MAP-infizierten Tieren die TLR2 Expression durch MAP herabgesetzt
wird und der Erreger es bei Tieren dieses Immunphanotyps schafft, die Expression
dieses Proteins zu beeintrachtigen. Dies ist fir den Erreger vorteilhaft, da TLR2 bei
der Pathogenerkennung eine Rolle spielt und somit eine verminderte Expression
dieses wichtigen Rezeptors eine Persistenz des Erregers im Organismus
begilnstigen kénnte.

In einer in vivo-Studie mit experimentell MAP-infizierten gesunden Rindern konnte
eine signifikant niedrigere Expression von TLR2 in der initialen Phase der
Immunreaktion beobachtet werden (Thirunavukkarasu, de Silva et al. 2013). Wir
konnten in unserer Studie bei persistent MAP-infizierten Tieren ebenfalls eine
signifikant niedrigere Abundanz von TLR2 im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren
feststellen. Tiere unserer Studie sind bereits zuvor mit MAP in Kontakt gekommen,
was bedeuten kann, dass es MAP bei Tieren eines persistent MAP-infizierten
Phanotyps gelingt TLR2 herunter zu regulieren, jedoch nicht bei MAP-resistenten
Tieren. Daher ermdglicht es der Immunphanotyp MAP-resistenter Tiere, MAP als
Pathogen zu erkennen und dadurch die Bekdmpfung des Erregers durch Zellen des
Immunsystems zu ermdglichen.

Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass im Proteom von PBMC nach Co-
Inkubation mit MAP in vitro bei MAP-resistenten Tieren TLR2 hoher abundant war,
als bei persistent MAP-infizierten Tieren. Daraus kann geschlossen werden, dass
die erhdhte TLR2-Abundanz bei MAP-resistenten Tieren eine protektive Wirkung
hatte. Eine héhere Abundanz von TLR2 im Zusammenhang mit einer protektiven
Immunantwort gegen Paratuberkulose bei Rindern wurde bisher noch nicht
beschrieben. In einer Studie mit MAP-infizierten ausdifferenzierten CaCo-2 Zellen,
einer immortalisierten humanen Darmkrebs-Zelllinie, konnte eine erhohte
Expression von TLR2 beobachtet werden, die die Aktivitat des Serotonin-
Transporters hemmte, welche mit erhdhten Konzentrationen an pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNFa, IL-6 und IL-8, verbunden war (Qasem,
Naser et al. 2021). Diese Ergebnisse zeigen, dass die erhdhte Expression von TLR2
eine pro-inflammatorische Immunantwort bedingen kann. Die MAP-resistenten
Tiere in unserer Studie hatten sich nachweislich bis zu dem Zeitpunkt der
Probenentnahme nicht mit dem Erreger infiziert, obwohl sie in derselben

Stallumgebung wie die persistent MAP-infizierten Tiere lebten und daher die
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Wahrscheinlichkeit, sich mit dem Erreger zu infizieren, dieselbe hétte sein mussen.
Die erfolgreiche Immunantwort gegen MAP bei MAP-resistenten Kilhen kdnnte sich
unter anderem dadurch erklaren, dass TLR2 eine pro-inflammatorische
Immunreaktion auslosen kann (Qasem, Naser et al. 2021).

Auch in humanen klassisch differenzierten Makrophagen einer TLR2-
exprimierenden monozytaren Zelllinie (THP-1), konnten nach Infektion mit MAP in
vitro die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL1B, CCL4, CCL3 und
CCL20 beobachtet werden (Park, Park et al. 2021). Diese Zelllinie zeigte die beste
und aktivste Reaktion gegen MAP im Vergleich zu anders differenzierten
Makrophagen dieser Zelllinie, die weniger TLR2 exprimierten (Park, Park et al.
2021). Dadurch kann bestatigt werden, dass eine erhéhte TLR2 Expression eine
pro-inflammatorische und protektive Immunantwort mit sich zieht. Somit ist eine
geringere TLR2 Expression fur die erfolgreiche Bekampfung des Erregers nachteilig
und konnte erklaren, weshalb die Kihe des persistent MAP-infizierten
Immunphanotyps an einer Infektion leiden, wahrend die Kiihe des MAP-resistenten
Immunphanotyps sich nicht infizieren, obwohl sie ebenfalls durch die
Stallumgebung mit MAP in Kontakt kommen.

Neben einer signifikant erhéhten Abundanz des Proteins TLR2 bei MAP-resistenten
Tieren war nach Pathway-Enrichment-Analysen aller signifikant erhéht exprimierter
Proteine von MAP-resistenten Kilhen der Pathway ,Phagosom® angereichert. Die
Anreicherung dieses Pathways ist auf die im Proteom von PBMC MAP-resistenter
Tiere erhoht abundanten Proteine TLR2, BoLa-DRA (engl. bovine leucocyte antigen
DR alpha) und DYNC1H1 (Dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1) zurtickzufiihren.
Es ist bekannt, dass MAP innerhalb der Makrophagen der protektiven
Immunantwort in einer sogenannten immunologischen Nische entkommt, indem
MAP die Phagolysosomenreifung unterbindet (Field, McAloon et al. 2022).
Interessanterweise konnte in aus Dictyostelium Zellen oder murinen Zellinien (J774
oder RAW264.7) durch Phagozytose von Latexklgelchen hergestellten
Phagosomen gezeigt werden, dass sich Dynein-Cluster in Mikrodomé&nen auf der
Phagosomenmembran wahrend der Phagosomenreifung ansammeln (Rai, Pathak
et al. 2016). Uber Reorganisation der einzelnen Dynein-Proteine innerhalb eines
Clusters konnen diese Dynein-Cluster bewirken, dass Kraft auf einen einzelnen
Mikrotubulus erzeugt wird, was zu einem gerichteten Transport des Phagosoms

fuhrt (Rai, Pathak et al. 2016). Dieser gerichtete Phagosomentransport férdert
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vermutlich die Phagolysosomenfusion und damit den Pathogenabbau (Rai, Pathak
et al. 2016). Bei der Aufnahme von Pathogenen durch Phagozyten findet de novo
eine Bildung spezialisierter Kompartimente statt, welche als Phagosomen
bezeichnet werden, die dann eine Reihe von Fusions- und Spaltungsprozesse
durchlaufen und mit dem endolysosomalen System interagieren, was als
Phagosomenreifung bekannt ist (Levin-Konigsberg and Mantegazza 2021). Das
kann bedeuten, dass MAP-resistente, im Gegensatz zu persistent MAP-infizierten
Tieren, durch eine erhdhte Abundanz von DYNC1H1 im PBMC-Proteom, eine
daraus resultierende gerichtete Bewegung des Phagosoms hin zum Lysosom
zeigen. Diese gerichtete Bewegung des Phagosoms verstarkt die
Phagolysosomenfusion und somit auch den Abbau zuvor phagozytierter MAPs. Um
die moglicherweise differentiellen Vorgange und Defekte in den Phagosomen der
Makrophagen und der Fusion mit Lysosomen zum Phagolysosom genauer zu
verstehen, miussten weiterfihrend Assays zur Untersuchung der Phagosomen
durchgeflihrt werden. Beispielsweise kdnnten mittels Fluoreszenzmikroskopie nach
Stimulation mit MAP die Phagosomenbildung angeregt werden und diese
Phagosomen zu bestimmten Zeitpunkten wahrend des Phagozytoseprozesses
fixiert, permeabilisiert (Levin-Konigsberg and Mantegazza 2021) und mit
beispielsweise einem anti-DYNC1H1 Antikdrper sondiert werden. So kdnnten
einerseits mittels Differentialinterferenzkontrast die beweglichen Prozesse des
Phagosoms beobachtet und verglichen werden und andererseits die Unterschiede
in der Ortlichen und zeitlichen Beteiligung des Proteins DYNC1H1 und dessen
differentieller Abundanz zwischen MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten
Tieren.

Neben einer héheren Abundanz von TLR2 im PBMC-Proteom MAP-resistenter
Tiere konnten wir aufRerdem eine signifikant erhdhte Abundanz der Proteine BoLa
(engl. bovine leucocyte antigen) —DRA und -DRB3 feststellen. Diese bovinen
Proteine sind Teil des MHC II-Komplexes (engl. major histocompatibility complex
class Il), einem Proteinkomplex auf der Oberflache von bovinen Lymphozyten (Behl,
Verma et al. 2012). Im Vergleich zu persistent MAP-infizierten Tieren war bei MAP-
resistenten Tieren BoLA-DRA 1,4-fach und BoLA-DRB3 2,5-fach starker abundant.
Zusatzlich waren die Pathways ,MHC class Il protein complex® und ,Antigen
processing and presentation of peptide or polysaccharide antigen via MHC* nach
Pathway-Enrichment Analyse aller signifikant erhéht exprimierter Proteine in PBMC
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von MAP-resistenten Kiihen angereichert. Diese waren auf das Protein BoOLA-DRA
zuruckzufiihren. Dieses Protein bildet die a-Kette der DR-Gruppe des MHC II-
Komplexes, welcher Antigene bindet und diese T-Lymphozyten prasentiert und
somit eine Rolle bei der adaptiven Immunantwort auf Antigene spielt (Zhou, Hickford
et al. 2007). Eine erhohte Abundanz von Proteinen des MHC II-Komplexes (MHC
II) kbnnte also dazu fuhren, dass beispielsweise durch Makrophagen, die zuvor
Erreger phagozytiert haben, mehr Antigene des Erregers tber MHC Il prasentiert
werden und dadurch eine Bekampfung der Pathogene erleichtert wird. Im
Gegensatz dazu konnte eine niedrigere Abundanz von Proteinen des MHC II-
Komplexes, wie es in unserer Studie bei persistent MAP-infizierten Tieren
beobachtet wurde, dazu flihren, dass Antigene phagozytierter MAPS nicht, oder
nicht ausreichend den Immunzellen prasentiert werden und somit die
Mykobakterien intrazellular Gber- und weiterleben sowie proliferieren kdnnen.
Diese niedrigere Expression von MHC Il konnte in einer in vitro-Infektionsstudie mit
bovinen Makrophagen, welche mit dem apathogenen Mycobacterium avium subsp.
avium im Vergleich zu pathogenen MAP infiziert wurden, beobachtet werden
(Weiss, Evanson et al. 2001). Eine Stimulation mit den pro-inflammatorischen
Zytokinen IFN-y oder TNF-a konnte in dieser Studie nur bei mit Mycobacterium
avium subsp. avium infizierten Makrophagen eine vermehrte Expression von MHC
Il auslosen (Weiss, Evanson et al. 2001). MAP hemmte also bei in vitro infizierten
Makrophagen die MHC Il Expression. Des Weiteren konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass MAP die MHC Il Expression trotz pro-inflammatorischer Signale
unterdriicken konnte (Weiss, Evanson et al. 2001). Bei PBMC persistent MAP-
infizierter Tiere konnten wir eine signifikant niedrigere Abundanz von Proteinen des
MHC Il Komplexes im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren beobachten. Das kann
bedeuten, dass die Pathogenese-Mechanismen von MAP nur bei persistent MAP-
infizierten Tieren umgesetzt werden kbnnen, da sie einen anderen Immunphanotyp
haben als MAP-resistente Tiere. Diese Annahme wird dadurch bestarkt, dass wir
bereits bei gesunden Kihen einen devianten Immunphéanotyp feststellen konnten
(Lutterberg, Kleinwort et al. 2018) und PBMC differentieller Immunphé&notypen eine
jeweils andere Immunantwort auf MAP Co-Inkubation in vitro zeigten (Kleinwort,
Hauck et al. 2019).

In der zuvor beschriebenen Studie von Weiss und Evanson et al. konnte au3erdem

gezeigt werden, dass mit Mycobacterium avium subsp. avium infizierte

46



DISKUSSION

Makrophagen im Gegensatz zu den MAP infizierten Makrophagen von
Lymphozyten lysiert wurden, was vermutlich der fehlenden oder ungenigenden
Antigenprasentation von MAP infizierten Makrophagen geschuldet war (Weiss,
Evanson et al. 2001). Dies zeigt die Unterschiede bei pathogenen und nicht
pathogenen Mykobakterien bezilglich ihrer Kapazitdt die Prasentation
mykobakterieller Antigene zu beeinflussen auf (Weiss, Evanson et al. 2001).
Interessanterweise konnten wir durch Pathway-Enrichment-Analysen aller
signifikant erhdht abundanter Proteine von MAP-resistenten Kihen zeigen, dass
der Pathway ,Phagosom® angereichert war. Die Anreicherung dieses Pathways war
auf die hoher abundanten Proteine TLR2, BoLA-DRA und DYNC1H1
zurUckzufihren. Weiss und Evanson et al. konnten zeigen, dass die Beseitigung
des apathogenen Mycobacterium avium subsp. avium im Gegensatz zu MAP durch
Makrophagen gelang (Weiss, Evanson et al. 2001). MAP gelingt es also, die
Pathogen-schadlichen Mechanismen in den Immunzellen zu umgehen. In unserer
Studie fanden wir jedoch Hinweise darauf, dass dieser Umgehungs-Mechanismus
des Immunsystems, der durch MAP angewendet wird, bei Kihen des MAP-
resistenten Immunphanotyps nicht gelingt. Durch héhere Abundanz der Proteine
TLR2, BoLA-DRA und DYNC1H1 scheinen die Prozesse im Phagosom aktiviert,
was dazu fuhren kodnnte, dass innerhalb der Zelle Phagosomen reifen, mit
Lysosomen zu Phagolysosomen verschmelzen und so die MAPs lysiert und damit
abgetottet werden kdnnen. Da die Antigenprasentation tber MHC Il eine wichtige
Rolle bei der Bekdmpfung des Erregers durch Immunzellen zu spielen scheint,
konnte diese signifikant erhdhte Expression von MHC Il bei den MAP-resistenten
Tieren einen Teil der vorteilhaften Immunreaktion gegentiber MAP erklaren. Denn
nur, wenn Antigene erfolgreich von beispielsweise Makrophagen prasentiert
werden, konnen infizierte Makrophagen erkannt und so die Infektion bek&mpft
werden.

Eine vermehrte Expression von TLR2 und MHC Il gleichzeitig kbnnte bedeuten,
dass durch die erhdhte Expression von TLR2 vermehrt MAP vom Immunsystem
erkannt und von den Makrophagen phagozytiert werden. Was mitunter bei den
Umgehungs-Mechanismen des Immunsystems von MAP zur Persistenz innerhalb
der Makrophagen flihren kénnte, wird von resistenten Tieren ,abgefangen®, indem
vermehrt MHC 1l exprimiert wird und die Antigene auf der Zelloberflache der

Makrophagen prasentiert und infizierte Zellen so beseitigt werden kdnnen.
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Die Herunterregulation von MHC Il und TLR2 konnte auch in einer Studie von Park
und Park et al. beobachtet werden (Park, Park et al. 2020). Diese Studie hat den
Einfluss des Prozessierens von MAP (ber Madin-Darby bovine Kidney-
Epithelzellen im Vergleich zu MAPs ohne vorheriges Prozessieren Uber
Epithelzellen, direkt aus der Flussigkultur, auf die nachfolgende Wirkung von MAP
auf bovine PBMC in vitro untersucht (Park, Park et al. 2020). Es wurde in beiden
Ansatzen beobachtet, dass die Wirtszelle, sobald MAP eingedrungen ist, die
Expression von Oberflachenrezeptoren wie TLR2 und MHC Il unterdrickt, welche
fur die Pathogenpréasentation und -erkennung notwendig sind (Park, Park et al.
2020). Diese Immunreaktion konnten wir in unserer Studie bei Tieren des persistent
MAP-infizierten Phanotyps beobachten. Das kann bedeuten, dass bei dieser
Immunantwort die Mykobakterien fur sie schadliche Immunmechanismen umgehen
indem fur die Pathogenerkennung und -préasentation wichtige Proteine
herunterreguliert werden. Im Gegensatz dazu zeigen diese Proteine bei den MAP-
resistenten Tieren eine héhere Abundanz, was die erfolgreiche Bekampfung des
Pathogens erklaren kann. Da wir in unserer in vitro-Studie beide Ansatze in der
gleichen Art und Weise behandelt haben, kann beispielsweise eine differentielle
Pathogenkonzentration oder Inkubationszeit mit dem Erreger ausgeschlossen
werden, welche dazu fihren kénnten, dass eine andere Immunreaktion ausgelost
wird. Die zwei verschiedenen Immunphanotypen scheinen intrinsisch eine
differentielle Kapazitat dafir zu besitzen, die Mechanismen zu aktivieren, die MAP
erkennen, sie den Immunzellen zu prasentieren und sie zu eliminieren. Die
Immunreaktion der MAP-resistenten Tiere ist diejenige, welche zielfihrend ist und
wie bereits zuvor in einer anderen Studie beschrieben, ausgeldst wird, wenn PBMC
in Kontakt mit apathogenen Mykobakterien kommen (Weiss, Evanson et al. 2001).
Tieren dieses MAP-resistenten Immunphanotyps gelingt es also, die pathogenen
Mechanismen der Mykobakterien zu umgehen und nicht umgekehrt.

Die Massenspektrometrie stellt ein sehr genaues Analyseverfahren dar und eignet
sich um Proteine genau zu quantifizieren (Fazli, Panigrahy et al. 2022). Sie bildet
jedoch lediglich ab, welche Proteine und in welcher Menge in der Probe zu einem
bestimmten Zeitpunkt vorhanden waren und kann keine Aussage uber das Proteom
vor oder nach der Messung geben. Daher misste untersucht werden, ob die Starke
der Expression sich im Laufe der Zeit verandert, da unsere Messungen lediglich den

Zeitpunkt 48 h post infectionem abbildeten. Dadurch kénnte analysiert werden, ob
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die differentielle Immunreaktion auch Uber einen langeren Zeitraum veréandert ist
und vor allem, ab wann Differenzen zu beobachten sind. Dies kann einerseits
Aufschluss Uber die zeitlichen Ablaufe in der MAP-Erkennung und —Prasentation
sowie —Bekampfung bei bovinen PBMC geben. Andererseits auch dartber, wie
schnell die Veranderungen in der Immunantwort beider Immunph&notypen
passieren. Das konnte unter anderem Uber Durchflusszytometrie-Messungen zu
verschiedenen Zeitpunkten post infectionem eruiert werden. Ebenso wurde die
Immunzytologie zu unterschiedlichen Zeitpunkten post infectionem Aufschluss
dariiber geben kénnen.

Zudem waére es interessant zu analysieren, ob die erhohte TLR2 Expression die
erhohte MHC Il Expression bedingt. Dies kdnnte Uber eine TLR2 Inhibition tGber
einen TLR2 Antagonisten wie CU-CPT22 (Cheng, Wang et al. 2012, Ezz, Marey et
al. 2019) vor der Infektion erreicht werden.

Im Gegensatz zu den genannten erhéht exprimierten Proteinen TLR2 und MHC I
im PBMC-Proteom MAP-resistenter Tiere konnten wir bei persistent MAP-infizierten
Tieren nach Infektion mit MAP in vitro eine signifikant erh6hte Expression von
ITGA2B feststellen. Bis heute wurde noch kein Zusammenhang von CD41 mit
bovinen PBMC oder der Paratuberkulose des Rindes beziehungsweise einer
differentiellen Empfanglichkeit bei Rindern fur die Infektion mit MAP publiziert. Die
Expression von ITGA2B, einem Integrin der Untereinheit alpha 2b, auch bekannt
als Antigen CD41, wurde bisher stark exprimiert auf der Oberflache boviner
Thrombozyten beschrieben (Simon, Dusinsky et al. 1996). Wir konnten erstmalig
eine 2,2-fach starkere Abundanz von CD41 im Proteom boviner PBMC bei
persistent MAP-infizierten im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren feststellen.
Interessanterweise konnte ITGA2B bereits mit einer differentiellen Abundanz im
Proteom von bovinen Monozyten festgestellt werden, welche mit nicht-
zytopathischen (ncp) oder zytopathischen (cp) Viren der Bovinen Virusdiarrhoe
(engl. bovine viral diarrhea virus, BVDV) in vitro infiziert waren (Ammari, McCarthy
et al. 2010). Die Pathogenese dieser Krankheit ist komplex, da es mit ncp und cp
zwei Virustypen gibt, wobei die fatale Verlaufsform ,Mucosal Disease“ durch eine
Infektion mit dem cp-Virustyp bei schon zuvor bestehender Infektion der Kuh mit
dem ncp-Virustyp entsteht (Ammari, McCarthy et al. 2010). Bei einer Proteom-
Analyse in vitro infizierter boviner Monozyten mit dem cp-Virustyp konnte

interessanterweise eine starkere Abundanz des Integrins ITGA2B festgestellt
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werden, als bei ncp-infizierten Monozyten (Ammari, McCarthy et al. 2010). Der cp-
Infektionstyp wird damit in Verbindung gebracht, die Antigenpréasentation
gegenuber immunkompetenten T-Zellen zu hemmen, was somit zu unkontrollierter
Entzindung und Viruspersistenz im Wirt fihrt (Ammari, McCarthy et al. 2010).
Dieser Virustyp kann in bovinen Monozyten also eine andere Immunreaktion
auslosen, welche unter anderem auf eine starkere Abundanz des Integrins ITGA2B
zurUckzufihren war (Ammari, McCarthy et al. 2010). Wir konnten in unserer Studie
ebenfalls eine erhdhte Abundanz von ITGA2B im Proteom boviner PBMC eines
Immunphanotyps zeigen, bei dem eine persistente Infektion mit MAP beobachtet
wurde. Bis heute konnten wir nicht feststellen, auf welchen PBMC-Untergruppen
ITGA2B exprimiert wird. Mdglicherweise konnte das Integrin ITGA2B eine Reaktion
zwischen mit MAP infizierten PBMC und anderen Immunzellen vermitteln, welche
eine Herunterregulation anderer, zum Beispiel TLR2 und Proteinen des Klasse |l
Komplexes, bedingt. Integrine sind Membranrezeptoren der extrazellularen Matrix
und besitzen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion und erméglichen Zellen,
sich mit dem Aktin-Zytoskelett anderer Zellen zu verbinden (Delon and Brown
2007). ITGA2B scheint eine wichtige Funktion bei der Definierung der
Immunantwort zu haben, welche dariiber entscheidet, ob MAP im Wirt persistiert
oder eliminiert werden kann. Die Funktion von CD41 auf PBMC und die Rolle dieses
Integrins bei der Pathogenese von MAP und Paratuberkulose gilt es in zuklnftigen
Studien zu definieren.

In einer weiteren Studie, konnten CD41-Antigene auch in murinen und humanen
Lymphknoten nachgewiesen werden (Dai, Uehara et al. 2022). Diese CD41+ Zellen
wiesen keine Thrombozyten-Marker auf, was die Annahme bestarkt, dass CD41-
Antigene auf anderen Zellen, die aufgrund ihrer Lokalisation in Lymphknoten
vermutlich eine Immunfunktion haben, neben Thrombozyten zu finden sind (Dai,
Uehara et al. 2022). Diese Studienergebnisse unterstiitzen unsere Befunde darin,
dass sie Hinweise auf das Vorhandensein von CD41 Antigenen auf
Subpopulationen von Immunzellen liefern. Wir konnten in unseren
immunzytologischen Farbungen CD41 Antigene sowohl auf Thrombozyten, als
auch auf kernhaltigen PBMC nachweisen. Weiterfihrend sollten die
Subpopulationen mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen der Lymphozyten
identifiziert werden. Uber die Kenntnis definierter Subpopulationen auf PBMC

konnten Ruckschlisse auf die Funktion dieses exprimierten Integrins bei
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Lymphozyten gezogen werden. Aul3erdem konnten dartiber Hypothesen uber die
pathophysiologische Rolle von CD41 bei der Infektion mit MAP aufgestellt werden.
Diese Kenntnisse konnen dann zu einem verbesserten Verstandnis der
differentiellen Immunantwort zwischen MAP-resistenten und persistent-MAP
infizierten Kihen fihren.

Die Tuberkulose des Menschen und die Paratuberkulose beim Rind haben
gemeinsam, dass meist eine grof3e Zahl an Individuen mit dem betreffenden Erreger
in Kontakt kommt, jedoch nur eine Minderheit dieser klinisch erkrankt (Bloom, Atun
et al. 2017). Fur das Protein CD41 konnte in Studien zur Untersuchung von
Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten (engl. platelet-monocyte aggregates,
PMAS) in humanen PBMC und bei murinen Lungen-Infektionsmodellen eine Rolle
beschrieben werden, welche sich fir den Verlauf der Infektion mit Mycobacterium
tuberculosis als nicht protektiv erwies (Fox, Kirwan et al. 2018, Wang, Li et al. 2022).
Wir konnten eine differentielle Abundanz von CD41 im Proteom boviner PBMC bei
MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Tieren feststellen, obwohl sie in
derselben Stallumgebung mit demselben Ausmal an Kontakt zum Erreger lebten,
wie MAP-resistente Tiere, die sich nicht infizierten. Dies deutet auf eine Beteiligung
des Integrins CD41 bei der wirkungslosen Immunreaktion auf MAP hin, da Tiere mit
einer erhohten Abundanz von CD41 an einer persistenten Infektion litten. Es ist
deshalb anzunehmen, dass der immunologische Phanotyp des Wirts, der sich bei
MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Tieren unterscheidet, eine Rolle bei
der verstarkten Expression von CD41 nach Kontakt mit dem Erreger spielen kénnte.
Die erhéhte Abundanz dieses Integrins kdnnte eine bedeutende Rolle bei der
Etablierung einer persistenten Infektion des Wirts durch MAP spielen.

Neben dem signifikant starker abundanten Integrin ITGA2B bei persistent MAP-
infizierten Tieren konnten wir auch eine 15,2-fach héhere Abundanz des Proteins
KCNMAL (engl. calcium-activated potassium channel subunit alpha-1), auch
bekannt unter den Namen KCal.l, Slol oder BK channel, bei persistent MAP-
infizierten im Vergleich zu MAP-resistenten Kihen nach Infektion mit MAP in vitro
feststellen. KCNMA1 ist eine Untereinheit eines Kaliumkanals, der uber
Membrandepolarisation, Erhéhung des zytosolischen Kalziums oder Uber die
Konzentration des zytosolischen Magnesiums aktiviert wird und daraufhin durch
passiven Kalium-Efflux, verursacht durch den elektrochemischen Gradienten, die

Repolarisation des Membranpotentials bewirkt (Sancho and Kyle 2021). Die
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sogenannte Kalzium-Sensor-Doméane, welche in Drosophila melanogaster
identifiziert wurde, befindet sich an der C-terminalen zytosolischen Domane, welche
eine hohe Affinitat aufweist Kalzium und weitere Kationen, wie Magnesium, zu
binden (Sancho and Kyle 2021).

Obwohl KCNMA1 auf fast allen Kérperzellen vorzufinden ist, wurde das Vorkommen
dieses Proteins auf Immunzellen lange Zeit bestritten (Ge, Hoa et al. 2014).
KCNMAL1 wurde bislang nicht auf bovinen PBMC beschrieben (PubMed Recherche
vom 22.09.2022). Wir konnten daher zum ersten Mal KCNMA1 im Proteom boviner
PBMC nachweisen. Daruber hinaus war es das am starksten veranderte Protein in
PBMC persistent MAP-infizierter Kiihe. Dieses interessante Ergebnis konnte mit
weiteren Tieren eines anderen MAP-infizierten Bestands mit einer anderen Technik
bestétigt werden. Die Funktion von KCNMAL1 bei bovinen PBMC ist bislang
unbekannt.

Bis heute ist Uber die Funktion von KCNMA1 auf Immunzellen nichts bekannt, es
konnte jedoch eine erhohte Expression von KCNMA1l in Osophagus-
Plattenepithelkarzinom- Zelllinien (ESCC, esophageal squamous cell carcinom)
beschrieben werden (Ge, Yang et al. 2021). Diese erhdhte Expression konnte die
resistenzaufhebende Wirkung von Verapamil, einem Kalziumkanalantagonisten,
gegenuber Cisplatin, einem Zytostatikum, auf ESCC verbessern (Ge, Yang et al.
2021). Es konnte gezeigt werden, dass die KCNMA1-Expression in Zelllinien erhéht
war, in denen Verapamil einen resistenzaufhebenden Effekt gegenuber Cisplatin
zeigte, jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen bei der
resistenzaufhebenden Wirkung von Verapamil bis heute ungeklart (Ge, Yang et al.
2021).

Es konnten noch keine Assoziationen zwischen KCNMA1 und MAP oder anderen
Mykobakterien beschrieben werden. Jedoch konnte in einer Studie, die die Wirkung
des l6slichen Antigens von Mycobacterium leprae (MLSA, Mycobacterium leprae
soluble antigen) auf menschliche Jurkat-T-Zellen untersuchte, festgestellt werden,
dass MLSA iiber das Offnen von Calcium release activated Calcium-Kanalen
(CRAC- Kanéle) einen Anstieg der freien intrazellularen Kalzium-Konzentrationen
induzierte, was eine Rolle bei der immunsuppressiven Wirkung von MLSA spielen
kénnte (Joshi, Khedouci et al. 2006). Das wiederum zeigt, dass Kalzium-aktivierte

lonenkanéle eine Rolle bei der Immunpathogenese bei Mykobakterien spielen.
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In einer Studie zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Fibroblasten-
ahnlichen Synoviozyten und CCR7- Effektor-Gedéachtnis T-Zellen, isoliert aus
Ratten mit kollageninduzierter Arthritis, konnte eine regulatorische Rolle von
KCNMAL im Zusammenhang mit der Progression von rheumatoider Arthritis gezeigt
werden (Tanner, Pennington et al. 2019). In Bezug auf unsere Studienergebnisse
konnte eine hohere Abundanz von KCNMAL1 fir die Funktion der Lymphozyten bei
Infektion mit MAP bedeuten, dass die vermehrte Expression auf den Zellen auftritt,
die mit MAP infiziert sind. Die erhdhte Abundanz kdnnte des Weiteren fur MAP eine
gunstige Rolle in der Pathogenese spielen, welche bisher noch nicht erklart werden
konnte. Die Repolarisation der Zellmembran, die der Kaliumkanal, von dem
KCNMAL eine Untereinheit bildet, nach Aktivierung auslost, kénnte ebenfalls mit
den  Pathogenese-Mechanismen von  MAP  zusammenhangen. Der
Kaliumionenausfluss kénnte Prozesse aktivieren, welche den Mykobakterien das
Persistieren in den infizierten Zellen ermoglichen.

In Untersuchungen zur Rolle von Kalium bei einer Infektion mit Mycobacterium
tuberculosis konnte in aus dem Knochenmark stammenden Makrophagen und in
einem in vivo-Mausmodell gezeigt werden, dass die intraphagosomalen
Kaliumspiegel wahrend der Phagosomenreifung in Makrophagen zunehmen
(MacGilvary, Kevorkian et al. 2019). Diese interessanten Erkenntnisse kdnnen
maoglicherweise auch fur die Infektion mit MAP bedeuten, dass ein Kaliumefflux
durch KCNMAL fur MAP vorteilhaft ist, da moglicherweise die Phagosomenreifung
durch erhohten Kaliumefflux beeintrachtigt wird und es MAP gelingt, die
phagolysosomalen Prozesse zu unterbinden. AufRerdem konnte in dieser Studie
von MacGilvary und Kevorkian et al. gezeigt werden, dass Kalium fur die
Makrophageninfektion zwar nicht limitierend war, dass jedoch eine Stdérung der
Kaliumhomoostase zu einem verringerten bakteriellen Einfluss auf den pH-Wert und
die Chlorid-Konzentrationen in der infizierten Umgebung und zu einer
abgeschwachten bakteriellen Wirtsbesiedlung fuhrte (MacGilvary, Kevorkian et al.
2019). Diese Erkenntnisse kdonnten unter anderem die persistente Infektion bei den
Tieren erklaren, die eine hohere Abundanz von KCNMA1 aufwiesen, da durch ein
erhoéhtes Vorkommen dieses Proteins der Kaliumefflux erhéht werden kann.

In anderen Studien konnte dartber hinaus nachgewiesen werden, dass eine
erhohte Expression von KCNMAL eine Assoziation mit malignen Erkrankungen

zeigte (Bloch, Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). Diese
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Assoziationen von vermehrter KCNMAL-Expression mit erhohter maligner
Zellteilung bei der Prostatakrebs-Zelllinie PC-3 und bei primaren sowie
metastasierendem Brustkrebsgewebe, lasst mdglicherweise darauf schliel3en, dass
KCNMAL eine Rolle bei der Aktivierung maligner Prozesse spielen kénnte (Bloch,
Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). KCNMA1 wurde als Marker
fur eine erhdhte Metastasierungs-Wahrscheinlichkeit vorgeschlagen, um bei der
Entscheidung Uber die Durchfihrung einer Chemotherapie beim Menschen
behilflich zu sein (Bloch, Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). Da
wir in unserer Studie eine signifikant erhohte Abundanz von KCNMA1 bei PBMC
persistent MAP-infizierter Tiere feststellen konnten, kénnte dieses Protein in der
Zukunft auch als diagnostischer Marker eine Rolle spielen. Da wir in unserer Studie
lediglich Tiere eines eindeutigen MAP-Infektionsstatus verwendet haben, sollten
zukinftig auflerdem PBMC von Tieren auf die KCNMAL-Expression getestet
werden, welche in einem anderen Infektionsstadium sind, um zu analysieren, ob
sich KCNMAL1 als diagnostischer Marker in der Praxis eignen wurde.

Da uber die physiologische Rolle von KCNMAL auf bovinen PBMC bis heute noch
keine Forschungsergebnisse vorliegen, bedarf es bei diesem Protein noch an
Grundlagenforschung, insbesondere darlber, auf welchen PBMC-Untergruppen
dieses Protein exprimiert wird und welche Funktion KCNMAL auf den PBMC der
Rinder hat. Die immunologische Bedeutung von KCNMA1 sowie dessen abundante

Expression stellen interessante Forschungsansatze fur die Zukunft dar.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass in der vorliegenden Studie signifikante
Unterschiede in der Immunantwort von PBMC MAP-resistenter und persistent MAP-
infizierter Kiihe nach Infektion mit MAP in vitro festgestellt werden konnten. Die im
Vergleich zu MAP-infizierten Tieren signifikant erhohte Expression von TLR2 und
Proteinen des MHC II-Komplexes im PBMC-Proteom MAP-resistenter Kiihe konnen
durch eine gesteigerte Antigenerkennung und -prasentation eine wichtige Rolle bei
der erfolgreichen Immunantwort gegen MAP spielen. Diese helfen dabei, den
Erreger MAP zu bek&mpfen. Im Gegensatz dazu konnten wir im PBMC-Proteom
persistent MAP-infizierter Kiilhe erstmalig eine signifikant erhéhte Expression der
Proteine ITGA2B und KCNMAL im Vergleich zu MAP-resistenten Kihen feststellen.
ITGA2B ist ein Integrin, das neben der bekannten Expression auf Thrombozyten,

auch bereits mit bovinen Monozyten in Verbindung gebracht wurde (Ammari,
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McCarthy et al. 2010). Unsere Hypothese ist, dass dieses Integrin eine funktionelle
Rolle auf bovinen PBMC hat, die es dem Erreger tber Transduktion bestimmter
Signale ermdglicht im Wirt zu persistieren. KCNMAL, die Untereinheit eines
Kalziumkanals, konnte erstmalig auf bovinen PBMC nachgewiesen werden und
konnte Uber Veranderung der lonen-Homdoostase ebenfalls eine Persistenz des
Erregers im Wirt ermoglichen. Die hohere Abundanz der Proteine ITGA2B und
KCNMA1 konnten in dieser Studie mit einem persistent MAP-infizierten
Immunphanotyp assoziiert werden, was bedeuten kann, dass diese Proteine in
einer fir den Wirt nachteiligen Immunreaktion eine Rolle spielen und die persistente
Infektion des Wirts mit MAP begunstigen. Die zugrundeliegenden Mechanismen,
die durch diese vermehrt exprimierten Proteine ausgeldst werden und die fur das
Uberleben von MAP und Voranschreiten der Infektion giinstigere Immunreaktion,

sind bis heute nicht geklart und bedurfen weiterfiihrender Forschung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Paratuberkulose ist eine weltweit verbreitete infektiose, chronische,
gastrointestinale Erkrankung des Rindes, die zu Einbuf3en bei der Tiergesundheit
und demzufolge Leistungsminderungen bei landwirtschaftlichen Nutztieren fihrt.
Kihe derselben Rasse innerhalb eines Bestandes, indem fur alle Tiere der Kontakt
zum Erreger das gleiche Ausmal} betragt, haben eine divergierende Pradisposition
sich mit dem Erreger zu infizieren und Klinisch zu erkranken. Um die
immunologischen Hintergriinde dieser Unterschiede besser verstehen zu konnen,
wurden in unserer Studie PBMC MAP-resistenter und persistent MAP-infizierter
Rinder fur 48 h mit MAP in vitro infiziert und anschliel3end das Proteom beider
Gruppen mittels LC-MS/MS vergleichend analysiert.

Das Proteom boviner PBMC ergab nach Analyse 2631 verschiedene Proteine und
zeigte signifikante Unterschiede zwischen MAP-resistenten und persistent MAP-
infizierten Kihen. Pathway-Enrichment-Analysen aller signifikant differentiell
exprimierter Proteine von MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Rindern
ergaben funktionelle Unterschiede, welche eine abweichende, mdglicherweise nicht
erfolgreiche Immunantwort der persistent MAP-infizierten Rinder auf MAP anzeigte.
Die Analyse des Proteoms der PBMC von MAP-resistenten Kilhen nach Infektion
mit MAP in vitro ergab unter anderem eine erhohte Expression von TLR2 und
Proteinen des MHC Klasse II-Komplexes (BoLA-DRA und BoLA-DRB3). TLR2 ist
ein Leukozyten-Membranprotein, das eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
MAP durch das Immunsystem spielt. Eine vermehrte Expression dieses Proteins
kann zu einer verbesserten Pathogenerkennung beitragen, welche die
Voraussetzung fir eine adaquate Immunantwort ist. Da die Antigenprasentation
uber MHC Il eine wichtige Rolle bei der Bekampfung des Erregers von Immunzellen
spielt, kann eine vermehrte Expression dieses Proteins einen Teil der vorteilhaften
Immunreaktion gegen MAP erklaren.

Im Gegensatz dazu konnten wir im Proteom persistent MAP-infizierter Tiere nach
Infektion mit MAP in vitro eine erhdhte Expression des Integrins ITGA2B (auch
bekannt als CD41) und KCNMAL, der Untereinheit eines Kalzium-aktivierten
Kalium-Kanals, feststellen. Keines der Proteine wurde bis heute mit der
Paratuberkulose des Rindes und einer mdglichen divergierenden Immunantwort auf

MAP assoziiert.
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Diese Erkenntnisse zu den differentiell exprimierten Proteinen kdnnen zum weiteren
Verstandnis der unterschiedlichen Immunantworten von MAP-resistenten und
persistent MAP-infizierten Tieren beitragen. Wir konnten bestatigen, dass die
erhéhte Abundanz der Proteine TLR2, BoLa-DRA und BoLA-DRB3 offenbar eine
wichtige Rolle fur eine erfolgreiche Immunantwort zur Beseitigung der MAP-Erreger
spielen.

Im Gegensatz dazu konnten wir zum ersten Mal eine signifikant erh6hte Expression
der Proteine ITGA2B und KCNMA1 auf bovinen PBMC persistent MAP-infizierter
Tiere feststellen, die moglicherweise in Pathogenese und Persistenz von MAP
durch eine abweichende Immunantwort involviert sind, welche eine Infektion des
Organismus begunstigen kdnnten.

Um die Zusammenhange dieser Proteine mit der Pathogenese der Paratuberkulose
besser verstehen zu kénnen, sind weitere Studien notwendig, die sich mit der
Grundlagenforschung dieser Proteine befassen. Sie bilden dann die Grundlage um
die immunologischen Erkenntnisse in der Paratuberkuloseforschung zu erweitern,
Zuchtkriterien und potentielle therapeutische Ansatzpunkte zu schaffen und als

Ubergreifendes Ziel die Tiergesundheit zu verbessern.
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6 SUMMARY

Paratuberculosis is an infectious, chronic, gastrointestinal disease of cattle with a
worldwide distribution, which leads to losses in animal health and consequently
reduced performance in farm animals. Cows of same breed within a herd, in which
the contact with the pathogen is the same for all animals, have a divergent
predisposition to become infected with the pathogen and to suffer from a clinical
course of the disease. To better understand the immunological background of these
differences, in our study PBMC of MAP-resistant and persistently MAP-infected
cattle were infected with MAP in vitro for 48 h and then the proteome of both groups
was comparatively analyzed by LC-MS/MS.

Bovine peripheral blood derived lymphocyte proteome consisted of 2631 different
proteins and showed significant differences between MAP-resistant and persistently
MAP-infected cows. Pathway enrichment analyses of all significantly differentially
expressed proteins from MAP-resistant and MAP-infected cattle revealed functional
differences indicating a divergent, possibly unsuccessful immune response of
persistently MAP-infected cattle to MAP.

Analysis of the PBMC proteome from MAP-resistant cattle after co-incubation with
viable MAP in vitro revealed increased abundance of TLR2 and proteins of the MHC
II complex (BoLA-DRA and BoLA-DRB3), among others. TLR2 is a leukocyte
membrane protein that plays an important role in the recognition of MAP by the
immune system. Increased expression of this protein could contribute to improved
pathogen recognition, which this is a prerequisite for an adequate immune
response. Since antigen presentation via MHC Il plays an important role in the
targeting of the pathogen by immune cells, increased expression of this protein
could explain part of the beneficial immune response against MAP.

In contrast, we detected increased expression of integrin ITGA2B (also known as
CD41) and KCNMAL1, the subunit of a calcium-activated potassium channel, in
PBMC proteomes of persistently MAP-infected animals after co-incubation with
MAP in vitro. Neither protein has yet been associated with bovine paratuberculosis
and a possible divergent immune response to MAP. These findings on differentially
expressed proteins may contribute to further understanding of the differential

immune responses of MAP-resistant and persistently MAP-infected animals.
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We could confirm that increased abundance of the proteins TLR2, BoLa-DRA, and
BoLA-DRB3 play an important role in a successful immune response for elimination
of MAP pathogens.

In contrast, we detected for the first time a significantly increased abundance of
ITGA2B and KCNMAL1 on bovine PBMC that might be involved in the pathogenesis
of MAP-persistence through a divergent immune response that is favorable for the
infection by the bacteria.

To better understand the correlations of these proteins with the pathogenesis of
paratuberculosis, further studies addressing the function of these proteins in bovine
PBMC are necessary. They will then form the basis for expanding knowledge in
paratuberculosis research, creating breeding criteria and potential therapeutic

targets, and improving animal health as an overall goal.
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